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1 Einleitung

1.1. Stressresponse, Mastzellaktivierung und perioperativer Verlauf

chirurgischer Infektionen

Die allgemein bekannte Beeinflussung des Immunsystems durch Stress, bzw.
allgemein der Austausch von Informationen zwischen Immunsystem und
Neuroendokrinium erhielt durch die Aufdeckung gemeinsamer Mediatoren erst einen
naturwissenschaftlichen Hintergrund. (Dunn, 1988) In den Fokus der chirurgischen
Forschung gerieten die Interaktionen zwischen Immunsystem und Neuroendokrinium,
weil man erkannte, dass der Crosstalk beider Systeme einen entscheidenden Einfluss
auf die Ergebnisse nach chirurgischen Eingriffen ausiibt. Man erkannte zum Beispiel,
dass operative Eingriffe einen Einfluss auf neuroendokrine Immuninteraktionen haben
genauso wie durch Verdnderungen in der neuroendokrinen Immuninteraktion die
Ergebnisse chirurgischer Eingriffe beeinflusst werden. In der chirurgischen Forschung
diskutiert man heute diese Kommunikation der beiden Systeme im Hinblick auf eine
Verringerung des perioperativen Risikos.

Das in der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegte Modell soll zu dieser Diskussion

moglichst klinisch relevant beitragen.

1.1. 1. Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) als
Beispiel fiir das erweiterte Verstindnis neuroendokriner

Immuninteraktionen

Eine wichtige Séule, iiber die die Stressantwort vermittelt wird, stellt die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (Hypothalamus-Pituitary-Adrenal-
Axis: ,,HPA-Achse*) dar, die als Prototyp fiir Neuroendokrin-Immunologische
Regelkreise gelten kann, und iiber den Regelkreis CRH-ACTH-Cortisol schon lange
als Schnittstelle zwischen Nervensystem und Immunsystem bekannt ist. Neue

Bedeutung erhdlt diese Achse durch den Nachweis der Produktion von



Peptidhormonen und Neurotransmittern wie Wachstumshormon (GH) (Murphy et al.,
2000), Kortikotropin-Freisetzungs-Hormon (CRH), Prolaktin (PRL), Luteinisierendes
Hormon (LH) (alle Bernton et al., 1991), Schilddriisen-stimulierendes Hormon (TSH),
Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) (alle Blalock et al, 1997) und
Adrenokortikotrophes Hormon/ Kortikotropin (ACTH) in Immunzellen und die
Reaktion von immunologischen Zellen auf neuroendokrine Botenstoffe (Bornstein et
al., 1999 ). So konnte eine Steigerung der Aktivitit von Natiirlichen-Killer-Zellen
durch CRH nachgewiesen werden (Carr et al. 1990), ebenso fand man eine gesteigerte
Antikorperproduktion von B-Lymphozyten durch TSH, welches nach TRH-
Stimulation von T-Lymphozyten vermehrt gebildet und freigesetzt wird (Kruger et al.
1989). Bei immunologischen Stressituationen werden durch GH auch bei reifem
Abwehrsystem die Lymphatischen und Knochenmarkszellreihen stimuliert. Man

beobachtet dabei eine Reaktivierung des Thymusgewebes. (Murphy et al., 2000)

Die gefundenen Wirkungen der verschiedenen Peptidhormone und Neurotransmitter
auf Immunzellen scheinen alle einem autokrinen oder parakrinen Wirkmechanismus zu
gehorchen, der Nachweis endokriner Wirkungen von Hormonen, die den Immunzellen
entstammen, wird kontrovers diskutiert. Der Hauptwirkungsmechanismus scheint

jedoch auto- und parakriner Art zu sein. (Hooghe et al., 1993)

Neben der schon erwédhnten Produktion von Peptidhormonen und Neurotransmittern
durch immunkompetente Zellen und deren Wirkmechanismen in der Peripherie, stellen
die Wirkungen von Zytokinen im zentralen Nervensystem eine weitere wichtige
Entdeckung dar, die die Verwobenheit von Neuroendokrinium und Immunsystem

weiter betont.

So waren Interferone die ersten Zytokine, bei denen Wirkungen auf Nervenzellen und
endokrine Zellen, wie Steroidgenese, Jodaufnahme, Erregung von Neuronen oder
Bindung an Opiatrezeptoren, nachgewiesen wurden (Blalock, 1984). Dariiber hinaus
fand man weitergehende Wirkungen auf neuroendokrine Zellen auch bei Interleukinen
(IL-1 und IL-6). Beide Zytokine wirken auf hypothalamischer als auch auf
hypophysérer Ebene {iiber ihre spezifischen Rezeptoren als Freisetzungsfaktoren

(releasing factors). So wurde durch IL-1 die Freisetzung von ACTH, Endorphinen,



Wachstumshormon (GH), Luteinisierendem Hormon (LH) und Thyreotropin (TSH)
aus hypopysdren Zellen nachgewiesen. (Smith, 1997) Als Antwort auf IL-1
freigesetztes CRH bewirkt in der Hypophyse nicht nur die direkte Freisetzung von
ACTH, es sensibilisiert die hypophysdren Zellen zugleich fiir die direkte IL-1
vermittelte ACTH Sekretion (Payne et al., 1994). Dies geschieht iiber eine CRH-

induzierte Hochregulation der IL-1 Rezeptoren auf den hypothalamischen Zellen.

Durch anhaltend alterierte Zytokinspiegel wie in der Akut-Phase-Reaktion kann es
dariiber hinaus auch zur Auspriagung verschiedener anderer pathophysiologischer
Zustinde kommen wie zum hypogonadothrophen =~ Hypogonadismus,
Wachstumsverzégerungen oder einem sekundidren Hyperaldosteronismus. (Mandrup-

Poulsen et al., 1995)

Neben den oben erwdhnten Zytokinen finden sich auch Rezeptoren fiir eine Reihe
weiterer Zytokine, die mitunter iiber eine erhebliche sekretorische Potenz verfiigen.
(Besedovsky et al., 1996) IL-2 iibertrifft hierbei in seiner sekretorischen Potenz sogar
CRH (Karanth et al., 1991).

Neben dem Nachweis der Expression von Interleukin-Rezeptoren gelang es, die
endogene Produktion von IL-1 und IL-6 durch hypophysére Zellen (thyrotrope Zellen)
zu beweisen (Smith, 1992). Fiir einige andere Zytokine gelang ebenso der Nachweis

einer intrazerebralen Produktion.

Die Regulation der Expression von verschiedenen Cytokinen durch verschiedene
lymphatische Zellen geschieht neben der Cytokinebene (Barrett, 1996) auch iiber
endokrine, parakrine und autokrine Mechanismen, die durch Steroide vermittelt
werden und das Gleichgewicht von humoraler und zellulirer Abwehr beeinflussen.

(Daynes et al., 1995)

In der Zusammenschau des inflammatorischen Geschehens und der Immunantwort
scheint die Aktivierung der HPA-Achse in erheblichem MalBle durch IL-1 vermittelt zu
sein. Der genaue Wirkmechanismus bleibt dabei bislang im Verborgenen, eine iiber die

IL-1 Rezeptoren der zerebrovaskuldren Endothelzellen vermittelte und iiber IL-1,



Stickstoffmonoxid (NO) oder Prostaglandine an die Nervenzellen weitergeleitete
Beeinflussung wird diskutiert (Ericsson et al., 1994). Die Aktivierung der HPA-Achse
bei nur lokalen Entziindungsgeschehen konnte aber auch iiber afferente Neurone
erfolgen, die iiber Mastzellen aktiviert eine Weiterleitung des lokalen Reizes bewirken

konnen. (Turnball et al., 1999)

Auch die Funktion der korpereigenen Steroide zeigt sich nach neueren Erkenntnissen
vielschichtiger als bisher angenommen. So zeigen die aus der Nebenniere stammenden
Steroide eine immunmodulierende Wirkung und steuern den Fluss der
Immunkompetenten Zellen zwischen Blutbahn und Geweben (McEwen B.S. et al.,
1997). Die Affinitdt der korpereigenen Steroide zu den Steroidrezeptoren ist hierbei
um ein Vielfaches geringer im Vergleich zu synthetischen Steroiden wie
Dexamethason oder Prednisolon. Entsprechend verzerrt stellt sich das Bild der
Steroidwirkungen durch synthetische Steroide dar. Die Nebennierensteroide sind
dariiber hinaus in der Lage, durch Beeinflussung der Zytokinsekretion die humorale
Abwehr zu verstirken und die zelluldren Abwehrmechanismen zu ddmpfen. (Wilckens,

1995; McEwen et al., 1997)

Als Essenz aus den Entdeckungen der letzten beiden Jahrzehnte zeigt sich ein
vielschichtiges  Bild der Kommunikation zwischen Immunsystem und
Neuroendokrinum, sodass die bis dahin weitgehend getrennte Sichtweise von Immun-
und Neuroendokrinem System iiberkommen erscheint: Immunzellen produzieren
biologisch aktive Neuropeptide; Immunzellen exprimieren Rezeptoren fiir eine
Vielzahl verschiedener Neuropeptide; durch die Neuropeptide kann das Immunsystem
beeinflusst werden; Lymphokine konnen Neuroendokrines Gewebe beeinflussen.
(Weigent et al., 1987, Tomaszewska et al., 1997) Die enge funktionelle Verwobenheit
von Immunsystem und Neuroendokrinum wird bei genauerer struktureller Betrachtung
der Zytokine und ihrer Rezeptoren noch deutlicher. Es zeigen sich hier innerhalb der
verschiedenen Rezeptor- und Zytokinklassen zum Teil weitgehende Homologien in der

Molekularstruktur. (Walter, 1997)



1. 1. 2. Die Mastzelle als Schnittstelle zwischen Nerven- und Immunsystem

Die enge Verwobenheit von Immunsystem und Neuroendokrinium zeigt sich nicht nur
in der Funktion der HPA-Achse, im Umfeld der Mastzellen zeigen sich gleichermallen
enge Verbindungen zur Neuroimmunologie; aus der Kommunikation zwischen
Mastzellen, Lymphozyten, Nervenzellen und Glia konstituiert sich eine neuroimmune
Achse, die im Bereich neurodegenerativer Erkrankungen mit entziindlichen oder
autoimmunen Komponenten wie Alzheimersche Erkrankung, Migridne oder Multipler
Sklerose ebenso von Bedeutung ist (Purcell et al., 1995) wie bei chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen, so zum Beispiel Morbus Crohn und Colitis

ulcerosa. (Theoharides, 1996 ; Marone et al., 1997)

Lange Zeit wurde die Mastzelle hauptsichlich mit der IgE vermittelten
Hypersensibilitatsreaktion in Verbindung gebracht und in diesem Kontext beforscht,
doch neuere Ergebnisse lassen die Funktionen der Mastzelle wesentlich komplexer

erscheinen. (Galli et al., 1996)

Anatomisch-histologisch betrachtet fdllt ein hoher Anteil (47-77% im menschlichen
Gastro-Intestinal-Trakt) an Mastzellen auf, die eine enge Beziehung zu peptidergen
Neuronen aufweisen, was einen indirekten Hinweis auf eine funktionelle Kopplung
darstellt (Yonei et al., 1985). Die im Gastro-Intestinal-Trakt von Ratten gefundenen
Relationen waren mit 66% vergleichbar (Stead et al., 1987). Auch die Mastzellen in
der parietalen Pleura von Ratten zeigen dhnliche anatomische Verhéltnisse. (Artico et
al., 1998) Funktionelle Untersuchungen an isolierten Darmabschnitten zeigten eine
bidirektionale Mastzell-Nervenzell-Interaktion; so kann durch die Mastzelle ein
axonaler Reflex als Antwort auf ein gebundenes Antigen erfolgen oder die
Immunantwort der Mastzelle iiber efferente Nerven beeinflusst werden. Auch eine

Weiterleitung der Reize in das zentrale Nervensystem ist auf diese Weise moglich.

Die enge Lagebeziechung von Mastzellen zu wichtigen Strukturen des Zentralen
Nervensystems zeigt sich auch in der Anhdufung von Mastzellen in den GefaBwéinden
im Bereich des Thalamus, Hippocampus, Corpus striatum, Plexus choroideus, sowie

der spinalen Nervenwurzeln. Uber eine Modulation der GeféBpermeabilitit kommt den
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Mastzellen hier eine Schliisselposition fiir die Interaktion von Nerven- und

Immunsystem zu. (Orr, 1988)

Die Mastzellen kommunizieren aber nicht nur wie oben beschrieben direkt mit Zellen
des  Nervensystems, durch Gap  junctions  besteht eine direkte
Kommunikationsmoglichkeit mit den benachbarten Fibroblasten. (Vliagoftis et al.,

1999)

Auf die Entwicklung und Differenzierung der Mastzelle nehmen eine Reihe
verschiedener Zytokine Einfluss. Als Wachstumsfaktoren fiir die Mastzelle seien
hierbei IL-4, IL-9 und Stammzellfaktor (SCF) hervorgehoben. Die Differenzierung zu
reifen Mastzellen wird durch IL-6 und TNF-a gefordert, dieser Vorgang wird durch
Indomethacin als Prostaglandinsyntheseinhibitor gehemmt, ebenso durch IL-4, einem
Wachstumsfaktor der Mastzelle. (Hu et al., 1997) Durch IL-10 werden Reifungs- und
Wachstumsvorgénge der Mastzellen iiber autokrine Regelwege ebenfalls moduliert,

eine antiinflammatorische Wirkung scheint hierbei dominant. (Lin et al., 1997)

Die vielfaltige Rolle der Mastzelle spiegelt sich in der groen Bandbreite der Mastzell-
Mediatoren wieder, denn iiber die flir die Mastzelle bekannten biogenen Amine
Histamin und Serotonin hinaus exprimiert die Mastzelle ein breites Spektrum
verschiedener anderer Mediatoren wie Zytokine ( Interleukin 3(IL-3), IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a), Leukdmie inhibierender Faktor (LIF)),
Enzyme (saure Hydrolasen, Chymasen, Phospholipasen, Ratten-Mastzell-Protease |
(RMCP I), RMCP 1I, Tryptase), Lipid Metaboliten (Prostaglandine, Leukotriene,
Plattchen-aktivierender Faktor (PAF)), Neuropeptide wie Vasoaktives-Intestinales-
Peptid (VIP) und auch Stickstoffmonoxid (NO) und Adenosin (McKay/ Bienenstock,
1994, Gordon et al., 1990, Naclerio, 1999, White, 1999, Falus A. et al., 1992).

Neben dieser Vielfalt an Mastzellmediatoren fand man verschiedene Substanzen,
welche die Freisetzung von Mediatoren aus der Mastzelle bewirken konnen. Dazu
zahlt Nerven-Wachstumsfaktor (NGF), verschiedene Neuropeptide wie Substanz P,
Neurotensin oder Neuropeptid Y, aber auch natiirliche und kiinstliche Polyamin-

Gemische (Purcell und Atterwill, 1995) sowie Protamin (Patella et al., 1997).
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Die Mastzelle leistet also in der Regulation der Entzlindungsreaktion als Bindeglied
zwischen Immunsystem und Nervensystem weit mehr als nur die Ig-E-vermittelte

anaphylaktische Sofortreaktion.

Insbesondere in der Frithphase der Peritonitis ist der Mastzelle eine bedeutende Rolle
durch die Freisetzung von TNF zuzuschreiben. Durch die TNF-vermittelte Stimulation
von Makrophagen und Granulozyten und Chemotaxis von Fibroblasten trdgt die
Mastzelle zu einer schnellen Reaktion auf eine Infektion bei. (Malaviya et al., 1996,
Echtenacher et al., 1996) Die Mastzelle fordert die Ausschwitzung von Fibrin und
Gerinnungsfaktoren in der Frithphase eines Infekts. Diese liber Histamin vermittelte
Reaktion trigt zur Isolierung des Infektgeschehens durch Abszessbildung bei. (Ramos

et al., 1992)

Die Mastzelle ist der einzige ortsstindige Zelltyp in Bindegewebe oder Transudaten,
der auf einen Reiz hin das in zytoplasmatischen Granula gespeicherte TNF freisetzen
kann. (Méannel et al., 1996, Galli, 1993) Im Tierversuch konnte die friihe
Einwanderung von Neutrophilen Granulozyten vermittelt durch die schnelle

Freisetzung von TNF aus Mastzellgranula gezeigt werden. (Zhang et al., 1992)

Anhaltspunkte fiir die Bedeutung der Mastzelle in der Frithphase der Peritonitis zeigen
sich auch in einer rein rechnerischen Dominanz: Bei immunhistochemischen
Untersuchungen an Darmgewebe erwiesen sich 60% der Zellen mit Nachweis von

TNF-a als Mastzellen. (Bischoff et al., 1999)

1. 1. 3. Aspekte des perioperativen Infektverlaufs

Da die Beeinflussung des perioperativen Infektverlaufs ein Ziel der hier dargelegten

Arbeit ist, sollen die erwarteten Wirkmechanismen im perioperativen Infektverlauf im

weiterem Verlauf dargestellt werden.

Die dem Korper zur Verfligung stehenden Abwehrmechanismen werden in spezifische

und unspezifische Bereiche gegliedert, die jeweils zelluldre und humorale Bestandteile
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haben. Dieses im Laufe der Evolution zu einem hochkomplexen Netz differenzierte
System erlaubt dem Organismus die Unterscheidung einer Vielzahl unterschiedlicher
Antigene von korpereigenen Stoffen, sowie die Eliminierung der Antigene unter Erhalt

der eigenen Integritdt. (Janeway, 1992)

Nachdem die erste mechanische Barriere (Haut, Mukosa) iiberwunden ist, treten
zundchst unspezifische zelluldire Abwehrmechanismen hervor. Hierzu zéihlen
Monozyten/ Makrophagen, Phagozyten (neutrophile und eosinophile Granulozyten)
und natiirliche Killerzellen. Von ihnen ausgehend erfolgt nach Phagozytose und
Antigenprésentation die Aktivierung der spezifischen zelluldren (T-Lymphozyten) und
humoralen = (Immunglobuline von B-Lymphozyten) Abwehr. Neben der
Antigenprédsentation wird durch die phagozytierenden Zellen auch die
Entziindungsreaktion durch Freisetzung von LPS, einem Abbauprodukt aus der
Bakterienzellwand, und die Sekretion von Zytokinen angeregt. (Heemken et al., 1997)
Die Aktivierung des Komplementsystems auf dem  klassischen  Pfad
(Antikorperabhidngige Aktivierung) zeigt sich hierbei in dhnlichen CMRT's als effektiv
und notwendig fiir die Immunantwort, wdhrend die Antikdrper unabhingigen
Aktivierungswege (Alternative und Lectin Pfade) nur unterstiitzende Wirkungen

haben. (Celik et al. 2001)

Zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytokinen gehoren Interleukin 1 und IL-6
sowie Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a); durch Induktion der Akut-Phase-Proteine in
der Leber und Verstirkung der Abwehrreaktion auf zellulirer Ebene tragen sie
wesentlich zur Ausprigung einer Entziindungsreaktion im Rahmen einer Infektion bei.
Auch ihre pyrogenen Wirkungen und ihre Férderung der Wundheilung sind hier von

Bedeutung.

Dagegen bewirken antiinflammatorische Zytokine wie IL-4, IL-10, IL-11, IL-13,
Interleukin-1-Rezeptorantagonist ~ (IL-1ra),  Transformations-Wachstums-Faktor-3
(TGF-B) wund l6sliche Rezeptoren eine Begrenzung und Reduktion des
Entziindungsgeschehen. (Hall et al., 1998) Das Zusammenspiel der pro- und
antiinflammatorischen Faktoren ist fiir den Verlauf der Entziindungsreaktion und die

Entwicklung einer Sepsis sehr bedeutend und wird zur Einteilung in Stadien genutzt.
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Der Verlauf einer Infektion bis hin zur Sepsis wird in drei Stadien eingeteilt, die nur
eine vereinfachte, klinische Sicht des komplexen Geschehens im Umfeld der Sepsis

sein konnen.

Im ersten Stadium bleibt die Entziindungsreaktion durch das Gleichgewicht zwischen
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Faktoren lokal eingegrenzt (Platzer
et al., 1995). Der Ubergang in einen systemischen Prozess erfolgt im zweiten Stadium,
wenn es nicht zu einem Gleichgewicht zwischen den pro- und antiinflammatorischen
Faktoren kommt. Dann breitet sich die Entziindungsreaktion systemisch aus, bis es mit
Auspragung eines klinisch manifesten Schocks oder Multiorganversagens zum

Ubergang in das dritte Stadium kommt (Bone et al., 1996).

Die Ausbreitung der Infektion wird durch die Stressreaktion des Korpers mit Anstieg
der Glukokortikoidspiegel erleichtert. Durch die Steroide vermittelt kommt es zur
Apoptose der Mukosa-Plasmazellen und ihrer Vorlduferzellen. Der damit verbundene
Abfall der IgA- und IgM-Expression fiihrt zu einer leichteren Penetration der Mukosa

durch die Bakterien und somit zur Ausbreitung der Infektion. (Coutinho et al., 1997)

Das Sepsisgeschehen wird neben der Vielzahl an verschiedenen Zytokinfreisetzungen
auch durch funktionelle Verdnderungen der zelluldren Immunantwort beeinflusst. Dies
berticksichtigt die Einteilung der Sepsis in eine erste, hyperinflammatorische Phase
und eine zweite Phase der Immunparalyse, wie sie 1994 von Volk und Ddocke
vorgeschlagen wurde. Wéhrend der Immunparalyse zeigt sich so typischerweise die

Zahl der Monozyten-Oberflaichenmarker HLA-DR verringert (Barthlen W et al., 1994).

1. 1. 4. Verlauf des Septischen Schocks

Bei der Progredienz des septischen Prozesses bis hin zum Schock gilt es, die
Unterschiede in der Pathophysiologie des Septischen Schocks gegeniiber anderen
Schockformen zu beachten. Im Gegensatz zu den anderen Schockformen, bei denen

ein unzureichendes Sauerstoffangebot ursdchlich im Mittelpunkt steht, kommt es zur
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Auspriagung des septischen Schocksyndroms bei einem gesteigerten Sauerstoffbedarf

in der Peripherie.

Durch  die  Einschwemmung von  Lipopolysacchariden = und  anderen
Bakterienbestandteilen in die Blutbahn werden verschiedene pathophysiologische
Reaktionen ausgelost:

e Freisetzung von Botenstoffen aus Zellen des Immunsystems,

Endothelzellen, Thrombozyten

e Stimulation der humoralen Immunantwort

e Beeinflussung der Korpertemperatur (pyrogene Reaktion/ Fieber)

e Aktivierung der Blutgerinnung und Fibrinolyse

e Ausschiittung von Endorphinen

e Aktivierung des Komplementsystems

Dariiber hinaus kommt es durch Kontraktion der postkapilliren Venolen und einer
Zunahme der Kapillarpermeabilitit zu einer Volumenextravasation, die zu einer
Storung der Mikrozirkulation fiihrt. Durch die verdnderten Oberfldcheneigenschaften
des Endothels und der Blutzellen in Verbindung mit dem verénderten Blutfluss in den
Kapillaren kommt es zur Mikrothrombosierung im kapillaren Gefdflbett unter
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren (Sludge-Phdnomen), was in der weiteren Folge
durch Verlust der Homoostase zwischen Gerinnungs- und Fibrinolytischem System zur

disseminierten intravasalen Gerinnung (DIG/ DIC) fiihrt.

Durch den Anstieg der Blutspiegel von Entziindungsmediatoren und chemotaktischen
Faktoren kommt es zu einem Verlust von Homing-Rezeptoren auf Monozyten und
Neutrophilen. Auf diese Weise kommt es zu einer beeintrachtigten Mobilisation der

zelluldaren Abwehr am Entziindungsherd. (Hasslen et al., 1991)

Im Rahmen des Endotoxinschocks von Bedeutung ist Adrenomedullin, ein
vasodilatierend wirkendes Peptid, das in den glatten Muskelzellen der Gefél3e
produziert wird und von dort auf einen LPS-Stimulus hin freigesetzt wird und so zum
Blutdruckabfall im Schock beitrdgt. Es unterliegt einer positiven Riickkoppelung durch
Glukokortikoide. (Hattori et al., 1998)
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Der Verlauf des septischen Schocks gliedert sich in eine erste hyperdyname Phase und
eine anschlieBende hypodyname Phase. Kennzeichnend fiir die hyperdyname Phase

-die frithe Phase des septischen Schocks- ist ein erhohtes Herzminutenvolumen bei
erniedrigtem peripheren GefaBwiderstand, Hypotonie und verminderter arteriell-
venOser Sauerstoffdifferenz. Laborchemisch zeigt sich oft eine Thrombopenie,
Leukopenie, Hypokapnie und Laktatazidose, klinisch beobachtet man bei den Patienten
neben einer Gesichtsrotung eine warme, rosige Haut, hiufig Fieber und Schiittelfrost,

eine somnolent/ verwirrte Bewusstseinslage und eine Hyperventilation.

Der Ubergang in die hypodynamische Phase kann, je nach Verlauf, nach Stunden bis
Tagen erfolgen. Ursdchlich fiir die Progredienz sind die zunehmende Extravasation
von Plasma in das Interstitium und die so bedingte Hypovolamie. AuBBerdem kommt es
am Myokard zu systolischen Funktionsstérungen mit Reduktion des Schlagvolumens
und der Ejektionsfraktion. Es besteht weiter eine Hypotonie bei nun erhéhtem
peripherem Widerstand und vermindertem Herzzeitvolumen. Je nach weiterer
Progredienz des Schockgeschehens kommt es zu Stérungen verschiedener

Organsysteme bis hin zu einem Multi-Organ-Versagen (Larsen et Feifel, 1994).

Die Auspriagung eines septischen Schocks als schwerwiegende Komplikation eines
Infektgeschehens ist iiber die Wirkung der Zytokine hinaus mit dem Zusammenwirken
einer Vielzahl anderer Mediatoren verbunden. Die Einzelwirkungen der ca. 100 zur
Schockprogression beitragenden Substanzen ndher zu erldutern, erscheint hier
unangemessen.

Vielmehr soll hier der Schwerpunkt auf die Wirkungen von Histamin im

Entziindungsgeschehen gelegt werden.
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1. 2. Histamin als Mediator im inflammatorischen

Geschehen: Interaktionen mit dem Neuroendokrinium

1. 2. 1. Historische Bedeutung von Histamin in Schock und Entziindung

Die Bedeutung von Histamin als Mediator im inflammatorischen Geschehen hat in den
letzten Jahren einen Wandel erlebt. Seit 1920, als man die Histamin bedingte
Dilatation und Permeabilititsdnderung von Kapillaren entdeckte und feststellte, dass
die hochdosierte Gabe von Histamin ein tddliches Schockgeschehen hervorruft, hielt

man Histamin fiir ein Schocktoxin.

Etwa 20 Jahre spéter postulierte Moon (Moon M.H., 1938) Histamin als alleinige und
generelle Ursache fiir alle Arten von Schock. Die Gruppe um Hinshaw fiigte 1960
Histamin in das pathogenetische Konzept zur Entstehung des Septischen Schocks ein,
nachdem sie die Parallelen zwischen Histamin und Endotoxin bei der Wirkung auf die
Gefdlle erforscht hatten. Das auf dem Weltkongress fiir Physiologie 1962 in Leyden
von Schayer vorgestellte Konzept des ,Induzierten Histamins* machte schlieBlich

Histamin zum dominierenden Mediator im septischen Schockgeschehen.

In den darauffolgenden Jahren verblasste der ,,Ruhm® von Histamin als
Schockmediator ein wenig durch die Entdeckung von Substanzen mit hoherem
vasoaktivem Potential und anderen bislang unbekannten Mediatoren wie Zytokinen,
Leukotrienen, Plittchen-aktivierendem Faktor oder freien Sauerstoffradikalen, aber
auch aufgrund von teilweise nicht schliissigen Versuchsergebnissen. (Neugebauer,

Rixen, Lorenz, 1993)
Erst durch die intensivere Beforschung der Interaktionen zwischen Immunsystem und
Neuroendokrinium erlangte Histamin wieder eine gestiegene Aufmerksamkeit als

Mastzellmediator mit immunmodulatorischen Wirkungen.

So fand man neben der ldnger bekannten Histaminfreisetzung im afferenten Schenkel

der langen Schleife neuroendokriner Immuninteraktion durch Substanz P (Hargreaves
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et al, 1991) auch eine neuroendokrin-immune Kommunikation iiber
Sympatikusgrenzstrang und submandibulare Speicheldriisen mit Nerven-Wachstums-
Faktor (NGF) und Mastzelldegranulierung als einem zentralen Mechanismus

(Mathison et al., 1994).

Dariiber hinaus konnte eine Funktion als Neurotransmitter fiir Histamin gesichert
werden, insbesondere im Rahmen der neuroendokrinen Regulation der Prolaktin-
Sekretion. Sowohl durch die verschiedenen Histaminrezeptoren als auch abhidngig vom
Wirkmechanismus (zentral oder systemisch) zeigten sich jeweils gegensitzliche

Wirkungen. (Knigge, 1989)

Unabhingig von zugrundeliegenden Pathomechanismen zeigte sich in einer
prospektiven kontrollierten klinischen Studie ein kausaler Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von Sepsis und erhdhten Plasmahistaminspiegeln. Hier fand man bei
Nichtiiberlebenden  signifikant hohere  Plasmahistaminspiegel als in der

Vergleichsgruppe Uberlebender. (Neugebauer et al., 1996)

1. 2. 2. Histaminquellen und Arten der Freisetzung

Die Synthese von Histamin als biogenes Amin von L-Histidin geschieht durch
enzymatische Decarboxylierung aus L-Histidin durch Histidindecarboxylase (HDC).
Das neusynthetisierte Histamin wird in praformierten cytoplasmatischen Granula
gespeichert, indem es an die anionischen Seitenketten von Proteoglykanen bindet.
Neben der Freisetzung aus Mastzellen sind basophile Leukozyten eine weitere
bedeutende Quelle fiir Histamin. Bei Untersuchungen an Zellen die durch
Bronchiallavage bei gesunden Testpersonen gewonnen wurden zeigten sich bei etwa
der Hilfte der Testpersonen eine Histaminfreisetzung aus Basophilen Zellen auf einen
Kontakt mit Staphylokokkus aureus hin. (Clementsen et al., 1991) Aber auch T-
Lymphozyten und adhédrente Peritonealzellen besitzen die Fahigkeit zur
Histaminsynthese. Das dort gebildete Histamin ist als Second-Messenger in
interzelluldren Signaliibertragungsprozesse involviert, die durch Cimetidin (H2-

Rezeptorblocker) beeinflusst werden koénnen (Aoi et al., 1989; Douer et al., 1989). Der
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grofite Teil des Histamins wird aber aus den priaformierten Vesikeln der Mastzellen

und Basophilen auf einen antigenen Stimulus hin freigesetzt.

Die Elimination erfolgt durch Oxidation an der Aminogruppe mittels Diaminooxidase.
Besonders hohe Aktivititen von Diaminooxidase werden im Diinndarm beobachtet,
Das Enzym wird dort von den reifen Epithelzellen synthetisiert und kann von den
kapillaren Bindungsstellen aus durch Heparin freigesetzt werden. Ein weiterer
Abbauweg des Histamins erfolgt durch Methylierung am Imidazolring
(Histaminmethyltransferase). (Nilsson et al., 1997)

1. 2. 3. Histaminrezeptoren

Die biologischen Effekte des Histamins werden durch Histaminrezeptoren an den
Zielzellen initiiert. Neben den schon ldnger bekannten H1 und H2 Rezeptoren werden
verschiedene Subtypen des H3 Rezeptors beschrieben, die alle im zentralen oder
peripheren Nervensystem lokalisiert sind und dort die Freisetzung von Histamin und
anderen Neurotransmittern steuern. (Schneider E et al., 2002) Neu entdeckt wurde ein
vierter Histaminrezeptortyp, welcher sich hauptsdchlich im Knochenmark und in
peripheren hidmatopoetischen Stammzellen nachweisen ldsst. Die einzelnen
Rezeptorsubtypen unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Effekte und der
Lokalisation, sie =zeigen sich auch im Hinblick auf den biochemischen
Signaliibertragungsweg  eigenstindig. Der  H2-Rezeptor weist in  den
Transmembrandominen eine auffallende Homologie zu dopaminergen und J-
adrenergen Rezeptoren auf (Falus A et al, 1992). Alle vier bekannten
Histaminrezeptoren haben sieben Transmembrandominen und sind an verschiedene G-
Proteine gekoppelt, die intrazelluldren Effektoren sind bei den einzelnen Subtypen aber
unterschiedlich, genau wie sie sich auch durch die Reaktion auf spezifische Agonisten
und Antagonisten unterscheiden lassen (Schneider E et al, 2002). Im H2-
Rezeptorsystem findet sich cAMP, Phospholipase C und Kalzium als Second
Messenger. Dagegen werden beim HI1-Rezeptor biologische Effekte neben Kalzium
und Phospholipase C auch durch NOS (Stickstoffmonoxyd-Synthase), cGMP und
Phospholipase A2 vermittelt. (Schneider E et al. 2002)
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1. 2. 4. Histaminwirkungen

Histamin ist iiber die Rezeptoren H;, H,, H; und Hy in eine Vielzahl physiologischer
als auch pathophysiologischer Prozesse involviert, zu denen nicht nur anaphylaktische
und anaphylaktoide Reaktionen und vasomotorische Aktivitdten, sondern ebenso die
Beeinflussung der Magensduresekretion, Glukoneogenese und Glykogenolyse, die
Funktion als Neurotransmitter, und- im Zusammenhang dieser Arbeit besonders
wichtig- die Funktion als Mediator in immunologischen und entziindlichen Prozessen

zahlen.

Histaminrezeptoren werden auf einer grolen Zahl verschiedener Zellen exprimiert,
dabei variiert das Verhéltnis zwischen den einzelnen Rezeptortypen nicht nur unter den
verschiedenen Geweben, auch auf einer Zelle ist das Verhéltnis zwischen H1 und H2
Rezeptoren dynamisch. Dies ist von grof3er Bedeutung, werden doch iiber die einzelnen

Rezeptortypen mitunter kontrare Wirkungen vermittelt. (Timmerman, 1991)

Die Expression von Histaminrezeptoren auf Zellen des Immunsystems, wie T- und B-
Lymphozyten, Monozyten, Neutrophilen Granulozyten, aber auch auf Gliazellen und
Nervenzellen ldsst auf die breit gefacherten Wirkungen von Histamin als Mediator in

immunologischen Prozessen schlieen. (Falus A et al., 1992)

So beeinflusst Histamin die Produktion von verschiedenen Zytokinen je nach
vermittelndem Rezeptortyp (H1/H2) und moduliert so die zytokingesteuerten Effekte.
Neben der Regulation der Zytokinexpression durch Histamin unterliegt Histamin

seinerseits einer Regulation durch einige Zytokine.

Die Freisetzung von Histamin und TNF-o wird durch Freisetzung von Gewebe-
Wachstums-Faktor B; (TGF-f) auf einem autokrinen Regelweg inhibiert. (Bissonnette
et al., 1997) Die IgE-vermittelte Freisetzung von TNF-a und anderen praformierten
Mediatoren der Mastzelle wie Histamin und Prostaglandin D, lésst sich spezifisch tiber
[-adrenerge Rezeptoren der Mastszelle durch [,-Agonisten inhibieren. (Bissonnette et
al., 1997) Dies erklédrt eine antiinflammatorische Wirkung von [,-Agonisten bei

allergischem Asthma.
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Histamin bewirkt auf Monozyten eine durch H2-Rezeptoren vermittelte
Herabregulierung der IL-1- und TNF-a Expression in der Frithphase einer Infektion,
wirkt stimulierend auf die Produktion von IL-2 und IFN-y, nach T-Zell Aktivierung
supprimiert Histamin die Produktion von IL-2 und wirkt negativ auf IFN-y. Beide
Wirkungen werden iiber H2-Rezeptoren vermittelt und lassen sich mit dem H2-

Blocker Cimetidin inhibieren. (Arad et al., 1996)

Durch LPS wird die endogene Histaminproduktion iiber eine HDC-
Aktivitdtssteigerung  stimuliert, der zugrundeliegende  Mechanismus  fiihrt
moglicherweise iiber IL-1. Der erh6hte Histaminspiegel wiederum tragt zur vermehrten
Produktion von IL-6 bei. Uber einen negativen Riickkoppelungsmechanismus, der auf
TNF-a und IL-1 wirkt, erklért sich der negative Effekt von Histamin auf die T-Zell

Funktion.

Ein weiterer Mechanismus, iiber den Histamin das Immunsystem beeinflusst, ist die
modulatorische Wirkung auf einige Neurotransmitter und Hypophysenhormone wie
ACTH, B-Endorphin, Prolaktin und TSH. Histamin wirkt auf alle oben aufgefiihrten
Hormone stimulierend, einzig TSH wird durch Histamin supprimiert (Falus et Merety,
1992) Zur Veranschaulichung der verschiedenen Histamin-Wirkungen auf

Zytokinebene siehe auch Abbildung 1.

Uber das in der Abbildung illustrierte Zusammenspiel hinaus besteht nach neueren
Erkenntnissen ein ausgeprégter inhibitorischer Effekt von Histamin auf die Produktion
von IL-12 durch Monozyten. Dieser Effekt wird durch H2-Rezeptoren vermittelt.
(Tineke et al., 1998)
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Abbildung 1: Wechselwirkungen zwischen Histamin und Zytokinen

modifiziert aus Falus et Merety, 1992
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Zusammenfassend geht man davon aus, dass Histamin in physiologischen
Konzentrationen die immunologischen Funktionen unterstiitzt, wahrend es in einem
pathophysiologischen Umfeld immunsuppressorische Eigenschaften hervorbringt. Die
oben skizzierten Regelkreise fiihren dann zu einer verminderten Lymphozyten-
Neubildung, Zytokin- und Antikdrperproduktion, reduzierter NK-Zell-Aktivitdt und
Neutrophilen-Chemotaxis. Im Blut von Patienten mit metastasiertem Kolonkarzinom
konnte Nielsen an Natiirlichen-Killer-Zellen eine signifikante Aktivitétssteigerung
durch den H2-Blocker Ranitidin nach IL-2-Stimulation nachweisen. Eine Verbesserung
der Immunfunktion durch alleinige Ranitidingabe trat hingegen nicht auf. (Nielsen et

al., 1995)

Neben den Wirkungen auf das Immunsystem kommt im Kontext des septischen
Schocks den Histaminwirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem eine weitere Bedeutung
zu. Die unterschiedlichen Rezeptortypen vermitteln dabei gegensitzliche Wirkungen.
So bewirkt Histamin via H1-Rezeptoren an Gefdflen eine Vasokonstriktion, wéihrend
iiber H2-Rezeptoren eine Vasodilatation geschieht (Levi et al., 1991). Der positiv
inotropen, chronotropen und dromotropen Wirkung des Histamins am Herzmuskel,
welche durch H2-Rezeptoren bewirkt wird, stehen genau kontrdare Wirkungen tiber H1-

Rezeptoren entgegen.

Neuere Untersuchungen zeigten eine Beteiligung von Histamin an der Signalgebung
fir die Triggerung der zirkadianen Rhythmik. Hier werden {iber verschiedene
Histaminrezeptoren auf unterschiedlichen Ebenen der Signalgebung zum Teil
gegensitzliche Wirkungen vermittelt. Eine genauere Klidrung der zugrundeliegenden

Mechanismen steht noch aus. (Jacobs et al., 2000)
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1. 3. Die Bedeutung adjuvanter Therapieverfahren bei

Peritonitis und Sepsis

1. 3. 1. Aktuelle klinische Situation

Trotz aller Fortschritte in der Intensivmedizin und dem breiten Spektrum
hochwirksamer Antibiotika stellt das Krankheitsbild der perioperativen Peritonitis und
Sepsis auch heute noch eine ernste Bedrohung dar. Die Mortalitétsraten liegen heute
bei schwerer Sepsis zwischen 30 und 50%, ein sicher nicht zufriedenstellendes Niveau,

das zu weiterer Forschung auf diesem Gebiet auffordert.

Der Grund fiir die relative Stagnation der Mortalitdtsraten bei schwerer Peritonitis und
Sepsis liegt nicht an der mangelnden Effektivitit der verwendeten Antibiotika,

vielmehr ist er in der Pathophysiologie des Krankheitsbildes zu suchen.

Die inflammatorische Reaktion, die bei einer Sepsis beobachtet wird, unterscheidet
sich klinisch in seinen Kardinalsymptomen nicht von  systemischen
Entziindungsreaktionen, deren Ursachen nicht infektios sind. Zu solchen Ursachen
zéhlen neben Pankreatitiden, Ischdmien und Schock auch Polytraumata und

Autoimmunerkrankungen.

Insbesondere fiir die von einer Peritonitis ausgehenden Sepsisverldufe sei auf die
Sensibilitit des Peritoneums auf physikalische Reize durch Gasinsufflation im Rahmen
von Laparoskopien hingewiesen, da sich hier trotz der Verfeinerung chirurgischer
Technik eine zusétzliche Destabilisierung des Immunsystems und der Himodynamik
zeigt, welche weitgehend unabhédngig vom verwendeten Gas ist. (Holthausen et al.

1998)

Die unter den Bedingungen einer Peritonitis gefundenen Daten sind jedoch nicht
kongruent zu den von Kehlet et al. 1998 publizierten Daten, die eine Verringerung der
Entziindungsparameter (CRP und IL-6) und bessere Lungenfunktion bei

laparaskopisch operierten Patienten fanden
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1. 3. 2. Bisherige immunmodulatorische Therapieansiitze

Die Kontrolle der Entziindungsreaktion stellt einen wichtigen Ansatzpunkt zur
Verbesserung der Therapie der Sepsis dar. Durch ein differenziertes Eingreifen in die
generalisierte Entziindungsreaktion die Abwehrkrifte zu biindeln, scheint ein
moglicher Mechanismus zu sein, um das Outcome bei septischen Patienten zu
verbessern. Die Forschung hat in den letzten Jahrzehnten durch ein zunehmendes
Verstindnis des Immunsystems immer wieder theoretisch aussichtsreiche
Therapieansdtze hervorgebracht, die in préklinischen Versuchsreihen durchaus
erfolgversprechende Ergebnisse zeigten, in der klinischen Realitét aber in aller Regel
nicht iiberzeugen konnten. (Marshall, 2000) Eine Ausnahme bildet dabei das aktivierte
Protein C. Préklinische Studien und auch eine groB3e klinische Studie konnte einen

entsprechenden Einfluss auf die Mortalitét zeigen (Vincent et al., 2002)

Fiir das Scheitern der verschiedenen adjuvanten Therapieansétze lassen sich mehrere
Faktoren benennen. Bei der groBBen Komplexitét eines beeinflussten Systems wie der
des Immunsystems lassen sich durch die Menge der moglichen Wechselwirkungen nur
schwer die Gesamtwirkung eines einzelnen gednderten Parameters vorhersagen. (Horn,
1998) Weiterhin ist in den meisten préaklinischen Untersuchungen die therapeutische
(verschiedene Prophylaxen z.B. Antibiotika, Heparin, Katecholamine etc.) und
chirurgische Intervention (Re-Laparotomie, Lavage etc.) nicht beriicksichtigt worden.
Dies fiihrte dann in der klinischen Situation zu unvorhergesehenen Wechselwirkungen

und Interaktionen.

Die den meisten Experimenten zugrundeliegenden Modelle bilden nur einen
vermeintlich relevanten Teil der realen Situation ab. Bei der Komplexitidt des
Immunsystems oder gar des gesamten Organismus und einem vielschichtigen
Krankheitsbild wie der Sepsis sollten die Modelle diese Komplexitidt des Originals
aber moglichst weitgehend anstreben. Durch Unzulidnglichkeiten in der
Modellvorstellung konnen getestete Substanzen in Modellen wirksam sein und so als
neue Hoffnungstrager in die Klinik eingefiihrt werden, wo sie dann aber den erhofften

Benefit nicht erbringen (Deitch EA, 1998).
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Beim Einsatz der verschiedensten immunmodulierenden Substanzen in Studien blieb
die Dynamik des Entziindungsgeschehens weitgehend unberiicksichtigt. Im Verlauf
einer  generalisierten  Entzlindungsreaktion  tritt  eine = kompensatorische
Herabregulierung der Entziindungsparameter bis hin zur Immunparalyse ein. Um eine
gezielte immunmodulierende Therapie durchzufiihren, ist also die Kenntnis des
aktuellen Zustands des Immunsystems notig. Erst hiermit scheint eine differenzierte

immunmodulierende Therapie moglich. (Kox et al., 2000)
In der Vergangenheit sind so eine grofere Zahl an randomisierten klinischen Studien

durchgefiihrt worden, die haufig die aus den Modellversuchen begriindete Hoffnung

auf Benefit fiir die Patienten nicht bestitigen konnten. Siehe hierzu Tabelle 1.
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Placebo Verum
Jah Mortaliti Mortaliti
Autor Substanz n n
r t t
Bone et al. 1987 | Methylprednisolon 190 25% 191 34%
VA )
. 1987 | Methylprednisolon 111 22% 112 21%
Cooperative
Zeigleretal. | 1991 | HA-1A (anti-LPS) 281 43% 262 39%
Slreenman t | 1991 |E-5 (anti-LPS) 239 41% (247  40%
Dhainaut et 1994 PAF-Re;eptor 150 51% 132 42%
al. Antagonist
Fisher et al. 1994 | Rekomb. Human IL-1ra | 302 34% 591 30%
Bone et al. 1995 | E-5 (anti-LPS) 412 26% 418 28%
;\lbraham * 11995 | Anti-TNF mAb 326 33% 655  30%
Cohenetal. | 1996 | Anti-TNF mAb 167 40% 386 37%
Fisheretal. | 1996 | INF RFe 33| 30% 108  44%
Fusionsproteine
Abraham et | 1 gq; | P55 TNF-R:Fe 140|  39%  |358]  35%
al. Fusionsproteine
Bernard et al. | 1997 | Ibuprofen 231 40% 224 37%
Drotrecogin o 840| 30.8% 850 24,7%
Bernard et al. | 2001 | oy iv Protein C

Tabelle 1:

Vergleich verschiedener prospektiver, kontrollierter, randomisierter,

klinischer Doppelblindstudien (Deitch, 1998, Vincent et al., 2002)
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1. 3. 3. Histaminantagonisten als Imnmunmodulatoren

Neben den oben aufgefiihrten Studien mit immunmodulierenden Substanzen wurden
im Bereich der perioperativen Peritonitis/ Sepsis schon seit etwa 1960 auch mit den
verschiedensten Histaminantagonisten und Histaminagonisten Studien und Versuche

durchgefiihrt (Neugebauer E et al., 1993).

Bei einem Teil der Arbeiten war der theoretische Hintergrund jedoch noch nicht auf
einen immunmodulatorischen Wirkmechanismus des Histamins ausgelegt, vielmehr
standen die hdmodynamischen Effekte bei der Beurteilung der Wirksamkeit im
Vordergrund. Dariiber hinaus sei auf den Einsatz von Antihistaminikaprophylaxen zur
Reduktion der Histaminfreisetzung bei der Gabe verschiedener Narkosemittel
hingewiesen. Hier konnte durch eine Antihistminikaprophylaxe (H1+H2-Rezeptor
Blocker) die Inzidenz und Ausprigung von anaphylaktoiden Reaktionen erheblich
(signifikant) reduziert werden. (Doenicke/ Lorenz, 1982) (Lorenz et al 1994)

Die erhobenen Parameter, die Aussagen iiber die Wirkungen der getesteten
Histaminantagonisten auf den Verlauf eines septischen Schocks erlauben sollten,
waren in aller Regel direkte oder indirekte Kreislaufparameter wie Blutdruck, Puls,
zentraler Venendruck, pulmonal-arterieller Druck, Héamatokrit, extravasale
Lungenfliissigkeit, Harnausscheidung, myokardiale Kontraktilitdt; aber auch
metabolisch/ respiratorische Parameter wie pH, pCO,, pO,, Glukose oder Laktat

wurden zum Wirkungsnachweis bestimmt.

In anderen Ansédtzen wurde als Parameter fiir die Wirksamkeit der Therapie die
verzogerte Hypersensibilititsreaktion als zelluldre Immunreaktion herangezogen. In
Bezug auf die erwartete Beeinflussung des Schockgeschehens muss fiir alle Parameter
die Frage nach ihrer Validitit gestellt werden, und so sollte man kritisch hinterfragen,
ob die Verdnderung in der verzogerten Hypersensibilititsreaktion valide einen Benefit

fiir den Verlauf des Schocks reprisentiert.
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Durch neuere Erkenntnisse aus der Immunologie gelangten die Antihistaminika wieder
mehr ins Blickfeld der Sepsisforschung, diesmal jedoch mehr aus Sichtweise der
Immunologen. Die neueren Studien mit Antihistaminika im Bereich der
Sepsis/Peritonitis beziehen sich so in ihrem theoretischen Hintergrund auf die
immunmodulatorischen Wirkungen des Histamins, die weiter oben niher aufgefiihrt

sind.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen kamen als
Antihistaminika zwei Wirkstoffe zur Anwendung. Als HI-Antagonist wurde
Dimetinden verwand, fiir die H2-Antagonisierung fiel die Wahl auf Cimetidin.
Ausschlaggebend fiir die Wahl der Antihistaminika waren die im Rahmen der Mainz-
Marburg-Studie unter derselben Antihistaminikakombination gefundenen signifikanten
Vorteile fiir eine H1+H2-Rezeptorblocker-Prophylaxe im Rahmen
allgemeinchirurgischer Operationen (Lorenz et al., 1994). Dariiber hinaus erwies sich
die Kombination von Dimetinden und Cimetidin im Tierversuch als iiberlegen
gegeniiber Kombinationen mit anderen H2-Antagonisten wie Ranitidin und Famotidin

(Celik et al., 1998).

Die im Rahmen der klinischen Studie verwendete Dosiskombination diente fir die

jetzt beschriebenen Studien als MaBigabe fiir die Dosisfindung bei der Ratte.

Beide Histaminrezeptorantagonisten sind nicht Medikamente der neuesten Generation,
insbesondere die H1-Rezeptorantagonisten der zweiten Generation weisen eine hohere
Selektivitdt fiir den H1-Rezeptor auf und scheinen fiir den Einsatz bei allergischer
Rhinitis fiir den Patienten vorteilhafter zu sein. Insbesondere die geringeren zentralen
Nebenwirkungen seien hier herausgestellt. (Day, 1999) Durch die bisherigen Erfahrung
im Bereich der adjuvanten Sepsis- und Peritonitistherapie fiel im Rahmen der hier
beschriebenen Untersuchungen die Wahl auf Cimetidin und Dimetinden, insbesondere
auch aus dem Grund, weil hierfiir die meisten préaklinischen und klinischen Daten

vorliegen.

Als Nebenbemerkung sei flir Cimetidin angefiihrt, dass sich bei in vitro Versuchen eine

antiretrovirale Wirkung erzielen lie8. Cimetidin war hierbei stiarker wirksam als andere
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H2-Antagonisten wie Ranitidin und Famotidin. Der genaue Wirkmechanismus bleibt

hierbei bislang unbekannt. (Bourinbaiar et al., 1996)

Neben dem Einsatz von Antihistaminika als Immunmodulatoren im Umfeld der
Mastzelle gibt es auch andere Ansétze zur Beeinflussung der Mastzelle. So zeigte sich
bei einem Patienten mit aggressiver systemischer Mastozytose ein gutes Ansprechen
auf eine Therapie mit Cyclosporin und niedrig dosiertem Methyl-Prednisolon.

(Kurosawa et al., 1999)

1.4. CMRT (Klinik modellierende randomisierte Studien)

als Weiterentwicklung bisheriger Tierversuchskonzepte

1. 4. 1. Direkter klinischer Bezug

Bei der retrospektiven Analyse bisheriger Tierstudien im Bereich der Sepsis und des
Schocks zeigen sich immer wieder Diskrepanzen zwischen den zum Teil
vielversprechenden Ergebnissen der Tierstudien und den darauthin initiierten
klinischen Studien. Die Ursachen dafiir sind vielfaltig, neben den Unterschieden in der
Physiologie und Pathophysiologie bei Mensch und Versuchstier ist ein weiterer
hervorzuhebender Grund die Abweichung der Versuchsbedingungen von der

klinischen Realitét.

Gerade bei einem Forschungsgebiet, das direkten Bezug zur Klinik hat, sollte somit die
grofftmogliche Néhe und damit Vergleichbarkeit zur klinischen Realitéit angestrebt
werden. Dies schlie3t sowohl praktische Gesichtspunkte bei der Versuchsdurchfiihrung
als auch eine Studiendurchfiihrung nach etablierten Standards der klinischen

Forschung ein.
Zu den praktischen Gesichtspunkten, die bei der Konzeption des Versuchsaufbaus und

der Versuchsdurchfiihrung bedacht werden miissen, zédhlen neben den direkt auf die

Pathophysiologie einflussnehmende Faktoren wie Art, Beschaffenheit und
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Applikationsmodus des pathogenen Agens, zeitlicher Ablauf von Medikamentengabe
und Initialisierung des Pathomechanismus auch Faktoren im Umfeld, die eine indirekte
Beeinflussung des Verlaufs bewirken konnen. Hierzu zéhlt die Wahl eines geeigneten
Anisthesieverfahrens genauso wie die Beriicksichtigung von Volumensubstitution oder

die Applikation der Medikamente auf klinisch relevantem Weg.

Neben den oben erwihnten Stichpunkten bei der direkten Versuchsdurchfiithrung gilt es
aber auch eine Reihe weiterer Punkte zu beachten, die eine weitestgehende
Annédherung an die Klinik auch im Hinblick auf die Standards bei der Durchfiihrung
klinischer Studien zum Ziel haben. Zu den Standards, die Beachtung finden sollten,
zéhlen Verblindung, Randomisierung, FEinschlusskriterien, Dropoutkriterien,
Beachtung der ,,Intent to treat”-Regel und auch die Fallzahlberechnung. (Lorenz et al.,
1988; Lorenz et al., 1994; Bauhofer et al., 1998) Das von uns hier angewandte Konzept
der Klinik-modellierenden randomisierten Tierstudie (CMRT= clinic modelling
randmised trial) wird als Bindeglied zwischen klassischen Laborexperimenten und
klinischen Phase II/IlI- Studien gesehen, es beinhaltet die oben angefiihrten Mal3gaben,
welche auch bei der Durchfithrung klinischer Studien Beachtung finden sollen. Die
hierbei erreichte Komplexitit der Versuchsanordnung entspricht so weitgehend dem

Szenario im klinischen Bereich (Celik et al., 1998)

1. 4. 2. Defizite verschiedener Tierversuchskonzepte

Deitch (Shock, 98) analysierte die verschiedenen Tiermodelle, die in der Beforschung
von Sepsis und Schock bislang Verwendung fanden. Dabei fand er in den meisten
Modellen methodisch/ strukturelle Schwichen, die fiir die Entstehung von

Diskrepanzen zwischen préklinischer und klinischer Forschung urséchlich sein kénnen.

So beeinflusst die Art und Applikationsform des pathogenen Agens die Ausprigung
der Sepsis oder Peritonitis ganz erheblich. Zu den Unzulidnglichkeiten der verwendeten
Modelle zdhlen die Verwendung nicht-infektioser Agenzien, wie Lipopolysacchariden
(LPS), das Fehlen von Therapiemallnahmen wie Fliissigkeitssubstitution und
antibiotischer Behandlung, aber auch Verfahren der Initiierung von Sepsis, die die

klinische Infektentstehung und Ausbreitung nur unzureichend widerspiegeln, so die
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intravendse Gabe von Bakteriensuspensionen oder die Gabe einzelner, isolierter

Bakterienstimme.

Von den von Deitch ausgewdéhlten Tiermodellen sind nach seiner Meinung lediglich
das Modell der zokalen Ligatur und Perforation (Punktion) und das Modell der
intraperitonealen Platzierung eines infizierten Fibrinpfropfes klinisch relevant, da
hierbei auch die Mboglichkeit der Ausprdgung einer frithen, hyperdynamen
Schockphase besteht.

Die von Deitch geduBlerten Kritikpunkte an den bisherigen Tierversuchsmodellen
bestiatigen das von uns benutzte und im Hinblick auf eine mdglichst nahe
Klinikadaptation noch weiterentwickelte Tiermodell. In manchen Punkten konnte
gegeniiber den bisher etablierten Tiermodellen sogar eine noch weitergehende

Angleichung an die klinische Realitét erreicht werden.

1. 4. 3. Klinik modellierende Konzeption des Tiermodells

Die strengstmogliche Orientierung an klinischen Verhéltnissen in Bezug auf das
medizinische Procedere zeigt sich in der von uns gewéhlten Versuchsdurchfiihrung an

den hier ndher aufgefiihrten Stichpunkten.

Die Wahl des Narkosemittels und Narkoseverfahrens unter Verwendung von Fentanyl
beriicksichtigt die immunsuppressorische Wirkung des Fentanyls (Shavit, 1991),
wiéhrend die Kombination von Fentanyl und Droperidol als Neuroleptikum aus
praktischen Gesichtspunkten heraus geschieht, da eine Beatmung der Ratten nicht
praktikabel ist, und unter der Verwendung der Kombination Fentanyl/ Droperidol ein

ausreichender Atemantrieb verbleibt.

Die initiale Gabe von intraperitoneal applizierter Narkoselosung mindert den auf die

Tiere einwirkenden Stress, analog zur tiblichen Prdmedikation in der Anédsthesie.
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Erst in einem zweiten Schritt wird durch Anlage eines intravendsen Katheters ein
Zugangsweg geschaffen, der fiir die Gabe der weiteren Medikamente genutzt wird und

dem iiblichen Applikationsweg in der Klinik entspricht.

Die Gabe von Antibiotika, Volumensubstitution und Antihistaminikaprophylaxe
erfolgt zweizeitig. Eine Erstdosis wird in der prdoperativen Phase verabreicht,
entsprechend den heute iiblichen Prophylaxen in der Darmchirurgie. Die Zweitdosis
wird eine Stunde nach Beginn der Infektion verabreicht, damit wird ebenfalls der
klinische Verlauf modelliert, wo es in der Regel nicht mdglich ist, den exakten Beginn

eines infektidsen Prozesses wie zum Beispiel einer Nahtinsuffizienz abzupassen.

Die verwendeten Dosierungen und Medikamente sind direkt aus dem klinischen Alltag
entwickelt, um so eine Vergleichbarkeit zur Klinik zu gewéhrleisten und nicht durch

Verwendung anderer Dosierungen eine Verzerrung zu erzielen.

Die Dosisanpassung gilt auch fiir die verwendete infektiose Stuhlsuspension, wobei
hierfiir in Vorversuchen Dosiswirkungskurven erstellt werden mussten, anhand derer

sich die fiir die entsprechende Fragestellung benétigte Mortalitét einstellen lieB3.

Durch die Verwendung von humaner, standardisierter, aliquotierter Stuhlsuspension ist
eine genaue Reproduzierbarkeit des Schadens gewihrleistet, zudem ist die

Wirksamkeit des Antibiotikums auf ein humanes Keimspektrum abgestimmt.

Neben dieser strengstmdglichen Orientierung an den medizinischen Eckpunkten der

Sepsistherapie kommt der Modellierung von klinischen Studien weitere Bedeutung zu.
Im Gegensatz zu bisherigen Tiermodellen wird beim CMRT-Konzept (Clinic

modelling randomised trial) auf die Beachtung von etablierten Standards der

Durchfiihrung klinischer Studien besonderer Wert gelegt.
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2 Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Dissertation bearbeitet im Umfeld von Stressresponse,
Mastzellaktivierung und dem perioperativen Verlauf chirurgischer Infektionen die
Frage des Einflusses einer perioperativen Antihistaminikaprophylaxe in Klinik

modellierenden randomisierten Tierstudien.

Frage:
Wie beeinflusst eine perioperative Antihistaminikaprophylaxe
das Uberleben bei postoperativer Kontamination und
Infektion in Klinik modellierenden, randomisierten

Tierstudien (CMRT) an der Ratte?
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3 Material und Methoden

3. 1. Studiendesign

Das Studiendesign basiert auf einem etablierten, Klinik modellierenden Tiermodell mit
postoperativer, peritonealer, polymikrobieller Kontamination und Infektion bei Ratten,
welches hinsichtlich einer weitergehenden Modellierung randomisierter klinischer
Studien weiterentwickelt wurde.(Lorenz et al., 1994; Celik et al., 1998; Bauhofer et
al.,1998)

Die Studie wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereichs (SFB) 297, Projekt A8,
am Institut fiir theoretische Chirurgie der Philipps-Universitit Marburg unter Leitung
von Prof. Lorenz und Dr. Celik durchgefiihrt. Die fiir die Durchfiihrung der
Tierversuche notwendige Genehmigung wurde auf Grund des Antrags von Herrn Dr.

Celik durch die zustindige Ethikkommission in Gief3en erteilt.

Der Studie liegt ein einfacher Parallelversuch (HI1/H2-Antihistaminikaprophylaxe

gegen physiologische Kochsalzlosung als Placebo) zu Grunde.

Nach Austitrierung einer Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die verwendete Stuhlsuspension
wurden zundchst Vorversuchsreihen zur Fallzahlberechnung und Dosisfindung der
verwendeten Antihistaminika fiir eine definitive Studie durchgefiihrt, nachfolgend
schloss sich entsprechend der Fallzahlberechnung und Dosisfindung eine definitive
Studie an.

Die entsprechenden Vorversuche und Dosisfindungsexperimente bis hin zum

definitiven Hauptversuch sollen im folgenden Abschnitt dargestellt werden.
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3. 2. Fallzahlberechnung

3. 2. 1. Berechnung der Fallzahlen fiir Vorversuche

Zur Berechnung der erforderlichen Gruppengréfle wurde die folgende Formel nach

Friedmann verwendet (Friedmann, 1985)

(za1 /2;[1 -~ Ej +zp (1= 1)+ p2(1- P2))2
(p2-pf

Es wird ein a-Fehler von 0,025 angenommen (Verwerfung der Nullhypothese, obwohl

N =

Gleichheit vorliegt). Zur Berechnung der Gruppengréfie wird ein B-Fehler von 0,1 (der
Test ergibt keine Unterschiede, obwohl solche vorliegen) verwendet, so lassen sich
geringfligige Behandlungsunterschiede erfassen und die Sicherheit der Testaussage

wird erhoht.

Als weiterer Parameter zur Berechnung der GruppengroBe ist die bedeutsame
Differenz fiir die Studie mit § = 0,5 angegeben. Dabei bezeichnet p; die Erfolgsrate
(bzw. Mortalititsrate) fiir die Antihistaminikagruppe, p, dagegen bezeichnet die
Erfolgsrate (Mortalitétsrate) fiir die Placebogruppe. Des weiteren gilt p = %2 (p1+ p2),
die kritischen Werte der Standardnormalverteilung zum Signifikanzniveau o und zu

einer Power des Tests von 1-f sind z, und zg.

Fiir das Modell der fikalen Peritonitis der Ratte wird eine Mortalitit von 80% fiir die
unbehandelte Kontrollgruppe angenommen, wihrend fiir die Verumgruppe eine
Mortalitdt von 30% angenommen wird, dieser Wert entspricht der Mortalitdtsrate bei

Sepsispatienten mit einer Antibiotikaprophylaxe.

Somit werden fiir die Fallzahlberechnung die Parameter wie folgt festgelegt:

pi=0,3; po=p1+ d, also p,=0,8; a=0,025; = 0,1; 1-f= 0,9
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Bei Verwendung dieser Parameter ergibt sich eine Gruppengrofle von n= 18 Tieren.
Um eventuell auftretende Narkosetote aufzufangen, wird die GruppengroBe auf 20

Tiere pro Gruppe festgelegt.

3. 2. 2. Berechnung der Fallzahlen fiir definitive Versuche

Fir die Berechnung der Gruppengréfle der definitiven Versuche findet die oben
angefiihrte Formel gleichfalls Verwendung.
Angepasst an die Ergebnisse der Vorversuche, ergibt sich so ein p;= 0 und ein p,=

0,25. Die iibrigen Parameter der Formel bleiben unverindert.

Somit errechnet sich fiir die definitiven Versuche eine Fallzahl von n= 30 Tiere pro

Gruppe.

3. 3. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden minnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von ca. 200-
250g benutzt. Es werden keine weiblichen Tiere benutzt, weil durch Schwankungen
aufgrund des Zyklus eine Beeinflussung der Ergebnisse zu befiirchten ist. Alleinige

Bezugsquelle fiir die Tiere ist die Firma Charles River Wiga in Sulzfeld.

Die Tierhaltung erfolgt in Macrolonkédfigen unter Standardbedingungen mit 27°C
Raumtemperatur, 55% relativer Luftfeuchtigkeit und einem kiinstlichen 12 Stunden
Tag-Nacht-Rhythmus fiir mindestens 4 Tage prdoperativ. Bis 12 Stunden vor OP
erhalten die Tiere eine Didt aus Altromin R1324 (Fa. Altromin GmbH, Lage) und
Wasser ad libidum, bis zum OP-Zeitpunkt dann nur Wasser, postoperativ erhalten die

Tiere wieder die urspriingliche Diit.
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3. 4. Praparation der Stuhlsuspension

Fiir alle Versuche wird eine standardisierte Stuhlsuspension verwendet. Es werden
Stuhlproben verschiedener gesunder Spender gesammelt und unter standardisierten

anaeroben Bedingungen aufgearbeitet.

Unverziiglich nach der Spende wird dem Stuhl im Volumenverhéltnis 1:1 reduzierte
Thioglycolatboullion zugesetzt, die zehn Gewichtsprozent steriles Bariumsulfat und
zehn Volumenprozent Glyzerin enthdlt. Die Boullion wird bereits am Tag zuvor
vorbereitet (14,5g Thioglycolat, 50g Bariumsulfat und 500ml Wasser) und iiber Nacht
mittels Stickstoffbegasung reduziert. Dieser Suspension wird 0,19mg/100ml aus
boviner Leber aufgereinigte Katalase zugefiigt (entspricht 2000-5000 U/mg).
Anschlieend wird die Suspension fiir 10 Minuten im Mixer piiriert, bis sie
makroskopisch homogen wirkt und dann unter einer anaeroben Werkbank durch
chirurgische Gaze filtriert. Die so priparierte Stuhlsuspension wird in sterilen
Glasrohrchen als Einzeldosen von 5-10 ml aliquotiert und bei —80°C tiefgefroren
gelagert. Unter diesen Bedingungen ist eine gleichbleibende Stuhlqualitdt fiir
mindestens zwolf Monate gegeben, so dass bei allen Versuchen eine vergleichbare

Stuhltoxizitit gegeben ist (Lorenz et al. 1994).

3. 5. Histaminantagonisten

In der Studie wurde als Hl1-Antagonist Dimetinden und als H2-Antagonist Cimetidin
verwendet. Die ausgetesteten Dosiskombinationen orientieren sich an der Mainz-
Marburg-Studie (Lorenz et al.,1994) und an Tierversuchen, in denen auch andere
Antihistaminika in Kombination getestet wurden (Celik et al. 1998). Als Grundlage fiir
die angewandten Dosiskombinationen an der Ratte dienen die Studien von Neugebauer
et al. (1987). Hierbei ist zu beachten, dass die Studien an einem Endotoxin-Schock
Modell durchgefiihrt wurden, fiir die aktuellen Studien hingegen ein fékales Peritonitis

Modell Anwendung findet.

38



Ausgehend von der auch beim Menschen getesteten Dosiskombination mit 0,1 mg/kg
KG Dimetinden (Fenistil®) und 5 mg/kg KG Cimetidin (Tagamet®) wurden
Dosiswirkungsversuche sowohl fiir die Einzelsubstanzen als auch fiir die
Kombinationsdosen durchgefiihrt. Die Wirksamkeit der effektivsten Dosiskombination
wurde anschlieend auf ihre Wirksamkeit bei hohem Schaden (entsprechend hohe
Menge an fakalem Inokulum), das heif3t einer hohen Mortalitédt des Kollektivs, als auch
bei niedrigem Schaden, also einer niedrigen Mortalitit des Versuchskollektivs,

getestet.

3. 6. Materialien und Reagenzien

Auflistung der verwendeten Materialien und Reagenzien:

Ringer- Losung DAB 7, 500ml Infusionsflaschen, Fa. Braun, Melsungen
Isotone Kochsalzlosung 0,9%, in 250ml Infusionsflaschen, Fa. Braun, Melsungen
Aqua ad injectabile, 100ml Stechampullen, Fa. Braun, Melsungen
Tramundin® 100 Injektionslésung, Mundipharma

Augmentan® 1.v. 2,2g Infusionsflasche, Smithkline Beecham Pharma
Tavanic® 500mg /100ml Infusionsflasche, Hoechst AG

Clont® 500mg /100ml Infusionsflasche, Bayer AG
Dehydrobenzperidol, 25mg/ 10ml Ampullen, Janssen GmbH, Neuss
Fentanyl, 0,5mg/ 10ml Ampullen, Janssen GmbH, Neuss

Tagamet® 1000mg/ 10ml Ampullen, Smithkline Beecham Pharma
Fenistil® Injektionslosung 4mg/ 4ml Ampullen Zyma GmbH

Vieryl® 3/0 SH Ethicon Nahtmaterial, Norderstedt

Sterican® Kaniile Microlance 0,55*25 Nr. 17

Venofix® 0,5 *15 mm. ,Braun Melsungen

Brauniile® 2,2mm. Orange, Venenverweilkatheter, Braun Melsungen
Histoacryl® Gewebekleber, Braun Melsungen

Omnifix® 1ml. Einmalspritze ,Braun Melsungen

Einmalartikel:

Latex Handschuhe
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Spritzen 2ml, 10ml.

Falcon Tubes 50 ml.

ReaktionsgefaBstinder (grau) flir Falcon Tubes
Stickstoffdruckgasflasche mit Druckregulation und Gummischlauch
Operationsbesteck:

Schere (klein/ groR)

Pinzette (anatomisch / chirurgisch)
Nadelhalter

Leukosilk®

Alufolie

Styroporplatten

Stuhlsuspension ,,MIX 2

3.7. Versuchsdurchfithrung

Zur eindeutigen Identifizierung werden die Ratten mit Ohrmarken markiert. Vom
Vorabend der OP an bleiben die Ratten niichtern (Wasser ad libitum), nachdem sie
zuvor per Random den vier Versuchsgruppen zugeordnet wurden. Die GruppengroB3e
liegt je nach Versuch zwischen 10 und 30 Tieren; die Stuhldosis variiert flir die
verschiedenen Versuche zwischen 0,5 und 1,1 ml/kg KG ,,Mix 2* Stammldsung. Die
Gruppenaufteilung ist wie folgt: Gruppe A nur Antibiotikum + Placebo, Gruppe B
Antibiotikum und versuchsspezifische Antihistaminika-Kombination. Um die zu
applizierende Medikamenten- und Stuhlmenge zu bestimmen, werden die Ratten

gewogen.

3.7. 1. Vorbereitung der Medikamente

Die angegebenen Dosierungen der Narkoselosung, der Volumensubstituion, der

Schmerzmedikation waren in allen aufgefiihrten Versuchsreihen gleich, lediglich die
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Dosierungen der Antihistaminika, der Antibiotika und des Inokulums wurden
versuchsspezifisch variiert.
Am Morgen des Versuchstages werden die bendtigten Medikamente in den

entsprechenden Konzentrationen vorbereitet:

Augmentan® 2,2g Trockensubstanz (2g Amoxicillin; 0,2g Clavulansidure) wird mit
50ml Aqua ad injectabile aufgelost; man erhdlt dann eine Konzentration von 40/4
mg/ml. Diese Losung wird mit Ringer-Losung im Verhéltnis 1:12 weiterverdiinnt. Bei
der so erhaltenen Verdiinnung appliziert man dann 10/1 mg/kg KG bei 3ml/kg KG.
Um eine Beeinflussung der Wirksamkeit durch Lichtexposition zu vermeiden,
umwickelt man das R6hrchen mit Alufolie.

Tavanic® (500mg Levofloxacin in 100ml Losung) wird im Verhiltnis 1:5 mit
Ringerlosung verdiinnt. Man appliziert von dieser Verdiinnung 3mg/kg KG bei 3ml/kg
KG. Um eine Beeinflussung der Wirksamkeit durch Lichtexposition zu vermeiden,

umwickelt man das Rohrchen mit Alufolie.

Clont® (500mg Metronidazol in 100ml Lésung) wird im Verhiltnis 1:15 mit
Ringerlosung verdiinnt. Von dieser Verdiinnung appliziert man Img/kg KG bei 3ml/kg
KG. Um eine Beeinflussung der Wirksamkeit durch Lichtexposition zu vermeiden,

umwickelt man das Rohrchen mit Alufolie.

Tagamet® (100mg/ml ) soll in einer Dosis von 1-10mg/kg KG gegeben werden; um 5
oder 10 mg/kg KG zu applizieren wird die Stammldsung im Verhéltnis 1:40 mit NaCl
0,9% verdiinnt und somit erhdlt man eine Endkonzentration von 2,5mg/ml. Man
injiziert dann den Tieren von der Verdiinnung 2ml’kg KG um 5 mgkg KG zu
dosieren; fiir die 10 mg/kg KG Dosis erhalten die Tiere 4ml/kg KG der verdiinnten
Losung. Fiir die Dosierung von 1 mg/kg KG verdiinnt man die Gebrauchslosung
nochmals 1:5 mit Kochsalzlosung; bei der so erhaltenen Endkonzentration von
0,5mg/ml injiziert man 2ml/kg KG, um die gewlinschte Dosis von 1mg/kg KG zu

verabreichen.

Fenistil® soll in einer Dosis von 0,1-1 mg/kg KG verabreicht werden. Aus Griinden der

Handhabung verdiinnt man die Stammlésung (Fenistil® Ampulle, 4mg in 4ml) zur
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Gebrauchslésung fiir die Dosierung 0,5 und 1 mg/kg KG im Verhiltnis 1:4 mit NaCl
0,9%; die Endkonzentration betrigt dann 0,25 mg/ml. Von der so erhaltenen
Verdiinnung appliziert man den Tieren 2 ml/kg KG, um ihnen 0,5 mg/kg KG zu
applizieren, Die Tiere, die 1 mg/kg KG bekommen, erhalten 4 ml/’kg KG derselben
Gebrauchslosung. Zur Herstellung der Gebrauchslosung fiir die Dosierung von 0,1
mg/kg KG verdiinnt man die Stammldsung im Verhéltnis 1:20 mit NaCl 0,9%; die
Endkonzentration betrdgt dann 0,05 mg/ml. Um die gewiinschte Dosis von 0,1 mg/kg

KG zu applizieren, spritzt man den Tieren 2 ml/kg KG.

Die entsprechende Placebo-Losung bestand aus 0,9% NaCl.

Zur Herstellung der Narkoselosung mischt man jeweils eine 10 ml Ampulle Fentanyl
(0,05 mg/ml ) und Dehydrobenzperidol (2,5 mg/ml ). Die Endkonzentration der
Narkoseldsung betrigt dann 0,025 mg Fentanyl / ml und 1,25 mg Droperidol / ml.

Die Herstellung der Gebrauchslésungen von Antibiotikum und Antihistaminika erfolgt

zur Vermeidung von Kontaminationen unter der Cleanbench (Sterilbank).

3.7. 2. Vorbereiten der Stuhlsuspension

Die Stuhlsuspension wird spétestens 20 min. vor der Verwendung aufbereitet, indem
man die aufgetaute Suspension mit Ringerlosung im Verhéltnis 1:5 verdiinnt.
Zusétzlich schafft man sich anaerobe Bedingungen durch Einleiten von Stickstoffgas
iiber eine Stahlkaniile, die hierfiir durch den Deckel des Falcon Tubes eingefiihrt wird.
Um z.B. eine beabsichtigte Stuhlmenge von 0,7 ml/kg KG der Stammldsung

einzubringen, gibt man von der 1:5 verdiinnten Gebrauchslosung 3,5 ml/kg KG.
3.7. 3. Priaoperative Versuchsphase
Von der oben beschriebenen Narkoselosung appliziert man 4 ml/’kg KG als Narkose

intraperitoneal (i.p.); zur i.p.-Injektion werden die o.a. Sterican Microlance® Kaniilen
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und die Omnifix® Iml-Spritzen verwendet, mit deren Hilfe die Dosierung auch

kleinerer Volumina sicher gelingt. Der Zeitpunkt der Injektion wird dokumentiert.

Nach Einsetzen der Narkosewirkung schafft man sich durch Punktion einer lateralen
Schwanzvene einen Zugang. Den verwendeten Venofix® -Katheter fixiert man mit

einem Tropfen Histoacryl® Gewebekleber an der Punktionsstelle.

Die Versuchsgruppen erhalten eine Stunde vor dem Eingriff die individuell errechnete
Menge an Antibiotikum und anschlieBend 1ml Ringerlosung als Volumengabe.

15 Minuten vor dem Eingriff erhalten alle Tiere die individuell errechnete Menge
Tagamet®, unmittelbar danach appliziert man das entsprechende Volumen an Fenistil®;
die Kontrollgruppe erhilt zum Zeitpunkt -15min jeweils 1ml 0,9% NaCl-Losung als
Placebo

3.7. 4. Operative Versuchsphase

Unmittelbar vor dem Eingriff erhalten die Ratten eine Narkosenachinjektion von
jeweils 0,1ml intravends. Die dann ausreichend narkotisierte Ratte fixiert man in
Riickenlage mit einem Leukosilk® -Klebestreifen iiber den Brustkorb (cave:
Einschrinkung der Atemexkursion) und jeweils einem tiiber die Hinterbeine auf einer
mit Alufolie bezogenen Styroporplatte (zur Warmeisolation). Vor dem Eingriff zieht

man die zu injizierende Stuhlmenge in einer 2ml Spritze auf und hilt diese griffbereit.

Das mit einer Pinzette angehobene Fell wird dann mit einer Schere im Sinne eines
medianen Bauchschnittes auf einer Lidnge von ca. 2cm erdffnet. Anschlieend
prapariert man vorsichtig, moglichst ohne Gefdle zu verletzen, die geraden
Bauchmuskeln frei. An der nun sichtbaren medianen Faszie setzt man eine Haltenaht.
Nun kann man unter leichtem Zug an der Haltenaht in unmittelbarer Ndhe einen

paramedianen Schnitt zur Er6ffnung des Bauchraumes setzen.

Durch diesen ca. 0,5 - 1 cm langen Schnitt kann man mittels einer oben niher
bezeichneten Brauniile® das Inokulum sicher i.p. ins kleine Becken einbringen. Nach

erfolgter Injektion wird unter kontinuierlichem Zug an der Haltenaht (cave: Vermeide
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Reflux von Inokulum!) der Bauchraum zweischichtig wieder verschlossen. Hierbei ist

besonders auf eine suffiziente Abdichtung des Bauchraums zu achten.

Zum Abschluss wird mit ausreichend vielen Einzelknopfndhten die Bauchhaut

ebenfalls wieder verschlossen.

3. 7. 5. Postoperative Versuchsphase

Eine Stunde nach dem Eingriff erfolgt eine nochmalige i.v.-Gabe des Antibiotikum
und anschlieBende Applikation von einem Milliliter Ringerlosung als

Volumensubstitution.

Nach beendetem i.v.-Programm 16st man den Katheter von der Schwanzhaut und
entfernt ihn. Zur postoperativen Analgesie injiziert man den Ratten 5mg (100ul)
Tramundin® s.c., indem man die Nackenhaut mit zwei Fingern abhebt und in die sich
bildende Hautfalte einsticht. Die durchgefiihrten MaBnahmen sind jeweils im Protokoll

zu dokumentieren.

Wihrend des gesamten Versuchs ist eine optische Kontrolle der Vitalfunktionen

indiziert, um gegebenenfalls schnell reagieren zu konnen.

Nun schlie3t sich die postoperative Beobachtungsphase an, in der die Tiere zundchst
fiir 12 Stunden stiindlich, spédter in groferen Zeitabstdnden observiert werden und ggf.
der Tod eines Tieres dokumentiert wird. Die Beobachtung endet nach 120 h. An

diesem Endpunkt wird die Mortalitdt in den Versuchsgruppen verglichen.

Der zur Dokumentation des Versuchsablaufs am Einzeltier verwendete Protokollbogen
ist in Abbildung 2 dargestellt. Eine zeitliche Ubersicht (Ablauf am einzelnen Tier) des
Versuchsablaufs ist

Schema 1 zu entnehmen.
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Datum: Gruppe (Kurzel):
SFB297 (Ratte)

Markierung:
Gewicht: Operateur:
Nuchtern seit: Geschlecht: mannlich
Lieferdatum:
Zeit: Bemerkungen:
Narkose
nachgespritzt Uhrzeit
(0,1 ml/kg KG i.v.)
1. AB-Gabe 1ml Ringer vorab
(t=-1h)
Blutentnahme 1,5ml Blut + 80ul K-EDTA
(t=-1h)
H1/H2-Prophyl. 1. Tagamet (H2): mi
(t =-30 min) 2. Fenistil (H1): mi
oder  Plazebogabe Kontrolle: ml NaCl 0,9%
bei Kontrolle
nachgespritzt Uhrzeit/
(0,1/5mg/kg KG |Datum
H1/H2) oder
Placebo 0,9%NacCl
Inokulum ml Stuhlsusp.(1:5
(t=0h) verdiinnt)
2. AB-Gabe 1ml Ringer vorab
(t=+1h)
1. Tramal-Gabe 100 pl
(t=+1h)
Blutentnahme 1,5ml Blut +80 ul K-EDTA
(t=+1h)
Tod Datum:
Medikamente ( Applikationsarten ):
Narkose: Fentanyl 0,05 mg/ml + Droperidol 2,5 mg/ml, 3 ml/kg KG i.p.

Antibiotika: Augmentan (2,2g) 3ml/kg i.v.

postop. Analgesie: Tramundin® 100 s.c. (50 mg Tramadolhydrochlorid/ml); 100ul

Inokulum: 1,0 ml/kg der Stuhlsuspension ,Mix-2“ i.p.

Abbildung 2: Standardisierter Protokollbogen fiir jedes einzelne Tier
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Schematische Darstellung des Versuchsablaufs bei
Perioperativer Antihistaminikaprophylaxe

Zeit

-1h

-15min

Oh

+1h

24h

1. Post-OP Tag

120 h

5. Post-OP Tag

Intervention

e

Ende des Versuches

Volumen
Antibiotikum
Andsthesie

Antihistaminika/ Placebo

OP
Inokulum

Volumen
Antibiotikum
Anésthesie

Schema 1: Darstellung des Versuchsablaufs auf der Zeitachse
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3. 8. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche werden als Mortalitdtsraten angegeben. Es
werden Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen mit Standardfehler und 95%-
Konfidenzintervall angegeben. Fiir die Bewertung der Mortalititsraten oder Survival-
Raten nach 120 h Beobachtungszeit wurde der y*-Test angewandt, dabei wurde als

Signifikanzniveau ein p < 0,05 fiir die Bestédtigung der Hypothese angenommen.

Fiir die Beurteilung der mittleren Uberlebenszeit zwischen zwei Gruppen wurde der
Mann-Whitney-U-Test angewandt. Der Log-Rank-Test diente der Beurteilung des
Verlaufs der Uberlebenskurven (Kaplan-Meier-Analyse). Auch hier wurde ein p < 0,05

als signifikant gewertet.
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4 FErgebnisse

4. 1. Ergebnisse der Vorversuche

4. 1. 1. Erstellung der Dosiswirkungskurve fiir das fikale Inokulum

Um fiir die weiteren Versuche die gewiinschte Mortalitét anhand des applizierten
Inokulums einstellen zu kénnen, wurde zunéchst eine Stuhl-Dosis-Wirkungskurve
erstellt. Hierzu wurde den Tieren unter Gabe der klinisch relevanten Dosis von 10/1
mg/kg KG Amoxicillin/Clavulansdure eine definierte Inokulumgabe intraperitoneal
verabreicht. Die einzelnen Gruppen erhielten 0,5; 0,6; 0,7; 0,9 und 1,1 ml/kg KG der
Stammlosung ,,Mix 2%. Die verwendete Gruppengrof3e lag hier bei 10 Tieren je

Gruppe.

Die ermittelten Uberlebensraten unter Gabe von 10 mg/kg KG Co-Amoxiclav lagen
bei den getesteten Stuhldosen zwischen 100% und 10%. Im einzelnen zeigte sich bei
0,5 ml/kg KG ein Uberleben von 100% (10/10 Tiere), bei 0,6 ml/kg KG eine
Uberlebensrate von 60% (6/ 10), bei 0,7 ml/kg KG lag die Uberlebensrate bei 40% (4/
10), bei 0,9 ml/kg KG waren es 30% (3/ 10), und bei 1,1 ml/kg KG tiberlebten nur 10%
(1/10) der Gruppe den Beobachtungszeitraum, siche hierzu Abbildung 3.

Anhand der so erstellten Stuhl-Dosis-Wirkungskurve ist ersichtlich, dass die Erh6hung
der Stuhldosis mit der Zunahme der 120h- Mortalitdtsraten korreliert. Abbildung 4
verdeutlicht dies anhand des sigmoidalen Kurvenverlaufs. Die Stuhlsuspension, die
nach dem entsprechenden Protokoll hergestellt wurde, ist dadurch auf ihre Aktivitit
gepriift worden und konnte dann bei —80°C fiir die gesamte Anzahl der Tiere in dieser
Untersuchung  verwendet  werden. Dieses  Vorgehen sichert identische
Versuchsbedingungen fiir alle Tiere. Die Haltbarkeit der aliquotierten Stuhlsuspension

betrdgt mindestens 1 Jahr.
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Abbildung 3: Verteilung der Uberlebensraten in Abhingigkeit zur Stuhldosis (Stuhl-
Dosis- Wirkungskurve) bei konstanter i.v. Antibiotikadosis (AB)

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG

Stuhlsuspension (Mix 2)=0,5; 0,6; 0,7; 0,9; 1,1 ml/’kg KG (1:5 Verd.)
n=10 Tiere pro Gruppe
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Abbildung 4: Darstellung der Mortalitdtsraten nach 120h Beobachtungszeitraum in
Abhéangigkeit der verwendeten Stuhldosis fiir Stuhl ,,Mix 2 (Sigmoidaler Verlauf nach
Lorenz et al., 1994)
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4. 1. 2. Dosisfindung fiir Antihistaminika-Kombination

Nach Erstellung der Stuhl-Dosis-Wirkungskurve wurde die Dosiskombination
ermittelt, bei der die verwendeten Antihistaminika die grof3te Reduktion der Mortalitét

iiber den Versuchszeitraum zeigten.

Ausgehend von einer Kombination von 0,5 mg/kg KG Dimetinden und 5 mg/kg KG
Cimetidin wurde die Dosis von Dimetinden mit 0,1 mg/kg KG und 1 mg/kg KG
variiert, die Cimetidindosis blieb dabei gleichbleibend 5 mg/kg KG.

Dabei erwies sich die Dosiskombination von 0,1 mg/kg KG Dimetinden und 5 mg/kg
KG Cimetidin als beste getestete Kombination hinsichtlich der Reduktion der
Mortalitit liber den Beobachtungszeitraum. Die so ermittelte Dosiskombination wurde

bei der definitiven Studie ausgetestet.

Die gefundenen Uberlebensraten lagen fiir die Kombination von 0,5 mgkg KG
Dimetinden und 5 mg/kg KG Cimetidin bei 90% (18/ 20) nach 120 Stunden
Beobachtungszeit. Die mittlere Uberlebenszeit betrug hierbei 114h, das 95%
Konfidenzintervall lag zwischen 106 und 122h, der Standardfehler betrug 4. Die
Steigerung der Dimetindendosis auf 1 mg/kg KG bei gleicher Cimetidindosis ergab ein
Uberleben von 85% (17/ 20) der Tiere. Hierbei betrug die mittlere Uberlebenszeit
112h, das 95% Konfidenzintervall lag zwischen 101 und 124h, der Standardfehler war
6. Bei der Kombination von 0,1 mg/kg KG Dimetinden mit der Ausgangsdosis
Cimetidin iiberlebten 100% (20 /20) der Tiere den Versuchszeitraum, entsprechend
entfillt das 95% Konfidenzintervall und der Standardfehler. Die parallel nur mit
Antibiotikum behandelte Kontrollgruppe zeigte ein Uberleben von 75% (15/ 20) mit
einem 95% Konfidenzintervall zwischen 102 und 119h bei einer mittleren
Uberlebenszeit von 110h. Der Standardfehler lag hier bei 4. Veranschaulicht werden
die gefundenen Ergebnisse in Abbildung 5 und 6.

Bei drei Freiheitsgraden ergab der y>-Test p = 0,114. Der Log-Rank Test ergab
ebenfalls bei drei Freiheitsgraden ein p = 0,13.

Lediglich der Vergleich der Placebogruppe mit der Gruppe, welche die in der
definitiven Studie eingesetzte Dosiskombination erhalten hat ( 0,1 mg/kg KG
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Dimetinden und 5 mg/kg KG Cimetidin), zeigte signifikante Unterschiede im y-Test

mit einem Freiheitsgrad , der weiter unten beschrieben ist.
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Abbildung 5: Darstellung der Uberlebensraten fiir die getesteten Dosiskombinationen

von Dimetinden bei konstanter Cimetidindosis

H1-Antag.= Dimetinden= 0,1-1mg/ kg KG ; H2-Antag.= Cimetidin=5 mg/ kg KG;
Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG

Stuhl (Mix 2) = 0,7 ml/kg KG (1:5 Verd.)

n=20 Tiere pro Gruppe

y>-Test: p=0,114
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Abbildung 6: Darstellung der Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir verschiedene
Dimetindendosen und konstanter Cimetidindosis (5 mg/kg KG) im Vergleich zur

Placebogruppe.
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4. 1. 3. Vergleich von Einfach-Prophylaxe und Mehrfachgabe

Um die Frage nach der Wirksamkeit einer iiber mehrere Tage fortgefiihrten
Antihistaminika-Therapie im Hinblick auf eine Beeinflussung des Uberlebens
beantworten zu konnen, wurden Versuche gemacht, in denen die Tiere entweder
einmalig perioperativ oder jeweils auch an den postoperativen Tagen (insgesamt
viermalig) die Antihistaminika-Kombination erhielten. Eine Kontrollgruppe ohne
Antihistaminika wurde mitgefiihrt. Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt: eine
Versuchsreihe, welche die Wirksamkeit der Prophylaxe bei einem hohen Schaden
(hohe Mortalitdtsrate) durch das eingebrachte Inokulum zeigen sollte, und eine zweite
Versuchsreihe mit derselben Zielsetzung bei geringem Schaden (niedrige
Mortalitétsrate). Die dabei applizierte Dosiskombination der
Antihistaminikaprophylaxe bestand aus 0,5 mg/kg KG Dimetinden und 5 mg/kg KG

Cimetidin.

Am Ende des Beobachtungszeitraums wiesen die Tiere in der stirker geschéddigten
Versuchsreihe folgende Uberlebensraten auf:

Bei einer Uberlebensrate von 45% (9/ 20) in der Kontrollgruppe zeigten die Tiere nach
Einmalgabe der Antihistaminikaprophylaxe 70% (14/20) Uberleben, die Tiere nach
Mehrfachgabe zeigten 65% (13/ 20) Uberleben.

Die mittlere Uberlebenszeit betrug in der Placebogruppe 82h (Mittelwert), das 95%-
Konfidenzintervall lag dabei zwischen 65 und 99 h, der Standardfehler war 9. In der
Gruppe mit Einfachprophylaxe lag die mittlere Uberlebenszeit bei 98h, das
Konfidenzintervall lag zwischen 83 und 114 h, der Standardfehler in dieser Gruppe
war 8. Die Gruppe der mehrfach behandelten Tiere zeigte eine mittlere Uberlebenszeit
von 101h, dabei lag das Konfidenzintervall zwischen 84 und 117h, der Standardfehler
war 8. Der fiir zwei Freiheitsgrade berechnete y>-Test erbrachte einen p-Wert = 0,23.
Der Log-Rank Test fiir zwei Freiheitsgrade war p = 0,19. Die gefundene
Mortalitdtsdifferenzen zwischen den Gruppen sind somit nicht signifikant

unterschiedlich. Abbildung 7 und 8 veranschaulichen die ermittelten Ergebnisse.
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Abbildung 7: Darstellung der Uberlebensraten bei Einfachprophylaxe und
Mehrfachgabe einer Antihistaminika-Kombination bei hohem Schaden durch

Stuhlinokulum

AH:

H1-Antag. Dimetinden= 0,5 mg/ kg KG; H2-Antag. Cimetidin= 5 mg/ kg KG;
Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG

Stuhl (Mix 2) = 0,7 ml/kg (1:5 Verd.)

n=20 Tiere pro Gruppe

y3-Test: p=0,23
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Abbildung 8: Darstellung der Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir Einfach- und

Mehrfachgabe der Antihistaminikaprophylaxe im Vergleich zur Placebogruppe bei

hoher Mortalitit.
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In der Versuchsreihe mit geringerem Schaden betrug die Uberlebensrate der
Kontrollgruppe 75% (15/ 20), die Tiere nach Finmalgabe {iberlebten den
Versuchszeitraum zu 85% (17/ 20), in der Gruppe der mehrfachbehandelten Tiere
iiberlebten 75% (15/ 20).

Die mittlere Uberlebenszeit betrug in der Placebogruppe 109h (Mittelwert), das 95%-
Konfidenzintervall lag dabei zwischen 100 und 118h, der Standardfehler war 5. In der
Gruppe mit Einfachprophylaxe lag die mittlere Uberlebenszeit bei 115h, das
Konfidenzintervall lag zwischen 109 und 121h, der Standardfehler in dieser Gruppe
war 3. Die Gruppe der mehrfach behandelten Tiere zeigte eine mittlere Uberlebenszeit
von 108h, dabei lag das Konfidenzintervall zwischen 96 und 120h, der Standardfehler
war 6. Der fiir zwei Freiheitsgrade berechnete y>-Test erbrachte einen p-Wert von p =
0,68. Der Log-Rank Test fiir zwei Freiheitsgrade erbrachte einen p-Wert von p = 0,66.
Die gefundene Mortalititsdifferenzen zwischen den Gruppen sind somit nicht

signifikant unterschiedlich. Siehe auch Abbildungen 9 und 10.

Der Benefit durch die Antihistaminikaprophylaxe war fiir die Tiere in der schwerer
geschiddigten Gruppe grofer als filir die Tiere in der geringer geschidigten Gruppe, die
sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterschied. Die Mehrfachgabe der
Antihistaminika fiihrte zu keiner Zunahme in der Uberlebensrate. Ein schidigender

Einfluss der Mehrfachgabe zeigte sich nicht.
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Abbildung 9: Vergleich der Uberlebensraten bei Einfachprophylaxe und
Mehrfachgabe einer Antihistaminika-Kombination bei geringem Schaden durch

Stuhlinokulum.

AH:

H1-Antag. Dimetinden= 0,5 mg/ kg KG ; H2-Antag. Cimetidin= 5 mg/ kg KG;
Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG

Stuhl (Mix 2)= 0,6 ml/kg KG (1:5 Verd.)

n=20 Tiere pro Gruppe

y>-Test: p=0,68
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Abbildung 10: Darstellung der Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir Einfach- und
Mehrfachgabe der Antihistaminikaprophylaxe im Vergleich zur Placebogruppe bei

niedriger Mortalitit.
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4. 1. 4. Wirksamkeitstest von alleiniger Cimetidin-Prophylaxe

Ein weiterer Vorversuch galt der Frage nach der alleinigen Wirksamkeit von
Cimetidin, einem H2-Antagonist. Die Antihistaminikaprophylaxe wurde mit
verschiedenen Dosen Cimetidin ohne Dimetinden durchgefiihrt. Die Dosierungen
waren dabei in den Einzelgruppen 1 mg/kg KG, 5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG. Eine
Kontrollgruppe (Placebo), die keine Antihistaminikaprophylaxe erhielt, wurde
mitgefiihrt.

Aus den gefundenen Uberlebensraten ergab sich kein signifikanter Hinweis auf eine
alleinige Wirksamkeit einer Cimetidinprophylaxe in diesem Versuchsansatz.

Im einzelnen zeigten sich fiir die Dosierungen folgende Uberlebensraten:

Die Tiere, die 1 mg/kg KG Cimetidin erhalten hatten, zeigten ein Uberleben von 85%
(17/ 20), hierbei lag die mittlere Uberlebenszeit (Mittelwert) bei 111h, das 95%
Konfidenzintervall lag zwischen 99 und 122h bei einem Standardfehler von 6. Die
Tiere der 5 mg/kg KG- Gruppe zeigten ein Uberleben in 80% (16/ 20) mit einer
mittleren Uberlebenszeit (Mittelwert) von 110h. Hier lag das 95% Konfidenzintervall
zwischen 100 und 120h, der Standardfehler betrug 5. Die Uberlebensrate der Tiere, die
10 mg/kg KG Cimetidin erhielten, lag bei 90% (18/20) bei einer mittleren
Uberlebenszeit (Mittelwert) von 112h. Das 95% Konfidenzintervall lag fiir diese
Gruppe zwischen 100 und 123h bei einem Standardfehler von 6. Die in der
Kontrollgruppe gefundene Uberlebensrate lag bei 80% (16/ 20), entsprechend einer
mittleren Uberlebenszeit (Mittelwert) von 103h. Das 95% Konfidenzintervall lag fiir
diese Gruppe zwischen 86 und 121h. Der Standardfehler betrug 9. Veranschaulicht
werden die Ergebnisse in Abbildung 11 und 12.

Bei drei Freiheitsgraden ergab der y>-Test p = 0,8. Der Log-Rank Test ergab ebenfalls

bei drei Freiheitsgraden p = 0,81. Eine signifikante Beeinflussung der Mortalitit ist

somit nicht nachweisbar.
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Abbildung 11: Vergleich  der  Uberlebensraten  bei  verschiedenen

Cimetidindosierungen ohne Dimetinden

H2-Antag. Cimetidin: 1-10 mg/kg;

Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG
Stuhl (Mix 2)=0,7- 0,9 ml/ kg KG (1:5 Verd.)

n=20 Tiere pro Gruppe

y>-Test: p= 0,8
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Abbildung 12: Darstellung der Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir verschiedene

Cimetidindosierungen und Placebogruppe.
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4.2. Ergebnisse der definitiven Versuche

4.2.1.Verbesserung der Uberlebensraten bei aus Vorversuchen gepriifter

Dosiskombination der Antihistaminika bei hoher Mortalitéit

Fir die Dosiskombination von Antihistaminika, die sich im Vorversuch als
wirkungsvollste Kombination zeigte, wurde die Fallzahl berechnet (siche Material und

Methoden), die erwartet wurde, um signifikante Mortalitdtsunterschiede zu zeigen.

Aus den Ergebnissen der Vorversuche ergab sich so fiir die Kombination von 0,1
mg/kg KG Dimetinden und 5 mg/kg KG Cimetidin eine errechnete Fallzahl von n= 30.
Die aufgrund dieser Berechnungen durchgefiihrten definitiven Versuche zeigten eine
signifikante Erhohung der Uberlebensrate. In der Kontrollgruppe lag die
Uberlebensrate  bei  40% (12/30), die Antihistaminikagruppe zeigte ein
Gruppentiberleben von 67% (20/30) (Chi2-test p=0,04; df=1). Fiir die Kontrollgruppe
ergab sich eine mittlere Uberlebenszeit (Mittelwert) von 79h, das 95%-
Konfidenzintervall lag zwischen 66 und 92, der Standardfehler betrug dabei 7. Die
Antihistaminikagruppe zeigte eine mittlere Uberlebenszeit (Mittelwert) von 102h, das
95%-Konfidenzintervall lag zwischen 92 und 112, der Standardfehler betrug 5.

Der y2-Test ergab p = 0,04 und der Log-Rank-Test ergab p = 0,01. Der Mann-Whitney-
Test ergab fiir die Placebogruppe einen mittleren Rang von 24,9 und eine Rangsumme
von 747,0. In der Antihistaminikagruppe war der mittlere Rang 36,1; die Rangsumme
war 1083,0. Fiir die beobachteten Unterschiede in der Uberlebenszeit ergab sich so
eine zweiseitige asymptotische Signifikanz (p) von p = 0,007. Siehe dazu Abbildungen
13 und 14.
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Abbildung 13: Vergleich der Uberlebensraten von Antihistaminikaprophylaxe und
Placebo bei hoher Mortalitit in der Placebogruppe.

AH: H1-Antagonist: Dimetinden; 0,1mg/kg KG; H2-Antagonist: Cimetidin; Smg/kg
KG

Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG

Stuhl (Mix 2)= 1,0 ml/ kg KG (1:5 Verd.)

n=30 Tiere pro Gruppe

*y2-Test: p= 0,04
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Abbildung  14: Darstellung der Kaplan-Meier  Uberlebenskurven  fiir
Antihistaminikagruppe und Placebogruppe bei hoher Gesamtmortalitét.
Log-Rank-Test ergab p = 0,01
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4.2.2.Verbesserung der Uberlebensraten bei aus Vorversuchen gepriifter

Dosiskombination der Antihistaminika mit niedriger Grundmortalitit

Neben dem Versuch, mit hoher Gesamtmortalitdt in der Placebogruppe, ldsst sich die
Wirksamkeit der Antihistaminikaprophylaxe auch fiir eine niedrigere Mortalitit
signifikant nachweisen. Die mit einer geringeren Stuhldosis durchgefiihrten
Dosisfindungsversuche liefern die Daten fiir den signifikanten Wirkungsnachweis der
in den definitiven Versuchen verwendeten Dosiskombination auch fiir eine niedrige
Mortalitit. Die gefundenen Uberlebensraten lagen fiir die Kontrollgruppe (Placebo) bei
75% (15/20), die Tiere der Antihistaminikagruppe iiberlebten alle (20/20) (100%
Uberlebensrate) (Chi2-test p= 0,02; df=1). Fiir die Kontrollgruppe ergab sich eine
mittlere Uberlebenszeit (Mittelwert) von 110h, das 95%-Konfidenzintervall lag
zwischen 102 und 119, der Standardfehler betrug dabei 4. Die Antihistaminikagruppe
zeigte eine mittlere Uberlebenszeit (Mittelwert) von 120h, Standardfehler und

Konfidenzintervall entfallen somit.

Der y*-Test ergab p = 0,02 und der Log-Rank-Test ergab p = 0,02. Der Mann-Whitney-
Test ergab fiir die Placebogruppe einen mittleren Rang von 18,0 und eine Rangsumme
von 360,0. In der Antihistaminikagruppe war der mittlere Rang 23,0; die Rangsumme
war 460,0. Fiir die beobachteten Unterschiede in der Uberlebenszeit ergab sich so eine
zweiseitige asymptotische Signifikanz von p = 0,02. Veranschaulicht werden die

Ergebnisse in Abbildungen 15 und 16.
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Abbildung 15: Vergleich der Uberlebensraten von Antihistaminikagruppe und

Placebogruppe bei niedriger Gesamtmortalitit in der Placebogruppe.

AH:

H1-Antag. Dimetinden= 0,1mg/ kg KG ; H2-Antag. Cimetidin= 5 mg/ kg KG;
Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Augmentan® (Co- Amoxiclav) = 10 mg/ kg KG

Stuhl (Mix 2) = 0,7 ml/ kg KG (1:5 Verd.)

n = 20 Tiere pro Gruppe

* y2-Test: p=0,02
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Antihistaminikagruppe und Placebogruppe bei niedriger Mortalitit. Der Log-Rank-test

ergab ein p von 0,02.
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4.2. 3. Uberpriifung der Wirksamkeit der Antihistaminikaprophylaxe mit einer

anderen klinisch relevanten Antibiotikakombination

Neben den oben angefiihrten Versuchsreihen unter Verwendung von Co-Amoxiclav als
Antibiotikum wurde zur Uberpriifung der Wirksamkeit der Antihistaminikaprophylaxe
mit anderen Antibiotikakombinationen ein Versuch mit der Kombination von
Levofloxacin und Metronidazol durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau und die
Durchfiihrung entsprachen bis auf die variierte Antibiotikakombination dem

definitiven Versuch bei hoher Mortalitét.

Die gefundenen Ergebnisse zeigen eine dramatische Abweichung von den unter Co-

Amoxiclav- Antibiotikaprophylaxe gezeigten Ergebnisse.

Die Uberlebensrate fiir die Placebogruppe, welche neben der Antibiotikagabe
(Levofloxacin und Metronidazol) lediglich NaCl 0,9% erhielt, entsprach mit 30%
(9/30) in etwa der Uberlebensrate unter Co-Amoxiclav und Placebo (40%
Uberlebensrate). Am Ende des Beobachtungszeitraums lebten noch 9 von 30 Tieren.
Die mittlere Uberlebenszeit lag bei 66 Stunden mit einer Standardfehler von 7 und

einem 95%-Konfidenzintervall von 51 bis 80 h.

Die ermittelte Uberlebensrate fiir die Gruppe mit Levofloxacin und Metronidazol-
Antibiotikakombination und Antihistaminikaprophylaxe lag mit 17% (5/ 29) deutlich
unter der Kontrollgruppe und verfehlte die protektive Wirkung, die sich unter der
Kombination mit Co-Amoxiclav und Antihistaminikaprophylaxe zeigte. Von 30 Tieren
iiberlebten den Beobachtungszeitraum 5 Tiere, ein Tier wurde nach Narkosetod
ausgeschlossen (5/29). Es ergab sich eine mittlere Uberlebenszeit von 55 Stunden, das
95%-Konfidenzintervall lag hierbei zwischen 43 und 67 Stunden bei einem

Standardfehler von 6.

Mit der verwendeten Tierzahl wird das gefundene Ergebnis jedoch statistisch noch
nicht signifikant, der y2-Test ergab p= 0,221, Log-Rank-Test p = 0,279.
Der Mann-Whitney-Test ergab fiir die Placebogruppe einen mittleren Rang von 31,95

und eine Rangsumme von 958,5. In der Antihistaminikagruppe war der mittlere Rang

70



27,98; die Rangsumme war 811,5. Fiir die beobachteten Unterschiede in der
Uberlebenszeit ergab sich so eine zweiseitige asymptotische Signifikanz von p= 0,369.

Siehe dazu Abbildung 17 und 18.
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Abbildung 17: Vergleich der Uberlebensraten Antihistaminikagruppe und

Placebogruppe bei Antibiotikagabe mit Levofloxacin und Metronidazol

AH:

H1-Antag. Dimetinden= 0,1mg/ kg KG ; H2-Antag. Cimetidin= 5 mg/ kg KG;
Placebo: NaCl 0,9%;

AB: Levofloxacin 3mg/ kg KG, Metronidazol 1mg/ kg KG

Stuhl (Mix 2) = 0,7 ml/ kg KG (1:5 Verd.)

n = 30 Tiere pro Gruppe

yx>-Test: p=0,221
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Abbildung 18: Darstellung der Kaplan-Meier Uberlebenskurven fiir
Antihistaminikagruppe und Placebogruppe bei Antibiose mit Levofloxacin und

Metronidazol. Der Log-Rank-Test ergab ein p=0,279
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5 Diskussion

5.1. Etablierung eines Modells zum Wirkungsnachweis von
Medikamenten in einer Klinik-modellierenden

randomisierten Tierstudie (CMRT)

Zielsetzung bei der Entwicklung des Konzepts der Klinik-modellierenden
randomisierten Tierstudie (clinic modeling randomised trial, CMRT) war es, die
Unzulidnglichkeiten bisheriger Tierversuchskonzepte im Hinblick auf eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse in den klinischen Bereich soweit als mdglich zu

vermeiden.

Insbesondere im Hinblick auf Forschungsbemiihungen im Umfeld von Histamin und
Septischem Schock liegen mdgliche Griinde fiir eine Diskrepanz zwischen préklinisch
gefundenen Wirkungen und den Ergebnissen klinischer Studien in der grundlegenden
Konzeption der Tierversuche. Schon die Wahl einer geeigneten Spezies ist hierbei von
groBBer Bedeutung. Neugebauer et al. haben in Bezug auf Histamin und Septischem
Schock in einer Metaanalyse die Vor- und Nachteile der bisherigen
Tierversuchskonzepte beschrieben (Neugebauer et al., 1993). Die dort beschriebenen

Ergebnisse sind mit in die Konzeption der CMRT s eingeflossen.

Das Ziel der groftmoglichen Ubertragbarkeit der Versuchsergebnisse auf klinische
Verhiltnisse sollte durch die Beriicksichtigung moglichst vieler klinisch relevanter
Parameter bei der Modellierung der klinischen Prozeduren erreicht werden. Den
komplexen Interaktionen zwischen verschiedenen physiologisch-biochemischen
Regelkreisen und den diversen Einflussgroen des Versuchsablaufs sollte Rechnung
getragen werden. Hierbei gilt ein besonderes Augenmerk der Verwendung
verschiedener klinisch relevanter Antibiotika-Kombinationen, da durch diese
mafgebliche Alterationen des Immunsystems im Sinne von aktivierenden und
supressorischen Wirkungen hervorgerufen werden konnen. (VanVlem et al. 1996,

Riesbeck et al., 1994)
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Uber die enge Modellierung der klinischen Prozeduren hinaus sollten auch die
etablierten Standards fiir die Durchfiihrung prospektiver, randomisierter, klinischer
Studien beriicksichtigt werden. Die auch in der Literatur an die Tierversuche zur
Erforschung von Peritonitis und Sepsis gestellten Forderungen wie Zuverldssigkeit,
Standardisierung, =~ Reproduzierbarkeit =~ und  Nachbildung des  humanen
Krankheitsprozesses (Lorenz et al. 1994, Bauhofer et al.1998, Sayek, 1997) sind in

dem angewandten Tiermodell erfiillt worden.

Durch die grofftmogliche Ausrichtung des Tiermodells auf die klinische Realitdt wurde
versucht, eine weitgehende Ubertragbarkeit der in den Tierversuchen gefundenen
Ergebnisse auf die in der klinischen Forschung auftretenden Fragestellungen zu
erzielen. Aus dem Bemiihen um eine groBtmdgliche Ubertragbarkeit der Ergebnisse
rihrt auch die aufwendige Durchfithrung der Versuche nach den Standards der

Durchfiihrung prospektiver, randomisierter, klinischer Studien, z.B. die hohe Fallzahl

Die in die Konzeption des Tiermodells einflieBenden Uberlegungen sind im einzelnen

in der Einleitung unter Abwégung der Vor- und Nachteile schon néher beschrieben.

Die Modellvorstellung erwartet eine Mastzellaktivierung durch Stimulation des
Endokriniums als auch des Gastro-Intestinalen Nervensystems aufgrund des
Operationsstresses mit nachfolgender Modulation der Immunantwort durch

Mastzellmediatoren- insbesondere Histamin- bei Peritonitis und Sepsis.

Zusammenfassend stellt sich das Konzept der Klinik-modellierenden randomisierten
Tierstudien (CMRT) als Weiterentwicklung bisheriger Tierversuchsmodelle hin zu
einer moglichst nahen Angleichung an die klinischen Verhiltnisse dar; Zielgedanke ist
dabei die Optimierung und bestmdgliche Ubertragbarkeit der priklinisch erworbenen
Erkenntnisse auf die Klinik und damit die bessere Einbindung der praklinischen
Forschung in die Klinik, sowie die Vermeidung von Riickschligen beim Ubergang von
praklinischen zu klinischen Studien. (Celik et al., 1998; Bauhofer et al., 1998) Hier soll
die Liicke zwischen priklinischer Forschung (Grundlagenforschung) und klinischer

Forschung verringert bzw. geschlossen werden.
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Die Konzeption des Modells beruht auf der Modellierung eines perioperativen
Infektgeschehens. Deshalb unterscheidet sich das Konzept in Bezug auf die Zeitpunkte
der Antibiotikagabe von anderen Tiermodellen, die ein akutes Infektionsgeschehen
modellieren und somit die Antibiotikagaben zu spdteren Zeitpunkten nach

Infektionsbeginn erfolgen. (Bohnen et al., 1988)

Zur Validierung des Tierversuchskonzepts wiére eine prospektive, randomisierte,
klinische Studie, die sich an den klinischen Parametern der Tierstudie orientiert, die
anzustrebende Konsequenz. Die positiven Ergebnisse aus der Tierstudie ermutigten
uns zu einem solchen Schritt. Einen vergleichbaren Schritt vom Tierexperiment zur
klinischen Studie hat es fiir G-CSF bereits gegeben. Die im Rahmen von CMRT’s
gefundenen Ergebnisse dienten mit als Grundlage fiir die Konzeption einer
kontrollierten klinischen Studie. Die Ergebnisse der Studie, die im Dezember 2002
abgeschlossen wurde, zeigen, dass man die in der Tierstudie gewonnenen Ergebnisse
fiir weitere klinische Untersuchungen verwenden kann. (Lorenz et al., 2001; Bauhofer
et al., 2001; Stinner et al., 2001) Der Vorteil der Tierstudien ist hierbei, das man im
Vorfeld und auch parallel zu der klinischen Studie viel mehr Versuchsbedingungen
abpriifen kann, als es im Rahmen klinischer Studien moglich wire.

Von groBler Bedeutung ist bei der Betrachtung der Ergebnisse im Hinblick auf
eventuelle klinische Anwendungen die Abhéangigkeit der Wirkung von der
verwendeten Antibiotikakombination, da sich hier mitunter kontrare Wirkungen zeigen

konnen.
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5. 2. Mortalititssenkende Wirkung von Antihistaminika-

Kombinationen bei perioperativen Infektionen

5. 2. 1. Dosisfindung fiir Antihistaminika-Kombination

Die nach dem Vergleich von Einfach- und Mehrfachgabe durchgefiihrten
Dosisfindungsversuche dienten der Ermittlung der effektivsten Dosiskombination, also
der Antihistaminika-Kombination, welche die Mortalitit im Vergleich zur

Kontrollgruppe am stirksten senkte.

Ausgehend von der in einer tierexperimentellen Studie am Schwein (Celik et al., 1998)
verwendeten Dosiskombination (0,3 mg/kg KG Dimetinden und 5 mgkg KG
Cimetidin) wurden die Dosen der Antihistaminika variiert, um die effektivste Dosis

auch fiir das Rattenmodell zu bestimmen.

Die ermittelte effektivste Dosiskombination entspricht exakt der auch in der Mainz-
Marburg-Studie (klinische Studie) verwendeten Dosiskombination (0,1 mg/kg KG
Dimetinden und 5 mg/kg KG Cimetidin).(Lorenz et al.,1994)

Die gefundene Dosis weicht von der in fritheren Versuchen mit Endotoxin an Ratten
ermittelten Dosis (Neugebauer et al., 1987) ab. Eine mdgliche Erklarung hierfiir liegt
in der dort verwendeten intraperitonealen LPS-Gabe als Ausloser des
Endotoxinschocks, welches eine von der polymikrobiellen Kontamination

abweichende Kinetik des Schockgeschehens bewirkt.

5. 2. 2. Vergleich von Einfach-Prophylaxe und Mehrfachgabe

Die durchgefiihrten Versuche mit einer einmaligen perioperativen Antihistaminikagabe
oder einer an den darauffolgenden postoperativen Tagen téglich zusitzlich applizierten

Antihistaminikadosis zeigten kein Vorteil fiir die mehrfach behandelten Tiere. Eine
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statistisch nicht signifikante Tendenz war zu Gunsten der einmal behandelten Tiere zu
erkennen, die die spdter in den Dosisfindungsversuchen und den definitiven Versuchen

gefundenen Verhéltnisse widerspiegelt.

Die Schadensintensivitit (hohe oder niedrige Mortalitit) hatte dabei keinen
signifikanten EinfluB auf die Beeinflussung der Uberlebensrate durch die
Antihistaminika. Sowohl bei hoher als auch bei niedriger Mortalitit in der
Kontrollgruppe zeigte sich die Einmalgabe tendenziell iiberlegen gegeniiber der
Mehrfachgabe.

Eine mogliche Erklarung flir die gefundenen Ergebnisse wire die Beeinflussung der
inflammatorischen Regelkreise zu unterschiedlichen Zeitpunkten des septischen
Geschehens. So scheint die Gabe von Antihistaminika in der frithen,
hyperinflammatorischen Phase der Sepsis einen Vorteil zu bewirken, wéihrend in der

spateren, immunparalytischen Phase kein Vorteil mehr zu erzielen ist.

Hiermit bestétigen sich die Ergebnisse der Mainz-Marburg —Studie, wo sich auch bei
einer prioperativen Antihistaminikagabe ein Benefit (intraoperativ und auch
postoperativ) fiir den Patienten zeigte ( Lorenz et al., 1994)

Zusitzlich zeigte sich durch die Einfach-/Mehrfachgabe, dass durch eine Fortfithrung
der Antihistaminikagabe kein weiterer Benefit zu erzielen ist, ein maximaler Effekt
lasst sich schon durch eine einfache prioperative Prophylaxe erzielen. Im Hinblick auf
eine spdtere klinische Anwendung ist dieses Ergebnis in Bezug auf die etwaigen

Kosten und den Behandlungsaufwand von grosser Bedeutung.

5. 2. 3. Wirksamkeitstest von alleiniger Cimetidin-Prophylaxe
Bei einer alleinigen perioperativen Cimetidin-Prophylaxe zeigte sich bei diesem

Versuchsaufbau kein signifikanter Unterschied zwischen der Antihistaminikagruppe

und der Kontrollgruppe.
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Die gefundenen Ergebnisse scheinen so zunédchst im Widerspruch zu Ergebnissen
anderer Gruppen zu stehen, die eine gesteigerte Immunkompetenz nach H2-
Antagonisten Gabe perioperativ fanden (Nielsen, 1995). Der wesentliche Unterschied
zwischen den von Nielsen durchgefiihrten Studien und den hier beschriebenen
Versuchen besteht in der Infektion und Sepsis, die bei den Studien von Nielsen nicht
initiiert wurden. Andere Studien von Nielsen wurden im traumatologischen Umfeld
oder im Bezug auf postoperative Andmie und Fremdblutgabe durchgefiihrt (Nielsen et
al., 1994). Die beschriebenen Ergebnisse stammen iiberwiegend aus klinischen
Studien. Dies erscheint als Erkldrung fiir das Abweichen der gefundenen Ergebnisse

plausibel.

Die von Nielsen als Parameter angefiihrte verzogerte Hypersensitivitdts-Reaktion sollte
hinsichtlich ihrer Validitét beziiglich des Outcomes hinterfragt werden. (Nielsen et al.,
1989) Als weitere mogliche Ursache fiir ein Abweichen der Ergebnisse kann man
einen bei hoher Cimetidin-Dosis beobachteten Prolaktin-stimulierenden Effekt
anfiihren, der unabhdngig von der H,-Rezeptorblockade auftritt. Bei Ranitidin, dem
von Nielsen bevorzugten H,-Rezeptorantagonist ist dieser Effekt nicht zu beobachten.

(Knigge, 1989)

Ein Wirksamkeitstest bei alleiniger HI-Rezeptorblockade wurde nicht durchgefiihrt.
Bei LPS-induziertem Endotoxinschock am Schwein zeigte sich jedoch unter
Antihistaminikaprophylaxe mit Dimetinden eine signifikant geringere Kreislauf und
Stoffwechselreaktion verglichen mit der Kontrollgruppe. Der TNF-Anstieg war von

der Antihistaminikaprophylaxe unbeeintrichtigt. (Dimmeler et al., 1995)

5. 2. 4. Diskussion der Ergebnisse der definitiven Versuche

Die aufgrund der in den Vorversuchsreihen gefundenen Uberlebensraten als
wirksamste Kombination ermittelte Antihistaminika-Dosiskombination —wurde
ausgewahlt, um in einem definitiven Tierversuch den signifikanten Wirkungsnachweis
zu erbringen. Die Fallzahlberechnung fiir diesen definitiven Versuch beruht auf den in

den Vorversuchen gefundenen Daten.
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Fir die getestete Dosiskombination konnte so eine signifikante Reduktion der
Mortalitdt nachgewiesen werden (siehe Ergebnisteil).

Das Ausmal} der Schidigung durch die Infektion scheint hierbei keinen Einfluss auf
die Wirksamkeit der Prophylaxe zu haben. Der signifikante Nachweis der Wirksamkeit
der Dosiskombination gelang sowohl fiir die stirker geschidigte Gruppe als auch fiir

die geringer geschadigte Gruppe.

5. 3. Bedeutung der Ergebnisse fiir die klinische Anwendung

an Patienten mit perioperativen Infektionen

Im Hinblick auf eine klinische Anwendung der getesteten Dosiskombination sollen

hier die Ergebnisse noch einmal gesondert analysiert werden.

5. 3. 1. Vorteile der prophylaktischen Antihistaminikagabe

Die gefundenen Ergebnisse zeigen signifikante Verbesserungen der Uberlebensraten
fiir die in den definitiven Tierstudien getestete Dosiskombination. Dies gilt sowohl fiir
eine stirkere Schidigung durch die Infektion als auch fiir einen geringeren Schaden
durch die Infektion. Da in der klinischen Situation der Schweregrad einer Infektion a
priori nicht vorhersagbar ist, erweist sich die Wirksamkeit der Prophylaxe bei

verschieden schweren Infektionen als Vorteil fiir eine eventuelle klinische Anwendung.

Unter den verschiedenen anderen Dosierungen zeigte sich kein schadigender Einfluss
der Antihistaminikagabe auf das Uberleben, wenngleich der Gewinn in der
Uberlebensrate geringer war als in der definitiv getesteten Dosiskombination. Auch bei
einem vom Tierversuch abweichenden Wirkungsmaximum der Antihistaminika wire
somit kein schidigender FEinfluss der Antihistaminika-Prophylaxe bei klinischer
Anwendung zu erwarten. Insbesondere weil es sich hier nur um eine einmalige Gabe
handeln wiirde, kann von schwerwiegenden Nebenwirkungen durch die

Antihistaminika abgesehen werden. Im Bereich der Prophylaxe anaphylaktischer und
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anaphylaktoider Reaktionen haben H1- Antagonisten seit langerem einen festen Platz
in den Therapieregimen, auch die Kombination von H1-und H2- Antagonisten gewinnt
hierbei zunehmend an Bedeutung, wenngleich die Entscheidung fiir eine Kombination
von H1- und H2- Antagonisten zur Zeit noch mehr im Ermessen des behandelnden
Arztes liegt. (Winbery und Lieberman, 2002) Uber die Probleme bei der
Ubertragbarkeit der Prophylaxe von anaphylaktischen auf septische Krankheitsbilder

wird weiter unten noch eingegangen.

Eine Anderung des Applikationsschemas (zusitzliche Mehrfachgabe der Dosis jeweils
an den postoperativen Tagen gegeniiber einmaliger perioperativer Gabe) zeigte
ebenfalls keinen schidigenden Einfluss auf das Uberleben der Tiere bei direktem
Vergleich zur Kontrollgruppe, die Gruppe mit Einfachgabe zeigte ein tendenziell etwas

héheres Uberleben als die Gruppe mit Mehrfachgabe.

In Danemark wurde eine Multicenterstudie fiir eine Ranitidingabe bei kolorektalen
Notfalleingriffen durchgefiihrt. Hier zeigte sich fiir die Ranitidingruppe ein signifikant
hoherer Mannheim Peritonitis Index (MPI). Der Vorteil fir die Ranitidingruppe fiel
jedoch relativ klein aus. Die Ranitidingabe erfolgte perioperativ und an den folgenden
fiinf Tagen. Als Antibiotikakombination wurde Metronidazol und Cefuroxim verwand.
(Moesgaard et al., 1998) Die positiven Ergebnisse bestdtigen zum Teil die von uns
gefundenen Ergebnisse, auf Grund der oben angefiihrten Ergebnisse erscheint uns
jedoch die kombinierte H1/H2-Prophylaxe effektiver. Fiir eine alleinige H2-Prophylaxe
zeigte sich unter den oben beschriebenen Versuchsbedingungen kein signifikanter

Benefit.

Da der Beginn einer Infektion oder Bakteridmie sich im klinischen Alltag nicht sicher
und schnell erkennen ldsst, wurden Vorhersagesysteme entwickelt, die anhand klinisch
erhobener Daten eine Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer Bakteridmie
unterschiedlichen Schweregrads angeben. (Bates et al., 1997) Die Etablierung solcher
Systeme bleibt abzuwarten. Hiervon unberiihrt erscheint zur Validierung der
Ergebnisse der Tierversuchsstudie die perioperative prophylaktische Gabe der
Antihistaminika-Kombination fiir Risikopatienten besonders sinnvoll, gerade weil hier

nicht immer exakt der Beginn eines septischen Geschehens wie zum Beispiel einer
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Nahtinsuffizienz festzustellen ist. Die Kldarung der Frage, ob die Gabe von
Antihistaminka auch nach Feststellen der Peritonitis mit einem im klinischen Alltag
stark schwankenden Zeitfenster zu einem Benefit fiir den Patienten fiihrt, sollte

zunichst Gegenstand weitere priklinischer Forschung sein.

5. 3. 2. Interaktionen von Antibiotika und Immunsystem

Mit Ausnahme des zuletzt beschricbenen Versuchs, in dem als Antibiotika
Levofloxacin und Metronidazol eingesetzt wurden, wurde bei allen durchgefiihrten
Versuchen das gleiche Antibiotikum in der gleichen Dosierung verwendet, ferner war

die Gabe des Antibiotikum auf den Versuchstag beschrénkt.

Aufgrund der Ergebnisse des Versuchs mit Levofloxacin und Metronidazol kann eine
generalisierte Antihistaminkaprophylaxe nicht empfohlen werden. Es ergeben sich
somit weitere Ansédtze zur Bearbeitung des Themas, da aufgrund der vielen auf dem
Markt befindlichen potenten Antibiotika eine entsprechend grofle Anzahl
verschiedener Antibiotikakombinationen wie verschiedene [-Lactam/ B-Lactamase-
Kombinationen und Gyrasehemmer im Rahmen von Peritonitis und Sepsis eingesetzt
werden. (Bohnen, 1998) Auf jedem Fall zeigen die Ergebnisse, das man bevor im
Rahmen von klinischen Studien Untersuchungen durchgefiihrt werden, die in Frage
kommenden Kombination in komplexen tierexperimentellen Studien iiberpriifen sollte.
Das von uns verwendete komplexe Tiermodell mit dem Konzept der CMRTs eignet
sich ganz besonders dazu. Es erklart auch, warum im Tierversuch vielversprechende
immunmodulierende Ansétze spidter in der Klinik scheiterten. Diese Ansédtze wurden
nur in reduktionitischen Tierexperimenten eingesetzt, meist ohne die Interaktion mit

anderen Interventionen wie z.B. Antibiotikaprophylaxe etc.

Die  Abhingigkeit  der  Wirksamkeit  adjuvanter = immunmodulierender
Therapieverfahren von den verwendeten Antibiotika zeigte sich auch bei
vergleichbaren Studien mit G-CSF (Bauhofer et al., 1998; Lorenz et al., 1994). Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden sehr umfangreiche tierexperimentelle Studien

zur Ermittlung der optimalen Antibiotikakombinationen in Verbindung mit einer G-
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CSF-Prophylaxe durchgefiihrt und fiir die Planung und Durchfiihrung einer klinischen

Studie verwendet ( Lorenz et al; Bauhofer et al; Stinner et al 2001).

In der Literatur finden sich in Bezug auf Beeinflussung des Immunsystems durch
verschiedene Antibiotika unterschiedliche Erkldrungsansitze, welche zum Teil auf
direkten Wirkmechanismen beruhen, zum Teil aber auch indirekte Wirkungen

verantwortlich machen.

So beeinflussen moglicherweise unterschiedliche Freisetzungsmuster von mikrobiellen
Zellfragmenten aufgrund der je nach Antibiotikum verschiedenen Wirkmechanismen
an der Zelle die Dynamik der Freisetzung von Entziindungsmediatoren. (Dofferhoff et

al., 1993)

Neben  diesem  indirekten  Ansatz, die  unterschiedliche  Wirksamkeit
immunmodulatorischer ~ Therapieformen in  Abhéngigkeit des verwendeten
Antibiotikums zu erkldren, wére eine andere Erklarung eine direkte Beeinflussung des

Immunsystems durch die verschiedenen Antibiotika (Van Vlemm, 1996).

Fir Levofloxacin  konnte so eine  direkte,  G-Protein  vermittelte
Histaminfreisetzungsreaktion aus peritonealen Rattenmastzellen beobachtet werden als
Beispiel fiir eine Beeinflussung des Immunsystems durch Antibiotika. (Mori et al.,
2000) Hieraus wiirde sich moglicherweise auch ein direkter Ansatz fiir die
unterschiedliche Wirksamkeit der Antihistaminikaprophylaxe bei Verwendung

verschiedener Antibiotika erklaren.

Eine Reihe immunologischer Studien haben die Frage der Beeinflussung des
Immunsystems durch Antibiotika bearbeitet. Hierbei wurden Aspekte der Phagozytose,
Chemotaxis, Zytotoxizitdt, Lymphozytenfunktion und Lymphozytenproliferation,
Zytokinproduktion,  Antikorperproduktion und Natiirliche-Killerzellen-Aktivitit
gemessen (Riesebeck et al., 1994, Van Vlem et al., 1996). Von den in den oben
beschriebenen Versuchen verwendeten Antibiotika (Amoxicillin und Clavulansdure
bzw. Levofloxacin und Metronidazol) lagen keine Daten iiber immunmodulierende

Wirkungen vor. Fiir Imipenem, Cefodizim und Clindamycin zeigten sich ausgepragte
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immunstimulierende  Effekte, flir Erythromycin, Roxithromycin, Cefotaxim,
Tetracyklin, Rifampicin, Gentamicin, Teicoplanin und Ampicillin zeigten sich
ausgepragte immunsupressorische Effekte. (Van Vlem et al., 1996) Es zeigen sich also
auch innerhalb einzelner Wirkstoffgruppen zum Teil gegensitzliche Effekte auf das

Immunsystem.

Ciprofloxacin zeigte eine deutliche Erhdhung verschiedener Zytokinspiegel bei
Lymphozyten. (Riesebeck et al., 1994), Bei Lymphozyten die mit Cyclosporin A
immunsupprimiert wurden, war dieser Effekt ebenfalls zu beobachten. (Riesebeck et
al., 1994) In anderen Studien zeigt sich eher eine immunsupressive Wirkung mit

Hemmung der Lymphozytenproliferation (Van Vlem et al., 1996).

Einem breiten Einsatz der Antihistaminikaprophylaxe steht somit mdglicherweise die
mangelnde Kompatibilitdt zu verschiedenen Antibiotika im Weg. Hier fiihrt eine
Uberpriifung der Wirksamkeit mit anderen, im klinischen Alltag weit verbreiteten

Antibiotikakombinationen auf der Ebene von CMRT weiter.

Dariiber hinaus sollten mogliche Einfliisse anderer Medikamente, die im Rahmen einer
Intensivtherapie hiufig eingesetzt werden, bedacht werden. So zeigte sich bei der
Kombination von Antihistaminika und Cyclooxigenase-Hemmstoffen (hier Ibuprofen)

eine Zunahme mikrovasuldrer Lasionen. (Carey et al., 1994)

Als Konsequenz aus den oben beschriebenen zum Teil gegensétzlichen Effekten nach
Antihistaminikagabe sollte der Einsatz der Prophylaxe im Szenario der Peritonitis und

Sepsis nur unter definierten Bedingungen erfolgen.

Die von O’'Keefe et al. 1998 verdffentlichte Studie bestétigt, dass ein genereller Einsatz
von H2-Rezeptorantagonisten bei Schwerverletzten sogar die Rate der infektidosen
Komplikationen erhohen kann. Die Ergebnisse stehen nicht im Wiederspruch zu den
von uns gefundenen Daten. Die Versuche mit Levofloxacin und Metronidazol zeigen
auch bei uns, dass die Wirksamkeit einer Antihistaminikaprophylaxe vom verwendeten

Antibiotikum abhéngt.
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5. 3. 3. Stellenwert von immunmodulierenden Therapieverfahren in der Therapie

des Septischen Schocks

Bedingt durch die Komplexitdt der Pathomechanismen im Rahmen von Sepsis und
Multiorganversagen ist die Frage nach dem kausalen Beitrag einzelner Mechanismen
zur Gesamtmortalitdt nicht hinreichend zu eruieren. So stellt sich die Insuffizienz der
mechanischen Barriere der Darmwand einerseits als Ursache fiir eine Peritonitis mit
Ubergang in einen septischen Schock mit Multiorganversagen dar, andererseits zeigen
Beobachtungen, dass Bakterientranslokationen durch die Darmwand im Rahmen von
Multiorganversagen den Fortgang des Krankheitsgeschehens unter Umstdnden nicht
beeinflussen. Auch durch selektive Dekontamination des Verdauungstrakts liel sich
nur eine Reduktion der Inzidenz von Atemwegsinfektionen bei Intensivpatienten

erreichen. (Nieuwenhuijzen et al., 1996)

Das Auftreten von schweren Komplikationen wie ARDS (Adult Respiratory Disstress
Syndrom, akute Schocklunge) im Rahmen von systemischen Entziindungsreaktionen
zeigt sich unabhdngig von begleitenden nosokomialen Infektionen. Lediglich das
Ausmal und die Dauer der Entziindungsreaktion (korrelierend mit einer Erh6hung der
Plasmaspiegel verschiedener inflammatorischer Zytokine) scheint direkten Einfluf auf

die Entstehung des ARDS zu haben. (Headley et al., 1997)

Eine Beeinflussung der Mortalitit erscheint somit iiber das heute erreichte Mal3 hinaus
nur durch differenzierten Einsatz von immunmodulierenden Substanzen mdoglich zu
sein. Gleichwohl haben die Enttduschungen aus den bisherigen Studien mit
immunmodulierenden Substanzen eine geddmpftere Erwartung hervorgerufen.
Wenngleich es scheint, als ob die Steuerung der Entziindungsreaktion der
grundlegendste  Therapieansatz ist, sollte eine entschlossene chirurgische
Herdsanierung und frithe Antibiotikatherapie als Sadulen der Sepsistherapie nicht

vernachléssigt werden. (Werdan et al., 1999)
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5. 3. 4. Verwendung von ménnlichen Versuchstieren

In Bezug auf eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf allgemeine klinische Umstiinde
sollte der Einsatz von ausschlieBlich ménnlichen Versuchstieren kurz diskutiert

werden.

Betrachtet man die statistische Verteilung von verschiedenen Krankheiten mit
neuroendokrin-immunologischem  Pathomechanismen  und  wahrscheinlicher
Mastzellbeteiligung, so fillt eine deutlich erhohte Prévalenz bei Frauen auf. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir liegt in der Beeinflussung einer Vielzahl immunologischer
Prozesse durch weibliche Hormone und Botenstoffe. So steigert Ostradiol spezifisch
die Histaminsekretion (Conrad et al, 1974) wihrend Progesteron die
Histaminfreisetzung hemmt (Vliagoftis et al., 1990). Schwankungen in der Auspragung
von Krankheitssymptomen wihrend des Zyklus konnen in diesem Zusammenhang
erklart werden. (Theoharides, 1996) Alterationen des Hormonhaushalts im Verlauf der
Schwangerschaft wie die Erhohung des Kortisolspiegels beeinflussen nicht nur
ausgepragt autoimmune und atopische Krankheitsbilder, sie beeintrachtigen auch die

allgemeine Abwehrlage des Organismus. (Wilckens et al., 1997)

Hinsichtlich der Relevanz fiir die gefundenen Ergebnisse muss unterschieden werden
zwischen einer chronischen neuroendokrin- immunologischen Entziindungsreaktion
wie bei Interstitieller Cystitis, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Migrine
oder Multipler Sklerose und einem akuten, dynamischen Geschehen wie der Peritonitis

und Sepsis, wo in kurzer Zeit eine fulminante Reaktion des Organismus ablduft.

Da die Mortalitdt bei Peritonitis und Sepsis sich nicht geschlechtsspezifisch
unterscheidet (Martin et al., 2003) und hierbei eine maximale Aktivierung der
neuroendokrin-immunologischen Regelkreise —stattfindet, wird ein moglicher

geschlechtsspezifischer Wirkungsunterschied nicht relevant sein.
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5. 3. 5. Bedeutung der Ergebnisse in Bezug auf klinische Forschung

Da es sich bei den verwendeten Antihistaminika um langjdhrig etablierte Medikamente
handelt, bei denen auch das zu erwartende Spektrum der Nebenwirkungen bekannt ist,
erscheint der Schritt hin zu einer prospektiven, randomisierten klinischen Studie nicht

Zu weit.

Die im Versuchsdesign angestrebte grofitmogliche Angleichung der Tierversuchsstudie
an die klinische Realitit, welche im Konzept der CMRT begriindet liegt, lassen eine
hohe Ubertragbarkeit der gefundenen Ergebnisse auf die Klinik erwarten und die in der
Tierstudie gefundenen positiven Ergebnisse ermutigen zusitzlich zu einem solchen

Schritt.

Da die immunmodulatorischen Eigenschaften von Histamin auch bei anderen schweren
Krankheitsbildern die Pathophysiologie beeinflussen, ist auch hier ein mdglicher
Benefit fiir den Patienten zu suchen. So lieBe sich moglicherweise auch bei
Kolonkarzinompatienten als adjuvante Therapie oder im Rahmen von perioperativer
Bluttransfusion eine Verbesserung der Abwehr durch Antihistaminikaprophylaxe

erzielen. (Nielsen et al., 1991)

5. 3. 6. Einfluss von perioperativem Stress auf das Immunsystem, Unterschiede

zwischen Laparoskopie und Laparotomie

Als ein weiterer moglicher Ansatzpunkt zur Reduktion von Morbiditit und Mortalitit
bei Peritonitis und Sepsis soll die Bedeutung des perioperativen Stresses aufgegriffen
werden. Hierbei richtet sich ein besonderes Augenmerk auf die weiter zunehmende

laparoskopische Chirurgie.

Im Rahmen eines septischen Geschehens konnte im Tierversuch eine deutliche
Verschiebung in der mukosalen Immunzellpopulation festgestellt werden. Vermittelt
durch Glukokortikoide beobachtet man eine Reduktion von Plasmazellen und T-

Lymphozyten, wihrend die Anzahl der Makrophagen in der Mukosa ansteigt. Eine
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Generalisation des Infektgeschehens scheint somit durch einen erhohten

Glukokortikoidspiegel erleichtert. (Osterberg et al., 1997 ; Coutinho et al., 1997)

In einer Reihe von klinischen Studien wie auch Tierversuchsreihen zeigt sich
weitgehend eindeutig eine signifikante Reduktion der Entzlindungsreaktion bei
laparoskopischer Technik gegeniiber konventioneller Laparotomie anhand von
klinischen Parametern und Labordaten. (Ortega et al., 1996) Dies bestétigt sich auch in
den parallel zu den hier beschriebenen Versuchsreihen durchgefiihrten Versuchen im

Rahmen unseres Forschungsprojekts.

Der zunehmende Einsatz laparoskopischer Techniken auch bei infektiosen
Krankheitsprozessen wirft die Frage nach der mdglichen Beeinflussung von
Bakteridmie und Endotoxdmie bei Laparoskopien auf. Jacobi und Mitarbeiter fanden
hierfiir an einem Tiermodell keinen Hinweis auf einen schidigenden FEinfluss der
Laparoskopie. Die Abszessbildung war in der Gruppe der laparoskopierten Tiere

signifikant niedriger. (Jacobi et al., 1997)

In Bezug auf den Einfluss des Pneumoperitoneums und des verwendeten Gases wird
eine Hemmung der TNF-a und IL-1 Sekretion durch Kohlendioxid insbesondere in der
Frithphase beschrieben. Bei Verwendung von Raumluft oder Helium tritt diese
Hemmung nicht auf. (Vittimberga et al., 1998, Kehlet et al., 1998) Holthausen
beobachtet im Schweineversuch bei Septikdmie eine unabhéngig vom Laparoskopiegas
auftretende mukosale Azidose und Kreislaufbelastung, bei Verwendung von
Kohlendioxid ferner noch eine Stoffwechselstorung mit erhdhtem intestinalem ATP-

Gehalt und erhohten Endotoxinspiegeln nach Desufflation. (Holthausen et al., 1998)

5. 3. 7. Weiterfithrende Forschungsansiitze

Neben der weiteren Forschung im klinischen Bereich liegt auch in der préklinischen
Forschung im Umfeld der Mastzelle ein groBes Betitigungsfeld. Die Beteiligung der
Mastzellen an verschiedenen chronisch-entziindlichen Erkrankungen und ihre Funktion

als Schnittstelle zwischen Immunsystem und Neuroendokrinum riickt sie in ein neues
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Licht, dass iiber die Rolle als Vermittler der anaphlaktischen Sofortreaktion weit
hinausgeht. Erst durch Fortschritte in der Firbetechnik lassen sich aktivierte
(degranulierte) Mastzellen indentifizieren.(Dines et al., 1997)

Neuere pharmakologische Entwicklungen auf dem Gebiet der Antihistaminika fiihrten
zu verschiedenen Wirkstoffen, die nicht selektiv HI-Rezeptoren blockieren sondern
andere Ebenen der Signaliibertragung der Mastzelle ebenfalls mit beeinflussen. Diese
sogenannten Drittgenerations-Antihistaminika wirken so zusétzlich noch auf Plittchen-
aktivierenden Faktor, Neurokinine, Leukotriene oder als H1-H2-Kombination. Die
Ergebnisse klinischer Studien mit diesen Substanzen waren jedoch hinsichtlich ihrer
Beeinflussung der allergischen Reaktion enttduschend, so dass auch im Bereich der
perioperativen Antihistaminikaprophylaxe sich auch weiter die bekannten und

bewihrten Substanzen anbieten. (Aslanian et al., 1997)

Die Entdeckung des H4-Rezeptors mit vorrangiger Lokalisation im Knochenmark und
in peripheren hdmatopoetischen Stammzellen ergibt eine Erweiterung des
Forschungsgebiets, da gerade im Bezug auf eine Histaminwirkung im Umfeld von

Peritonitis und Sepsis hier sich neue Sichtweisen auf tun.

Die intensive  Beforschung des  Themenbereichs des  Systemischen
Entziindungsreaktions Syndrom (SIRS) in den letzten Jahren und die vielen hierbei
erlittenen Enttduschungen erbrachten zum Teil neue Sichtweisen und Konzepte hervor,
die den ohnehin schon komplexen Themenbereich noch weiter differenzieren. So wird
dem proinflammatorischen SIRS eine antiinflammatorische Gegenreaktion
gegeniibergestellt, das CARS (Compensatory antiinflammatory response syndrome)
(Davies et al., 1997). Theoretischer Hintergrund ist die immuninhibierende Wirkung
einiger proinflammatorischer Zytokine, welche die Abwehrfunktion durch
Verminderung von Monozyten/Makrophagen, T- und B-Zellen vermindern. Dariiber
hinaus kann durch die proinflammatorischen Zytokine die Produktion
antiinflammatorischer Zytokine initiiert werden (Kox et al., 2000). Dieser natiirliche
Regelkreis kann im Rahmen einer generalisierten Entziindungsreaktion als

Gegenregulation bis zur Immunparalyse fithren. (Kox et al., 2000) In diesem Auf und
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Ab von verschiedensten Entziindungsparametern ist zwischen SIRS und CARS noch
MARS etabliert als ,,Mixed inflammatory response syndrome®. Als Abkiirzung fiir die
als Resultat aus dem Entziindungsgeschehen hervorgehenden Reaktionen hat sich
CHAOS etabliert (Cardiovascular shock, Homeostasis, Apoptosis, Organ dysfunction,
immune Suppression). Als therapeutische Konsequenz sollte bei Uberwiegen der
proinflammatorischen Einfliisse eine antiinflammatorische Therapie erfolgen bei
Uberwiegen von CARS wiire ein immunstimulierende Therapie indiziert. Um hieraus
Therapieempfehlungen fiir die Klinik ableiten zu konnen, steht aber als Hiirde und
Herausforderung die Entwicklung einer sicheren Evaluierung des Entziindungsstatus

aus. (Davies et al., 1997)

Die von uns propagierte Antihistaminikaprophylaxe bleibt von diesen Uberlegungen
ausgenommen, weil sie als Prophylaxe sicher in der Frithphase -einer

Entziindungsreaktion ihre immunmodulierende Wirkung erzielt.

Bei der Konzeption einer klinischen Studie zu Uberpriifung der Wirksamkeit der
Antihistaminikaprophylaxe stellt sich die Frage nach mdglichen Endpunkten und einer
Messung des Outcomes. Die im Tierversuch als hartes Kriterium angesetzte
Uberlebensrate sollte nicht als einzig ausschlaggebender Endpunkt betrachtet werden.
Vielmehr gilt es in der klinischen Forschung Ansdtze zu verfolgen, die valide
Ergebnisse  durch  Einbeziechung sowohl einer harten , mechanischen®
Betrachtungsweise als auch einer hermeneutischen (also vom Patienten
selbstberichteten) Betrachtungsweise liefern. Hierbei sei die Auswertung von
Lebensqualitdtsvariablen genauso einbezogen wie die Erfassung von klinischen
Parametern. (Lorenz et al., 1999) Das ein solcher Ansatz umsetzbar ist, zeigt die
erfolgreiche Durchfiihrung einer klinischen Studie an 80 Patienten mit Kolorektalem
Karzinom (Risikopatienten ASA 3+ 4) und einer immunmodulierenden Prophylaxe mit
G-CSF (Granulocyte-Colony-Stimulating Factor) zur Vermeidung von postoperativen
Komplikationen und den Einfluss auf die postoperative Wiederherstellung
(Lebensqualitit) (Lorenz et al., Bauhofer et al., Stinner et al., alle 2001). Bei dieser
Studie wurde im iibrigen auch eine Antihistaminika-Prophylaxe durchgefiihrt. Die

Studie befindet sich nach erfolgreichem Abschluss in der Auswertungsphase.
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Die entsprechenden Versuchsbedingungen und Therapieinteraktionen wurden im
Rahmen des CMRT Konzeptes in tierexperimentellen Studie im Vorfeld iiberpriift.
(Lorenz et al., 2001; Bauhofer et al., 2001; Stinner et al., 2001)

Als ein weiterer Schritt im Hinblick auf die Validierung der Ergebnisse aus den hier
beschriebenen CMRT’s erscheint eine klinische Studie mit perioperativer
Antihistaminikaprophylaxe im  Rahmen von  Gallenwegsoperationen  mit
Antibiotikapropylaxe durch Amoxicillin/ Clavulansdure als néchster Schritt sinnvoll,
da sich insbesondere bei Infektionen im Umfeld von Gallenwegsoperationen dieses

Antibiotikaregime empfiehlt. (Michalopopoulos et al., 1997)
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie befasst sich mit der Frage nach der Wirkung einer
perioperativen Antihistaminika-Prophylaxe auf das Uberleben bei postoperativer
Kontamination und Infektion (Peritonitis und Sepsis) im Rahmen von Klinik

modellierenden , randomisierten Tierstudien (CMRT) in der Ratte.

Es wurde dabei ein Tierversuchsmodell etabliert, das sich nicht nur im Hinblick auf
medizinische Details sondern auch bei den Standards fiir die Durchfiihrung
prospektiver, randomisierter, klinischer Studien an den Verhéltnissen in der Klinik
orientiert. Zielsetzung war es hierbei, die Ubertragbarkeit der in priklinischen

Tierstudien gefundenen Ergebnisse auf den klinischen Bereich zu verbessern.

In den Vorversuchen zeigte sich die einfache perioperative Prophylaxe sowohl bei
hohem als auch bei geringem Schaden durch die gesetzte Infektion tendenziell
iiberlegen gegeniiber der Mehrfachgabe perioperativ und an den postoperativen Tagen.
Die effektivste Dosiskombination wurde durch Variation der beiden verwendeten
Antihistaminika (H1+H2-Rezeptorantagonisten) ermittelt, die Ergebnisse dienten zur
Berechnung der Fallzahlen fiir die definitiven Versuche. Eine alleinige Cimetidin-
Prophylaxe (H2-Blocker) erwies sich unter Austestung verschiedener Dosierungen als

nicht wirksam.

Die definitiven Versuche wurden mit der aus den Vorversuchen ermittelten
wirksamsten Dosiskombination durchgefiihrt. Die bendtigte Fallzahl wurde anhand der
Uberlebensraten aus den Vorversuchen errechnet. In den definitiven Studien zeigte sich
eine signifikante Senkung der Mortalititsraten flir die getestete Antihistaminika-
Kombination (0,1 mg/kg KG Dimetinden und 5 mg/kg KG Cimetidin) sowohl bei
einer geringen als auch bei einer stirkeren Schidigung durch die Infektion. In der
Gruppe mit geringerem Schaden konnte das Uberleben von 75% in der Kontrollgruppe
auf 100% in der Antihistaminika-Gruppe gesteigert werden. In der Gruppe mit
stirkerem Schaden zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Uberlebens von 40% in der

Kontrollgruppe auf 67% in der Antihistaminika-Gruppe.
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Da es sich bei den verwendeten Antihistaminika um langjéhrig etablierte Medikamente
handelt, deren zu erwartendes Nebenwirkungsspektrum bekannt ist, erscheint der
Schritt hin zur klinischen Studie nicht weit.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse ermutigten uns zu einem
solchen Schritt. Eine prospektive, randomisierte, doppelblinde klinische Studie an 80
Patienten mit kolorektalem Karzinom, konnte Ende 2002 abgeschlossen werden. In
dieser Studie wurde der Immunmodulator G-CSF (Granulozyten-Kolonie-
Stimulierender-Faktor) in Kombination mit verschiedenen Antibiotikaprophylaxen und
einer HI+H2-Antihistaminkaprophylaxe gestestet. Die in den Klinik modellierenden
praklinischen Studien ermittelten Einfliisse und Interaktionen von G-CSF,
Antibiotikaprophylaxe und Antihistaminkaprophylaxe auf die postoperative
Wiederherstellung und Lebnsqualitit der Patienten konnten teilweise in der klinischen
Studie bestitigt werden. Die mitunter kontrdren Wirkungen bei Verwendung
verschiedener Antibiotika-Kombinationen in den préklinischen Untersuchungen
implizieren eine genaue priklinische Uberpriifung der Wirksamkeit fiir die jeweilige
Medikamentenkombination im Vorfeld einer klinischen Studie. Durch die Ergebnisse
der klinischen Studie konnte bestitigt werden, dass das Konzept der CMRT's ein
geeignetes Werkzeug zur priklinischen Uberpriifung mdglicher pharmakologischer

und chirurgischer Interaktionen mit Einfluss auf das postoperative Outcome darstellt.
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