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1 1 Einleitung

1 Einleitung

Auch heute noch stellt die Sepsis ein ernstzunehmendes Problem dar. In
der Sepsis versterben 15% der Patienten, 20% mit schwerer Sepsis und
45% im septischen Schock. Dies sind allein fur die Vereinigten Staaten
210.000 Todesfalle pro Jahr (Friedman et al, 1998; Wenzel, 2002).
Verschiedene Faktoren konnen jedoch zu einem erhohten Risiko von
perioperativen Komplikationen fuhren. Unter anderem wurden das Alter
des Patienten, Diabetes mellitus, Ubergewicht oder Untererndhrung, Im-
munsuppression, eine lange OP-Dauer und pra- und intraoperativer Blut-
verlust als Risikofaktoren identifiziert (Chalita-Manzur & Hermosillo-
Sandoval, 2001; Pavlidis et al, 2001). Auch der Bluthochdruck spielt eine
Rolle fur den Erwerb nosokomialer Infektionen z.B. in der Herzchirurgie
(Gol et al, 1998) und bei Wundinfektionen nach operativen Eingriffen in
der Allgemeinchirurgie (Martinez et al, 2000; Riou et al, 1992).

1.1 Bluthochdruck

Chronische Hypertension Iasst sich in eine primare und sekundare Form
unterteilen. Letztere ist mit ca. 5%-10% die wesentlich seltenere Form und
lasst sich haufig durch eine bekannte Ursache erklaren. Eine Aorten-
isthmusstenose, ein Phaochromozytom, ein primarer Hyperaldosteronis-
mus, eine chronische Niereninsuffizienz oder eine Stenose der Nierenarte-
rien sind nur einige Moglichkeiten flr die Entwicklung eines Bluthoch-
drucks. Auch sympathische Uberaktivitdt und distetische Faktoren, wie
z.B. Kochsalzzufuhr, werden als Ursache flr einen Bluthochdruck be-
schrieben (Dzielak, 1991). Bei einem Groliteil der Patienten mit erhdhten
Blutdruckwerten (ca. 90% - 95%) wird die primare, oder sog. essentielle
Hypertonie diagnostiziert (Ganten, 1987). Eine kausale Ursache kann
bisher nicht angegeben werden. Die eigentliche pathophysiologische Ur-
sache der Hypertension ist sowohl bei den Ratten wie bei den Menschen
immer noch weitgehend ungeklart. In mehreren Studien in Familien, bei
Zwillingen und adoptierten Kindern konnte eine genetische Ursache fur

den Bluthochdruck nachgewiesen werden (Ward, 1995). Gegenstand der
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Forschung sind unter anderem genetische chromosomale Ursprungsorte,
die einen Einfluss auf den Blutdruck haben kénnten (Rapp, 2000). Bei
Ratten wurden auf verschiedenen Chromosomen Orte entdeckt (QTL=
quantitative trait loci), die fur Unterschiede in der Entwicklung eines

Bluthochdrucks verantwortlich scheinen (Garrett et al, 2000).

Die pathophysiologische Heterogenitat des Menschen mit dem Symptom
Bluthochdruck findet bei den Ratten in einer Vielzahl genetisch unter-
schiedlicher hypertensiver Stamme ihr Gegenstuck. Fur tierexperimentelle
Untersuchungen zur Hypertension stehen eine Reihe unterschiedlicher
Rattenstamme, die einen Bluthochdruck entwickeln, zur Auswahl:
Schlaganfall pradisponierte Spontan-hypertensive Ratten (SHR-SP),
Spontan-hypertensive Ratten (SHR), Dahl Salz-sensitive (DS), Lyon-hy-
pertensive (LH), Milan-hypertensive (MHS), genetisch-hypertensive (GH)
und Sabra-hypertensive Ratten (SBH) stellen nur eine Auswahl dar und
haben meist einen entsprechenden Ursprungsstamm mit normalen Blut-
druckwerten (Ganten, 1987; Rapp, 2000; Horie et al, 1986).

Zwei verschiedene Stamme zum Modell der Hypertension wurden in den
vorliegenden Experimenten untersucht: Der Stamm der Spontanen Hy-
pertensiven Ratte (SHR) als Modell der primaren (essentiellen) Hypertonie
und Dahl Salz-sensitive Ratten (DS) als Stellvertreter der sekundaren
(erworbenen) Hypertonie mit genetischer Pradisposition zum Blut-
hochdruck (Dickhout & Lee, 1998).

1.1.1  SHR Ratten

SHR Ratten gehen auf eine Zichtung von Prof. Okamoto und Aoki zurtck
mit dem Ziel, ein genetisch adaquates Tiermodell fir die menschliche es-
sentielle Hypertonie zu entwickeln (Okamoto & Aoki, 1963). Uber ge-
schwisterliche Paarung von Ratten mit erhohtem Blutdruck ist es Uber
mehrere Generationen schliellich gelungen, einen Stamm zu zichten, der
mit einem systolischen Druck von 180 mmHg im Alter von 20 Wochen ei-
nen deutlichen, permanent erhohten Blutdruck gegenuber Wistar Ver-
gleichsratten aufweist (Udenfreid, 1976; Ganten, 1987).
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SHR Ratten sind weitverbreitet als experimentelles Tiermodell zur Hyper-
tension und zu Gefaltveranderungen (Udenfreid, 1976). Sie spielen in der
Forschung bei hypertensiven Erkrankungen eine wichtige Rolle, da sie in
vieler Hinsicht Ahnlichkeiten mit der priméaren Hypertension des Menschen
haben (Dickhout & Lee, 1998). Von besonderem klinischen Interesse ist
die Beobachtung, dass z.B. salzarme Diat und die meisten anti-
hypertensiven Medikamente ahnlichen Einfluss auf den Blutdruck der
Ratten wie beim Menschen zeigen. Dabei bietet die kiurzere Lebenszeit
der Ratten eine gute Gelegenheit, Entwicklung, Pravention, Komplikati-
onen und Therapie der Hypertension an Tiermodellen zu studieren
(Ganten, 1987).

Ab der finften Lebenswoche entwickeln von den SHR Ratten 100% einen
Hochdruck, der mit dem Alter zunimmt und bei erwachsenen Tieren haufig
uber 200 mmHg liegt (Mittelwerte + sp: mannl.: 18417 mmHg, weibl.:
178+14 mmHg, in der 10ten Woche) (Udenfreid, 1976). Die durchschnittli-
che Lebenszeit der SHR Tiere ist auf ca. 18 Monate im Vergleich zu ca.
24 Monaten bei normalen Wistar Ratten verkurzt. Grund daflr ist, dass die
Ratten mit zunehmendem Hochdruck ahnliche systemische Komplikati-
onen wie Menschen entwickeln. Zu den typischen hypertensiven Begleit-
erkrankungen zahlen insbesondere zerebrale Komplikationen wie Hirnin-
farkt oder Blutungen, beschleunigte Arteriosklerose, Nierearteriensklerose
mit renaler Insuffizienz und Herzerkrankungen. Linksventrikulare Hy-
pertrophie ist ein charakteristisches Merkmal der SHR Ratten und fuhrt
haufig zu einer kongestiven Herzinsuffizienz. Die Inzidenz der Myokard-
fibrose und —nekrose mit Herzinfarkten bei dem SHR Stamm ist deutlich
erhoht. Hdmodynamische Veranderungen im frihen Verlauf der Hoch-
druckentwicklung sind haufig durch ein erhdhtes kardiales Output bei noch
normalem totalen peripheren Widerstand (TPR) gekennzeichnet. In dem
spateren Stadium des manifesten Hochdrucks steigt hingegen der TPR,
und das kardiale Output nimmt ein normales Niveau an (Udenfreid, 1976;
Ganten, 1987).

Neben den hamodynamischen Erkrankungen wird ein Reihe weiterer Ver-

anderungen auf neuro-immunologischer Ebene beschrieben. SHR Ratten
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zeigen eine Hypalgesie gegenuber thermischen und elektrischen Reizen.
Anderseits reagieren sie Uberempfindlich gegeniber Schmerz, wie in Mo-
dellen der mechanischen und zur entzindlichen Schmerzwahrnehmung
(Injektion von Formalin und Zymosan) beobachtet werden konnte (Taylor
et al, 2001; Sitsen & de Jong, 1983). Als Erklarungsmodell bei der Entste-
hung des Bluthochdrucks wird unter anderem auch eine Dysfunktion des
Immunsystems herangezogen (Dzielak, 1992;Dzielak, 1991; Khraibi,
1991; Takeichi et al, 1980). Auf immunologischer Ebene wird bei den SHR
Tieren eine Suppression der T-Zell Population (Fannon et al, 1992), eine
Stoérung der T- und B-Zell Kooperation mit beeintrachtigter Immunglobulin
Produktion und eine verminderte Wechselwirkung zwischen Leukozyten
und den Endothelzellen beobachtet (Takeichi et al, 1980; McCurdy et al,
1992). Die eingeschrankte Interaktion zwischen den weil3en Blutzellen und
den Endothelzellen kann mit eine Ursache fur einen geringeren Zell- und
Mediator-gesteuerten Gewebeangriff und damit Grund einer erhohten
Endotoxin Resistenz sein (Tsujikawa et al, 2000). Eine erhdhte Uberle-
bensrate der SHR Ratten wurde auch direkt in einem Endotoxin Schock
Modell nachgewiesen, wobei das Uberleben der Tiere unabhangig von
deren Bluthochdruck war. Mit der erhéhten Uberlebensrate korreliert eine
Verringerung der systemischen, proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
TNF-a (Bernard et al, 1998).

1.1.2 Dahl Ratten
Dahl Salz-sensitive (DS) Ratten wurden von L. Dahl (New York, USA) aus

einem normotensiven Sprague-Dawley Stamm entwickelt (Rapp & Dene,
1985). Im Unterschied zu den SHR Ratten wird die Auspragung des Blut-
hochdrucks bei den Dahl Salz-sensitiven Ratten nicht ausschlie3lich durch
eine genetische Pradisposition, sondern auch durch aufRere Einflisse
mitbestimmt. Die DS-Ratten entwickelten gegenuber salz-resistenten
Dahl-Ratten (DR) nach ca. 5-6 Wochen salzreicher Diat neben einer
schweren arteriellen Hypertonie eine Herzinsuffizienz mit Myokardhyper-
trophie, Lungenstauung, erhohten linksventrikularen-enddiastolischen
Drucken (LVEDP) und gesteigerten NA-Plasmaspiegeln. Die Salzzufuhr

kann Uber die Kochsalz (NaCl) Konzentration im Trinkwasser der Tiere
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gesteuert werden, wobei die NaCl-Konzentration mit der Auspragung der
Hypertonie korreliert (Miura et al, 1999). Ahnlich wie die DS Ratten gibt es
bei den Menschen bestimmte Patienten, deren Blutdruck empfindlicher auf
salzhaltige Nahrung (sog. Salz-sensitive Patienten) reagieren. Die bishe-
rige Meinung, dass die Bevdlkerung und definierte Patientengruppen
durch eine salzarme Diat profitieren, konnte in einer soeben publizierten
Metaanalyse nicht bestatigt werden. Lediglich der Verbrauch antihyper-
tensiver Medikamente konnte reduziert werden (Hooper et al, 2002).

Die Ursache auf die erhohte Salzempfindlichkeit ist bisher noch nicht defi-
nitiv aufgeklart. In der Literatur werden verschiedene Veranderungen in
der Regulation des Blutdruckes bei den DS Ratten beschrieben. Eine Ur-
sache wird in einem genetischen Defekt des ANP-Systems (artriales natri-
uretisches Peptid) vermutet, was Uber einen erhdhten Plasma ANP Spie-
gel zu einer Volumenexpansion fuhrt. Im Gegensatz zu den DS Ratten
wird in dem DS Stamm im Herzvorhof ab dem 30. Lebenstag vermehrt
ANP auf mRNA Ebene exprimiert, mit zunehmendem Hochdruck reagie-
ren die Nieren hyperresponsiv auf ANP und der systemische Spiegel von
ANP im Plasma steigt bei erhdhter Salzzufuhr an (Snajdar et al, 1986).
Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die Entwicklung des Hochdruckes
bei DS im Vergleich zu DR Ratten wird in dem unterschiedlichen Anspre-
chen der renalen und extrarenalen Gefalmuskulatur auf unterschiedliche
hormonale Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren wie Nitrate, ANP, An-
giotensin-2 und Endothelin-1 gesucht (Simchon et al, 1992). Daneben
scheint auch ein gesteigerter Symphatikotonus mit erhdhtet Noradrenalin-
freisetzung und ein héherer Vasopressinspiegel Uber einen erhéhten peri-
pheren GefalRwiderstand zur Auspragung der arteriellen Hypertension bei-
zutragen (Bayorh et al, 1998).

Bei der Vielzahl von Mechanismen, die zum salz-sensitiven Hochdruck der
DS Ratten beitragen, spielt das Stickstoffmonoxid (NO) eine Hauptrolle.
Das NO verhindert bei den DR Ratten die Auspragung der salz-sensitiven
Hypertension, wahrend bei den DS Ratten eine verminderte Produktion
von NO besonders durch die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
(nNOS) eine Ursache fur den erhdhten Blutdruck darstellt (Manning, Jr. et
al, 2001; Tan et al, 1999).
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Auch auf immunologischer Ebene kann eine unterschiedliche Reaktion der
DS Ratten gegentber den SHR Tieren beobachtet werden. Interleukin-2
(IL-2) fuhrt bei den DS Ratten im Vergleich zu SHR Ratten zu einer ge-
steigerten glomerularen Filtrationsrate mit einer konsekutiven Senkung
des Hochdruckes und kann zu einer deutlichen Verbesserung der glome-

rularen Nierenschadigung beitragen (Ishimitsu et al, 1994).

1.1.3 Blutdruckmessung

Zur Blutdruckmessung bei Ratten kommen grundsatzlich zwei verschie-
dene Methoden zur Auswahl und Anwendung: zum einen die direkte, in-
vasive Methode, die Uber eine Kaniile in einer grof3en Arterie kontinuier-
lich den diastolischen und systolischen Druck sehr genau messen kann.
Leider erfordert diese Messung einen aufwendigen operativen Eingriff und
eignet sich daher meist nicht fir eine grofdere Anzahl von Versuchstieren
oder zur Verlaufsbeobachtung. Dies ist jedoch durch die Verwendung von
Blutdrucktransducern mittels telemetrischen Methoden maglich (Bauhofer
et al, 2002b). Die indirekte Variante bendétigt eine Manschette und einen
Sensor (z.B. plethysmographisch, beschrieben von Byrom und Williams
(Byrom & Wilson, 1938), oder Uber den Puls) und kommt ohne operativen
Eingriff zur Anwendung. Bei Ratten bietet sich fur die Messung der leicht
zugangliche Schwanz an. Dieses indirekte Verfahren lasst sich sowohl bei
einer grolleren Anzahl von Tieren als auch zur Verlaufsbeobachtung
durchflihren (Udenfreid, 1976). Diese sogenannte Tail-Cuff Methode lasst
sich sowohl bei wachen als auch bei anasthesierten Tieren anwenden,
allerdings ist zu beachten, dass die Bestimmung bei wachen Tieren ofters
nicht gelingt und zu falschen Werten flhrt, da es zu einer Konstriktion der
Schwanzgefalle kommt. Anderseits darf die Narkose nicht zu tief sein, da
es sonst zu einem Blutdruckabfall kommen kann. Eine deutlich bessere
Korrelation zwischen direkter und indirekter Messung konnte bei anasthe-
sierten Ratten gefunden werden (Bunag et al, 1971). Auch wenn die Rat-
ten erwarmt wurden, um eine hohere Puls-Volumen-Oszillation zu erhal-
ten, konnte bei der Druckmessung mit einem photoelektrischen Sensor

eine gute Ubereinstimmung mit der direkten Blutdruckbestimmung gefun-
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den werden (Sakamaki et al, 1987). Eine andere Art der indirekten Mes-
sung geschieht Uber die Bein-Manschetten Methode mit Messung des

Blutflusses in der Pfote Uber einen photoelektrischen Scanner.
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1.2 Pathophysiologie der Infektion

Durch das Auftreten von Mikroorganismen in ansonsten sterilem Gewebe
kommt es zu einer Infektion, die von einer Entziindung begleitet wird. Bei
einer Entzundungsreaktion kommt es zu einer komplexen Abwehrreaktion
des Organismus auf verschiedene gewebsschadigende Reize, die nicht
nur durch eine Infektion, sondern auch durch allergische, physikalische
(z.B. Verbrennungen), chemische (z.B. Sauren, Laugen) Art sein kénnen.
Das schadigende Agens I0st die Entzindungsreaktion nicht nur unmittel-
bar aus, sondern wirkt auch Uber Vermittlersubstanzen, sogenannte Me-
diatoren, die von den geschadigten Zellen produziert werden. Einige be-

deutsame Mediatoren, die bei einer Infektion freigesetzt werden, sind:

Amine (z.B das vasodilatierende Histamin), Kinine (z.B. Bradykinin), Pro-
teasen (z.B. Kallikrein), Eicosanoide (wie Leukotriene, Thromboxan,
Prostaglandine), Zytokine (wie z.B. Tumor Nekrose Faktor, Interleukinen
(IL-1 bis 1L-30) (Ibelgauft, 1999; Fickenscher et al, 2002) und Chemokine
(MIP-1 und MIP-2) (Baxter, 1997; Bone, 1991b). Daneben existieren viele
weitere Mediatoren, die im komplexen System des Wirtes bei einer Ent-
zundung von den verschiedensten Zellen freigesetzte werden (Baue,
1992).

Kann die Infektion nicht lokal kontrolliert werden, kommt es zu einer sys-
temischen Ausbreitung bis zum klinischen Bild der Sepsis (Parrillo, 1993).
Heute stellt bei der Halfte der Patienten mit einer Sepsis die Ursache eine
gramnegative Bakteriamie dar (Baxter, 1997; Glauser et al, 1991; Bone,
1991a). In der pathophysiologischen Kausalkette spielt das beim Zerfall
der gramnegativen Erreger freigesetzte Zellwandmolekil Lipopolysaccha-
rid (LPS, oder auch Endotoxin genannt) eine zentrale Rolle (Heeg et al,
1995; Glauser et al, 1991). Eine Sepsis kann aber auch durch andere
mikrobiellen Toxine, z.B. Exotoxine, hervorgerufen werden. Deshalb kon-
nen auch grampositive Bakterien, Pilze und moglicherweise auch Viren
und Parasiten eine Sepsis verursachen (Stadler et al, 1995; Baxter, 1997).
Im Erregerspektrum bekommen die grampositiven Organismen ein zu-

nehmend gréReres Gewicht (Friedman et al, 1998). Ahnlich wie bei den
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gramnegativen Bakterien gibt es einen Mechanismus, bei dem aus der
Zellwand von grampositiven Erregern Moduline freigesetzt werden. Der
wichtigste ist die Lipoteichonsaure sowie das Peptidoglykan (Sriskandan &
Cohen, 1999; Wang et al, 2003). Diese Moduline stimulieren die
Makrophagen zur Zytokinfreisetzung. Daneben sind Exotoxine, z.B. von
Staphylokokken, auch als Superantigene bezeichnet, wichtig bei der Akti-

vierung von T-Lymphozyten (Heeg et al, 1995; Stadler et al, 1995).

Im letzten Jahrzehnt hat das Verstandnis des Sepsisprozesses andau-
ernde Fortschritte in Bezug auf die Rolle der Zytokine und anderer Ent-
zindungsmediatoren gemacht (Baue, 1992;Bone, 1995). Dabei wird deut-
lich, dass nicht nur die direkte, unmittelbar toxische Wirkung eines Keims,
sondern insbesondere auch die Entzindungsreaktion des Wirts selbst auf
einen Keim (bzw. dessen Bestandteile) die pathophysiologische Kausal-
kette akuter Infektionserkrankungen erklart (Heeg et al, 1995; Bone,
1991b; Stadler et al, 1995; Wittmann et al, 1996).

Die American College of Chest Physicians and Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM) Konsensus Konferenz definierte 1992 die Sepsis
als systemische Entzindungsreaktion (Systemic Inflammatory Response
Syndrom (SIRS)), verursacht durch eine Infektion. Der Begriff SIRS be-
schreibt den klinischen Ausdruck fur das komplexe Zusammenspiel intrin-
sischer Mediatoren der Akut Phase Reaktion sowohl bei infektidsen als
auch nicht-infektidsen Verletzungen (Trauma, Verbrennungen, Pankreati-
tis, Operationen) und kennzeichnet folglich einen Prozess unabhangig von

seiner Ursache (Bone, 1995).

Eine SIRS liegt vor, wenn 2 oder mehr der 4 Kriterien erfillt sind:
1) Temperatur >38° C oder <36° C
2) Herzfrequenz >90 Schlage/min
3) Atemfrequenz >20 Atemzige/min oder PaCO; <32 mmHG

4) Leukozyten >12.000/mm?, <4.000/mm?, oder >10% unreife Formen



10 1 Einleitung

Eine adaquate Immunantwort des Organismus ist aber unabdingbare Vor-
aussetzung fur die Eradikation der eingedrungen Erreger und fur die kom-
plikationsarme Genesung des Patienten. Die Reaktion des Korpers sollte
ausreichend, aber nicht Uberschiellend sein, denn eine unkontrollierte
Immunreaktion bedeutet ebenso eine Gefahr flr den Kdrper (Baue, 1992;
Wittmann et al, 1996).

1.2.1 Anatomie und Physiologie des Peritoneums

Nach Eindringen von Erregern in die Bauchhéhle kommt dem Bauchfell
als erster Kontaktstelle eine bedeutende Funktion als Schutzbarriere zu.
Das Peritoneum patrietale kleidet als serose Haut die Wand der Bauch-
und Beckenhohle aus und uUberzieht als Peritoneum viszerale einen
grolRen Teil der Bauch- und Beckenorgane. Das Peritonealmesothel be-
steht aus einem einschichtigen Plattenepithel und einer subepithelialen
kollagenen Bindegewebslage (Propria) und bildet eine zumeist 0,3-1,5 um
dicke zellulare Barriere zwischen Organen und Bauchhdhle (Benninghof,
1994). Poren und Interzellularspalten zwischen den Zellen verleihen dem
Mesothel nur eine geringe Barrierenfunktion, erleichtern aber dafur die
Diffusion von Wasser und Elektrolyten und ermoglichen somit die Flussig-
keitsbalance und den Stoffaustausch (Di Paolo & Sacchi, 1990). Uber sog.
Stomata (Einmindungsoéffnungen) gibt es eine direkte Verbindung zu den
Lymphkapillaren, und Uber sog. ,Milchflecken® (submesotheliale An-
sammlungen von Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen, durch-
setzt von einem dichten Kapillarnetz, arteriovendsen Anastomosen und
grolieren, interzellularen Mesothelspalten) kann die Peritonealflissigkeit in
direkten Kontakt mit immunkompetenten Zellen treten. Ortsstandige und
mobile Abwehrzellen in der Peritonealhdhle spielen bei der Bekampfung
einer bakteriellen Infektion eine wichtige Rolle (Broche & Tellado, 2001;
Skau et al, 1986; Dunn et al, 1984).
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1.2.2 Bakterielle Peritonitis

Die grol3e Kontaktflache mit den Darmschlingen macht das Peritoneum
haufig zum Manifestationsort von entzindlichen Lasionen, die als Perito-
nitis bezeichnet werden (akut oder chronisch, lokal oder diffus ausgebrei-
tet). Sehr haufig ist sie infektids (bakteriell) bedingt (95%), selten che-
misch-toxisch, oder durch Strahlen hervorgerufen. Eine intraabdominelle
Infektion bezeichnet eine durch Bakterien oder deren Toxine hervorgeru-
fenen Peritonitis (Wittmann et al, 1996). Eine vereinfachte Einteilung zur
Klassifizierung der (bakteriellen) Peritonitis gibt Wittmann et al. Er unter-
scheidet zwischen den relativ seltenen Formen wie der primaren Peritoni-
tis, die gut auf medikamentdse Therapie anspricht, der haufig auftretenden
sekundaren Peritonitis, die eine chirurgische Intervention verlangt, und der
tertiaren Peritonitis, die auf keine Therapie anspricht (Wittmann et al,
1996).

Die Oberflache des Peritoneums betragt beim erwachsenen Menschen
anndhernd 2 m?, wahrend bei der Ratte Werte von 0,06 m? beschrieben
werden (Di Paolo & Sacchi, 1990). Gelangen Bakterien in die Bauchhohle,
z.B. bei Durchbruch im Rahmen einer Appendizitis, bei Gallenblasenper-
foration oder bei Nahtinsuffizienz nach OP, dann kann eine Ausbreitung
von Bakterien Uber die gesamte Peritonealhdhle erfolgen. Dem versucht
der Organismus, auf verschiedenen Wegen und in einem zeitlich gere-
gelten Ablauf entgegenzuwirken (Skau et al, 1986): Zuerst erfolgt eine
schnelle Absorption von Bakterien und Flussigkeit durch die Stomata ins
Lymphsystem und in die Zirkulation (ca. 6 h). Zweitens findet eine Zersto-
rung der Bakterien durch den Komplementmechanismus und chemotak-
tisch angelockte Phagozyten sowie lokal ansassige Makrophagen statt.
Die Freisetzung von Mediatoren wie Histamin und Prostaglandinen fuhren
zu einer Vasodilatation mit nachfolgender Exsudation einer komplement-,
immunglobulin- und fibrinreichen Flussigkeit (und Gerinnungsfaktoren).
Diese sind entscheidend bei dem dritten Abwehrmechanismus beteiligt,
der lokalen Adhasion und Abkapselung des Entzindungsherdes durch
Fibrinverklebungen des Peritoneums der Darmschlingen, der Bauchwand
und des Omentum maijus (Platell et al, 2000; Skau et al, 1986; Broche &
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Tellado, 2001; Dunn et al, 1984). Reichen diese physiologischen Ein-
dammungsversuche nicht aus, so kommt es zur generalisierten Peritonitis,
welche einen lebensbedrohlichen Zustand darstellt, weil Uber eine groRe
resorbierende Oberflache der Bauchhdhle gro3e Mengen von Bakterien
und deren Toxine in das Blut gelangen, eine Bakteriamie auslésen, die

schwere systemische Auswirkungen hat.

1.2.3 Komplikationen der Peritonitis: SIRS, Sepsis, MODS/MOV

Bei guter Abwehrlage des Organismus und bei einer geringen Zahl und
geringer Virulenz der Erreger konnen die in den Blutkreislauf gelangten
Bakterien symptomlos eliminiert werden. Ist der Patient jedoch in einer
schlechten Verfassung, seine Abwehrlage schwach und/oder die Zahl
und Virulenz der Erreger hoch, kann sich eine Bakteriamie und daraus
eine lebensbedrohliche Sepsis, oder gar ein septischer Schock entwickeln
(Siewert, 1998; Glauser et al, 1991; Berger & Berger, 1991).

Der septische Schock ist charakterisiert durch einen Zustand der Sepsis
mit Hypotension trotz adaquater FlUssigkeitssubstitution. Damit einherge-

hen kdnnen Lactatacidose, Oligurie und psychische Veranderungen.

Wichtige Erreger, die eine Sepsis verursachen, sind heutzutage neben
den gramnegativen ebenso die grampositiven Bakterien mit deren jewei-
ligen Zellwandbestandteilen (Bone, 1994; Bochud & Calandra, 2003;
Pavlidis, 2003). Diese erzeugen eine Aktivierung der korpereigenen Ab-
wehrmechanismen und dies kann sich bei hoher Konzentration negativ auf
den Organismus auswirken. Uber Fieber, Gerinnungsstérungen, Mikrozir-
kulationsstérungen, Schock und Organversagen kann es zum fulminanten
und haufig letalen Bild des septischen Schocks kommen. Entscheidende
Ursache fur die Symptome und die Entwicklung der Sepsis stellen die aus
verschiedensten Korperzellen freigesetzten Zytokine dar (Baxter, 1997;
Friedman et al, 1998; Pavlidis, 2003).

Da es sich bei dem Erkrankungsbild der Sepsis um ein dynamisches Ge-
schehen handelt, ist der Ubergang von einer Sepsis bis hin zum septi-

schen Schock flielRend. Klinisch aufdert sich die Verschlechterung des Zu-
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standes in einer deutlichen Zunahme der Mortalitatsrate (Woltmann et al,
1998). Im Verlauf des systemischen infektiosen Geschehens steht oft die
Funktionsstorung von Organen (Lunge, Niere, ZNS) im Mittelpunkt. Wenn
mehr als ein Organ involviert ist, spricht man vom Multi Organ Dysfunction
Syndrome (MODS) (Nystrom, 1998). Die letzte Stufe des Prozesses geht
mit dem voélligen Funktionsverlust von zwei oder mehreren vitalen Organ-
systemen einher und wird als Multiorganversagen (MOV) bezeichnet. In
dieser Situation wird versucht, die Homobostase des Organismus durch
intensivmedizinische Intervention aufrechtzuhalten (Zimmerman et al,
1996). Der Kombination von chirurgischem Eingriff (Herdsanierung) und
antimikrobieller Chemotherapie kommt eine grundlegende Bedeutung in
der erfolgreichen Behandlung der intraabdominalen Infektion zu. Das Ziel
ist die Eradikation des septischen Fokus und die Elimination der potentiell

pathogenen Keime (Nystrom et al, 1990).

1.3 Die Immunantwort

Eine Hauptaufgabe des Immunsystems ist es, den Korper vor einer Viel-
zahl moglicher pathogener Keime zu schitzen, damit diese nicht in den
Korper eindringen, das Wirtsgewebe kolonialisieren, sich dort vermehren
und damit eine Infektion auslésen kénnen (Peter & Pichler, 1991). Das
Immunsystem besteht aus zellularen und humoralen Komponenten, die fur
die Immunantwort notwendig sind. Das gemeinsame und koordinierte Zu-
sammenspiel der Zellen und I6slichen Bestandteile nennt man Immunant-
wort. Die Reaktion des Koérpers mit seiner Fahigkeit zur enormen Steige-
rung der Abwehrmechanismen auf3ert sich haufig mit den funf klassischen
Entzindungszeichen: Rubor, Calor, Tumor, Dolor, Functio laesa (Greiling
& Gressner, 1995; Peter & Pichler, 1991; Abbas et al, 1996; Baue, 1992).

1.3.1 Die bakterielle Infektion: Pathogenese und Pathophysiologie

Durchdringt ein Erreger die normalen physiologischen Barrieren, so
kommt es zu einem ersten Kontakt mit den unspezifischen Abwehrme-
chanismen. Bakterien werden von den Makrophagen und Granulozyten
phagozytiert, lysosomal verdaut und deren Abbauprodukte (Antigene) auf

ihrer Oberflache Uber sog. Haupthistokompatibilitats-Molekule der Klasse
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I (MHC IlI) prasentiert. LPS bzw. Endotoxin vermag Makrophagen zur
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1, IL-6 und Che-
mokinen zu stimulieren, welche zu einer Entzindungsreaktion fuhren. Erst
nach Antigen Kontakt werden die sonst ruhenden spezifischen Immunzel-
len funktionell aktiviert. Dabei bindet das Antigen an die spezifischen Re-
zeptoren der B- oder T-Lymphozyten. Die Antigene werden von den B-
Lymphozyten Uber ihre auf der Oberflache exprimierten Immunglobuline
(Ig) erkannt, wahrend die T-Lymphozyten fur die Bindung besondere
T-Zell-Rezeptoren (TCR) besitzen. Je nach Starke und Zusammensetzung
der Signale kann die Aktivierung nun zur Zytokinproduktion, zur Prolifera-
tion oder zur Differenzierung der Zelle fuhren. Die aktivierten T-Helfer-
Zellen setzen nun ihrerseits Zytokine frei, welche die Ausreifung der B-
Lymphozyten zu Plasmazellen fordern. Diese werden zur Sekretion der
spezifischen Immunglobuline angeregt und flihren zur Aktivierung weiterer
humoraler Abwehrmechanismen (Hershman et al, 1990; Kullberg & van
der Meer, 1996).

1.3.2 Zellulare Imnmunantwort

Bei der zellularen Immunantwort wird zwischen einer Antigen-unspezifi-
schen und einer Antigen-spezifischen Immunabwehr unterschieden. Die
grofite Population der unspezifischen zellularen Abwehr stellen die Zellen
des mononuklear-phagozytischen Systems dar. Alle Zellen des mono-
nuklearen Phagozytensystems stammen vom Knochenmark ab und kon-
nen nach ihrer Reifung und Aktivierung verschiedene morphologische
Formen annehmen. Die Phagozytose und Verdauung mikrobieller Erreger
erfolgt im wesentlichen durch zwei Zelltypen, die polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten und die Monozyten/Makrophagen (Kullberg &
van der Meer, 1996; Hershman et al, 1990).

Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten - auch polymorph-mononukleare

Neutrophile (PMN) genannt - sind im menschlichen Kdorper die grofite Po-
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pulation der phagozytierenden Zellen. Sie nehmen an der Effektorphase
der Immunantwort eine zentrale Rolle ein und stellen eine wichtige, kriti-
sche Komponente der Abwehr gegen eine Infektion dar. Die Neutrophilen
sind normalerweise im gesunden Gewebe nicht anzutreffen, reagieren
aber rasch auf chemotaktische Stimuli. Nach der Phagozytose und intra-
zellularen Verdauung von Erregern kommt es zur Freisetzung von lyso-
somalen Enzymen, Sauerstoffradikalen und Entzindungsmediatoren
(Kullberg & van der Meer, 1996; Nussler et al, 1999). Granulozyten kon-
nen durch Zytokine aktiviert werden und nehmen ihrerseits durch Sekre-
tion von verschiedenen Mediatoren am Entzindungsprozess teil. IL-1p
z.B. vermag die Apoptose der Neutrophilen herunterzuregulieren und
leistet damit einen Beitrag zu einer verstarkten Entzindungsreaktion
(Grutkoski et al, 1999). Ihre Lebenszeit betragt im Gegensatz zu Monozy-
ten/Makrophagen nur wenige Tage, weshalb sie kontinuierlich von den
pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks nachgebildet werden

mussen (Kullberg & van der Meer, 1996).

Monozyten/Makrophagen

Ebenso wie die Granulozyten spielen die von den Makrophagen abstam-
menden Monozyten eine Schllsselrolle bei der Infektabwehr. Monozyten
reagieren aulerst sensitiv auf LPS, welches mit einem LPS-binding pro-
tein (LBP) aus dem Plasma uber den CD14 Oberflachenrezeptor der Mo-
nozyten bindet. Stimulation durch LPS aktiviert in den Monozyten eine
Reihe von Signalwegen, die zu einer verstarkten Expression von ver-
schiedenen inflammatorischen Zytokinen fuhren (Guha & Mackmann,
2001). Zu den wichtigsten Funktionen zahlen Phagozytose, Zytotoxizitat,
Kooperation mit Lymphozyten durch Antigenprasentation und Sekretion
verschiedenster biologisch aktiver Produkte wie PGE,, IL-1, IL-6, IL-8,
TGF-B und TNF-a (Faist et al, 1994). Voraussetzung ist die Erkennung
korperfremden Materials und eine rasche Ansammlung an einem Entzun-
dungsherd durch Chemotaxis (Volk et al, 2000). Je nach Aktivierung kon-
nen Monozyten verschiedene Zytokine produzieren, die wiederum auf an-

dere Zellen im Immunsystem im Sinne einer Up-oder Down-Regulation
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wirken. Durch die Antigenprasentation Uber das MHC Il Molekul wird die
Antigen-spezifische T-Zell Immunantwort ausgelost (Haupt et al, 1998;
Faist et al, 1988).

Die Phagozytose durch polymorphkernige neutrophile Granulozyten und
Monozyten ist einer der wichtigsten Abwehrmechanismen des Korpers
gegen bakterielle Infektionen (Hershman et al, 1990). Der Phagozyto-
seprozess kann in mehrere Phasen eingeteilt werden: Chemotaxis (Wan-
derung der Phagozyten zur Entziindungsstelle), Bindung mittels Rezepto-
ren an Bakterien und deren Abbauprodukte (Adhasion), Aufnahme (Pha-
gozytose) und intrazellulare Lyse durch Radikale und Proteasen (Greiling
& Gressner, 1995).

Eine veranderte Phagozytoseleistung kann bei einer Vielzahl von Erkran-
kungen sowie bei Einnahme von verschiedenen Medikamenten auftreten.
Die Defekte kdnnen mit einer Funktionsstérung der neutrophilen Granulo-
zyten zusammenhangen oder auf einer Beeintrachtigung der Opsonierung
mit Immunglobulin oder Komplement beruhen. Auch angeborene
Funktionsdefekte sind bekannt. Diese Defekte konnen aufgrund einer Be-
eintrachtigung der Phagozytose von neutrophilen Granulozyten zu einer
erhohten Infektanfalligkeit fuhren. Erworbene Defekte, die von einer ver-
anderten Phagozytoseleistung begleitet sind, werden bei Sepsis, Nieren-
versagen und schweren Infektionen beobachtet. Desweiteren wurde eine
reduzierte Phagozytoseleistungen bei immunsupprimierten Patienten
(Verbrennungsopfern, AIDS-Patienten, Diabetikern), aber auch bei Neu-

geborenen und alteren Menschen beobachtet.

Lymphozyten

Vertreter des spezifischen zellularen Abwehrsystems sind die Lymphozy-
ten. Sie sind fur die spezifische Immunantwort des Koérpers zustandig, da
sie antigene Determinanten spezifischer erkennen und unterscheiden kon-
nen. Sie bestehen aus verschiedenen Klassen und unterscheiden sich in
ihrer Funktion und ihren Proteinprodukten trotz morphologischer Ahnlich-

keit. B-Lymphozyten sind die einzigen Zellen, die Antikorper produzieren
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kénnen. Bei den T-Lymphozyten lassen sich T-Helfer (TH4, TH2) von den
zytotoxischen (CTL) Zellen unterscheiden. Eine dritte Gruppe bilden die
naturlichen Killer-(NK) Zellen. Die Anregung zur Proliferation und Differen-
zierung von B-Zellen ist eine wichtig Aufgabe der TH-Zelle. Die Aktivierung
der Makrophagen wird sowohl durch die TH- als auch die CTL-Zellen ge-
leistet und fUr die Lyse virusinfizierter Zellen stehen die NK- wie auch die
CTL-Zellen bereit (Gemsa et al, 1991; Abbas et al, 1996; Peter & Pichler,
1991).

1.3.3 Humorale Immunantwort

Die humorale Immunitat wird durch Molekule vermittelt, die im Blut zirkulie-
ren und fur die spezifische Erkennung sowie die Elimination von Antige-
nen verantwortlich sind. Emil von Behring (deutscher Serologe, 1854-
1917) war 1890 einer der ersten, der die humorale Immunitat experimen-
tell nachweisen konnte und im Anschlul daran das Diphterie-Antitoxin
entwickelt hat. Wahrend Paul Ehrlich (deutscher Serologe, 1854-1915) um
1900 die theoretischen Grundlagen der Spezifitat von Antigen-Antikérper-
Reaktion erarbeitete, leistete Karl Landsteiner (Ostereichischer Bakterio-
loge, 1868-1943) einen grol3en Beitrag in der experimentellen Beweis fur

die Existenz der AntikGrpermolekile.

1.3.4 Immunglobuline

Immunglobuline (lg) sind Glykoproteine mit gemeinsamer Grundstruktur,
die nach Kontakt des Organismus mit einem Antigen von B-Lymphozyten
bzw. Plasmazellen gebildet werden. Als Teil der spezifischen Immunant-
wort zirkulieren sie als sog. Antikorper (AK) im Serum, in Gewebsflussig-
keiten und in Kdrpersekreten. Sie kommen sowohl als membranstandige
und frei zirkulierende Formen vor und lassen sich in verschiedene Klassen
einteilen: IgA, IgE, IgD, 1gG und IgM (Greiling & Gressner, 1995).
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Die wichtigsten funktionellen Eigenschaften der Antikérper sind:

1. Bindung von Antigenen

2. Aktivierung des Komplementsystems

3. Aktivierung von Zellen der spezifischen und unspezifischen Abwehr.

Hat sich der Antikorper an ein Antigen geheftet, 16st er eine Kette biologi-

scher Reaktionen aus, die mit der Zerstorung des Eindringlings endet.

1.3.5 Komplement-System
Als ,Komplement® werden hitzelabile Komponenten benannt, welche die

lytische Funktionen der Antikdrper unterstitzen oder ,komplementieren®.
Es handelt sich hierbei um ein System funktionell gekoppelter Proteine,
die in streng geregelter Weise untereinander reagieren und fur viele Ef-
fektorfunktionen der humoralen Immunitat und der Entzindung verant-
wortlich sind (Abbas et al, 1996). Das Komplementsystem ist ein multifak-
torielles, aus Uber 20 Proteinen bestehendes Kaskadensystem, das als
eigenstandiges humorales System einen unersetzbaren Anteil bei der In-
fektabwehr besitzt. Es ist Bindeglied zwischen humoralen und zellularen
Reaktionskette und hat die Lyse fremder Zellen als Hauptaufgabe. He-
patozyten und Monozyten/Makrophagen synthetisieren die meisten Kom-
plementproteine und sorgen so fur den noétigen Bestand im Kreislauf sowie
am Ort entzindlicher Reaktionen. Die zentrale Komponente des Komple-
mentsystems ist ein C3 genanntes Protein, das fur die Effektorfunktion
von kritischer Bedeutung ist und auf drei unterschiedlichen Wegen akti-
viert werden kann. Beim klassischen Weg erfolgt die Aktivierung tUber die
Bindung der ersten Komponente C1 an die Fc-Anteile der IgG oder IgM
Antikdrper des Antigen-Antikdrper-Komplexes. Die Komplementaktivie-
rung auf dem alternativen Weg fuhrt in Abwesenheit von Antikdrpern
durch mikrobielle Oberflachen-Polysaccharide zur Bildung von C3-Kon-
vertase, welche die Proteolyse von C3 katalysiert (Peter & Pichler, 1991;
Gemsa et al, 1991). In der gemeinsamen Endstrecke entstehen weitere
aktive Polypeptide, C3a, C4a und C5a — auch Anaphylatoxine genannt —

bevor mit der Bildung eines zytolytischen membranstandigen Komplexes
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(MAC) die Lyse der Zelle resultiert. Als dritte Moglichkeit zur Komplement
Aktivierung wurde der Lectin Weg beschrieben. Dieser kann in Abwe-
senheit von Immunkomplexen aktiviert werden, durch Erkennung von
bestimmten Molekulstrukturen auf der Oberflache von pathogenen Sub-
stanzen. Makromolekulare Komplexe in Koérperfllissigkeiten, wie z.B. das
Mannan-binding Lectin (MBL) oder das Ficolin p35, spielen bei der Erken-
nung und weiteren Kaskade eine entscheidende Rolle. Nach Bildung der
C3-Konvertase kommt es dann zur gemeinsame Endstrecke (Matsushita
et al, 2000; Vorup-Jensen et al, 2000; Celik et al, 2001).

Von den anaphylatoxischen Peptiden (AT-Peptide), die Uber mannigfaltige
proinfammatorische sowie immunmodulatorische Leistungen verflgen,
spielen insbesondere C3a und Cb5a eine wichtige Rolle. Die AT-Peptide
entfalten ihre vielfaltigen biologischen Funktionen durch Interaktion mit
spezifischen Rezeptoren auf Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und
Mastzellen. Die Bedeutung der AT-Peptide fur Entzindungsreaktionen
liegt in ihren spasmogenen, vasopermeabilitatssteigernden, chemotakti-
schen, opsonierenden, aggregierenden Eigenschaften, der Freisetzung
vasoaktiver Peptide wie Histamin und Serotonin aus Mastzellen und Ba-
sophilen sowie der Freisetzung von lysosomalen Enzymen, von toxischen
Sauerstoffmetaboliten und von Arachnoidonsaurederivaten aus Granulo-

zyten, Monozyten und Makrophagen (Greiling & Gressner, 1995).

1.3.6 Weitere humorale Effektorsysteme

Das Komplementsystem wirkt keinesfalls vollig eigenstandig, sondern hat
enge Beziehung zu dem Gerinnungs- und dem Kininsystem, welche
ebenfalls bei Entzindungsgeschehen von grof3er Bedeutung sind (Greiling
& Gressner, 1995). Als weitere humorale Faktoren mussen die Produkte
des Arachnoidonsaurestoffwechsels (wie Prostaglandine, Thromboxane,
Prostacycline und Leukotriene) erwahnt werden, die biologisch hochaktiv,
meist aber nur sehr kurzlebig und daher lokal aktiv sind. Neben den Pro-
dukten der basophilen Leukozyten (Histamin und Serotonin) bei unspezifi-
schen Entziindungsreaktionen existiert daneben die groRe Gruppe der
multifunktionellen Zytokine (Greiling & Gressner, 1995; Stadler et al,
1995;Baue, 1992).
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1.3.7 Interleukine/Zytokine

Zytokine sind 10-25 kD grof3e Peptide, die von einer vielfaltigen Reihe von
Zellen wahrend der unspezifischen und der spezifischen Immunantwort
freigesetzt werden. Sie haben multiple, insbesondere pro- und an-
tiinflammatorische, immunregulatorische und die Hamatopoese (Entzin-
dungszellen) steuernde Funktionen (Abbas et al, 1996). Eine besondere
Rolle spielen die Proteinhormone bei der Lokalisation von Entzindungs-
zellen, bei Reparaturmechanismen von Gewebeschaden und als
Wachstumsfaktoren. Oft ist ihr Einfluss lokal (auto-, bzw parakrin) be-
grenzt, z.T. besteht aber auch ein weitreichender, endokriner Mechanis-
mus (Peter & Pichler, 1991). Biochemisch lasst sich einem Zytokin nach
bisherigen Studien nicht nur eine Funktion, sondern lassen sich vielfaltige
biologische Wirkungen zuordnen. Viele Zytokine entwickeln ihre Funktion
uber Signaltransduktion induzierte Transkription neuer Gene. Prinzipiell
sind Zytokine die Botenstoffe interzellularer Kommunikation. Sie wirken
selten allein als individuelles Molekil, sondern sind eingebettet in ein

Netzwerk verschiedener Mediatoren (Peter & Pichler, 1991).

Zu den proinflammatorischen Zytokinen rechnet man IFN-y, IL-1, TNF-a,
IL-6 und IL-8, zu den antiinflammatorischen Zytokinen zahlen IL-4, IL-10,
IL-11, IL-13, I6sliche TNF-a Rezeptoren (sTNF-R), IL-1-Rezeptorantago-
nisten (IL-1ra) und TGF-B (Adrie & Pinsky, 1999; Bone, 1996;Pinsky,
2001).

Abbildung 1.1 gibt einen groben Uberblick tiber die unterschiedlichen Her-
kunftsorte und das komplexe Wirkungsspektrum und Zusammenspiel ei-

niger Zytokine und Wachstumsfaktoren mit verschiedenen Korperzellen.
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Abbildung 1.1 Ubersicht (iber Herkunft, das komplexe Wirkungsspektrum und Zusam-
menspiel einiger Zytokine und Wachstumsfaktoren mit verschiedenen Zel-
len.(Gemsa et al, 1991)




22 1 Einleitung

IL-1

Das Interleukin-1 (IL-1), in Kombination mit anderen Zytokinen, ist ein
wichtiger Mediator der Entziindungsreaktion. Als Mediator mit vielfaltigen
Eigenschaften besitzt es sowohl lokale wie auch systemische Wirkung.
Der Hauptbildungsort fur IL-1 (im Menschen ist das IL-1B pradominant)
sind die Monozyten, aktivierte Makrophagen sowie periphere Neutrophile,
Endothelzellen und Fibroblasten (lbelgauft, 1999; Grutkoski et al, 1999).
Eine Anregung der Synthese wird zum einen direkt durch Endotoxine, Vi-
ren und Antigene, zum anderen durch Mediatoren wie TNF-a, TGF-f3,
GM-CSF und verschiedene Interferone induziert. Humane Monozyten
zeigen sich sehr sensitiv fir schon geringste Mengen an Endotoxin und
produzieren uUberwiegend IL-1B3 (Ibelgauft, 1999). IL-1 bietet ein breites
Feld an biologischer Aktivitat: Durch direkte Anregung der B-Zell-Prolifera-
tion und durch Stimulation der T-Helfer Zellen mit Freisetzung von IL-2
wird die Synthese von Immnunglobulinen stimuliert. Uber die Prostaglan-
din (PGE;) Produktion in Entziindungszellen und Produktion von Akut-
Phase-Proteinen wie CRP nimmt es direkt am Entzindungsprozess teil
und besitzt eine starke chemotaktische Wirkung auf Leukozyten. Als en-
dogenes Pyrogen vermag IL-1 einen deutlichen Anstieg der Koérperkern-
temperatur durch Prostaglandin Freisetzung im Temperaturregulations-
zentrum des Hypothalamus zu bewirken (Luheshi & Rothwell, 1996;
Kluger, 1991; Blatteis & Sehic, 1998). Durch Induktion der Synthese von
anderen Mediatoren wie ACTH (Adrenokortikotropes Hormon), PF4
(Platlet Factor), CSF (Colony Stimulating Factor), IL-6 und IL-8 entfaltet
sich indirekt ein breites Wirkungsfeld. Desweiteren ist IL-13 in vielfaltiger
Weise in den Prozess der Hamatopoese involviert, indem es die Synthese
von G-CSF und M-CSF in den Stoma-Zellen des Knochenmarks fordert,
synergistisch mit GM-CSF auf das Wachstum der Makrophagen Kolonie
wirkt und die Expression der Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren fordert
(Ibelgauft, 1999; Dinarello, 1996). Einen funktionellen Antagonisten stellen

die endogenen IL-1 Rezeptorantagonisten dar (Cartmell et al, 2001).
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IL-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zytokin, das Einfluss auf die Antigen-
spezifische Immunabwehr und den Entzindungsprozess nimmt (Biffl et al,
1996; Patel et al, 1994). IL-6 ist ein Glykoprotein von etwa 26 kD Grofde,
das von stimulieten mononukledaren Phagozyten, Endothelzellen,
Fibroblasten und vielen anderen Zellen synthetisiert wird (Patel et al,
1994). Physiologische Stimuli fur IL-6 sind bakterielle Endotoxine, Viren,
IL-1, TNF-a und PDGF (Gemsa et al, 1991; Cartmell et al, 2000; Barton,
1996). Als physiologischer Mediator induziert es in der Leber die Bildung
zahlreicher Proteine der Akut-Phase-Reaktion, wie z.B. C-reaktives Pro-
tein (CRP), Fibrinogen und Serumamyloid-A (Patel et al, 1994) und fuhrt
im Hypothalamus zu einem starken Anstieg der Korpertemperatur
(Cartmell et al, 2000; Klir et al, 1993; Leon et al, 1998). Ahnlich wie IL-1
stimuliert es die ACTH-Synthese, fordert bei den B-Lymphozyten die Rei-
fung zu Immunglobulin sezernierenden Plasmazellen und kann die IgG
Sekretion massiv erhohen. Weiterhin ist IL-6 an der Reifung von T-Lym-
phozyten beteiligt und kann unter IL-2 Einfluss deren Differenzierung zu
CTL-Zellen bewirken. Glukokortikoide, die auf IL-6 gebildetes ACTH hin
ausgeschuttet werden, vermdgen Uber eine Art negativen Feed-back Me-
chanismus die Produktion von IL-6, IL-1 und TNF-a zu hemmen (Ibelgauft,
1999; Barton, 1996). Antiinflammatorische Eigenschaften der Glukokorti-
koide lassen sich auch in einer direkten Synthesehemmung von IL-1 und
TNF-a erkennen (Barton, 1996).

In der Hamatopoese spielt IL-6 eine wesentliche Rollen bei der Differen-
zierung der Megakaryozyten, bei der Vermehrung der Vorlauferzellen und

bei der Differenzierung in der Myelopoese (Barton, 1996).

Von klinischem Interesse konnen erhdhte Werte von IL-6 z.B. bei der me-
sangioproliferativen Glomerulonephritis und bei der Graft-versus-Host Re-
aktion nach Transplantation im Urin sein, als Nachweis bei einer Amnion
Infektionen im Fruchtwasser dienen und als Serum-Verlaufsparameter bei
Polyarthritis, bei entzindlichen Darmerkrankungen und beim multiplen

Myelom eingesetzt werden (Barton, 1996).
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Nach schwerem Trauma, Verbrennungen oder chirurgischen Eingriffen
kann es zu verlangerten und UbermaRigen, erhohten zirkulierenden Zyto-
kinwerten kommen, welche mit vermehrten Komplikationen und Mortalitat
assoziiert sind (Biffl et al, 1996). Dabei scheint nicht der kurzzeitige Spit-
zenwert, sondern vielmehr eine anhaltende Erhdhung der IL-6 Werte
einen ungunstigen Einfluss auf die Genesung zu haben. Auch bei Pati-
enten mit einem septischen Syndrom werden massiv erhohte IL-6 Werte
gefunden (Damas et al, 1992; Casey et al, 1993). IL-6 ist deshalb neben
anderen Sepsismarkern als Uberwachungs- und Verlaufsparameter von
klinischen Interesse, da es gut mit der Schwere der Erkrankung und der
Mortalitat korreliert (Spittler et al, 2000; Biffl et al, 1996; Antonelli et al,
1995; Damas et al, 1992; Patel et al, 1994).

Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)

Biochemisch werden zwei Formen des Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) un-
terschieden, das bekanntere TNF-a, auch Kachektin genannt, und das
TNF-B, von manchen Forschern als Lymphokin bezeichnet. TNF wurde
ursprunglich als Mediator entdeckt, der zur Tumornekrose fuhrt (daher der
Name) und im Serum von Tieren, die mit Lipopolysaccharide (LPS, auch

Endotoxin genannt) behandelt wurden, anzutreffen ist (Ibelgauft, 1999).

TNF-a wird Uberwiegend von den Monozyten und Makrophagen gebildet,
wahrend TNF-B von Lymphozyten produziert wird. Als koérperfremder Sti-
mulus kommen besonders LPS und andere bakterielle Produkte sowie
Viren in Betracht, aber auch koérpereigene Substanzen wie Interferone
(IFN-y), IL-2 und GM-CSF stimulieren die Freisetzung. IL-6 und TGF-f3
haben einen hemmenden Effekt auf die Produktion (Ibelgauft, 1999; Giroir,
1993).

Auch wenn TNF-a fir die normale Immunantwort unerlasslich ist, so kann
eine Uberexpression schwere Konsequenzen z.B. bei der Entwicklung des
septischen Schocks bei einer gramnegativen Sepsis oder der Kachexie
bei Tumor Patienten haben. Kreislauf-, Gerinnungs- und metabolische

Stoérungen spielen dabei eine zentrale Rolle.
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Erste klinische Versuche, den Verlauf der Sepsis oder des septischen
Schocks mit monoklonalen TNF-Antikorpern oder I6slichen TNF Rezepto-
ren zu beeinflussen, verliefen erfolglos (Abraham et al, 1998; Fisher et al,
1993).

Klinische Anwendung erfahren Anti-TNF-a Substanzen wie Etanercept®
(ein Protein aus der Fusion von dem p75 TNF Rezeptor und IgG1) und
Infliximab® (einem chimeren, spezifischen, monoklonalen TNF-Antikorper)
bisher bei schwerer rheumatoider Arthritis (Geborek et al, 2002; Spencer-
Green, 2000). Auch bei therapieresistenten aktiven Morbus Crohn kommt
Infliximab® zum Einsatz (Sandborn & Hanauer, 2002; Kalden, 2002).
Auch bei Patienten mit anderen rheumatischen Erkrankungen wie der an-
kylisierenden Spondylarthritis, Polymyositis, Morbus Still oder Morbus
Behget zeigte Infliximab® vielversprechende Wirkung (Kalden, 2002;
Aeberli et al, 2002).

IL-10

Auch das erst 1990 entdeckte Zytokin IL-10 hat sich als ein wichtiger Re-
gulator der Funktion lymphatischer und myeloischer Zellen erwiesen. Bil-
dungsort sind die THy-Untergruppe der T-Helfer-Zellen und einige akti-
vierte B-Zellen und Makrophagen, sowie TH;-Zellen. IL-10 blockiert unter
anderem die Synthese von einer Anzahl von Zytokinen (z.B. TNF-a und
TNF-B, IL-2, IFN-y, C-X-C Chemokine und IL-12) (Gemsa et al, 1991;
Parry et al, 1997; Shin et al, 1999).

In Makrophagen, die durch Endotoxin stimuliert wurden, unterdruckt 1L-10
die Synthese von IL-1, IL-6 und TNF-a auf mRNA Ebene (lbelgauft, 1999;
Remick et al, 1998).

Da eine UberschieRende Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
bei einer Infektion zu einem septischen Schock mit Multiorganversagen
bis hin zum Tod fUhren kann, exprimiert der Organismus gegenregulato-
risch antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, die der Organschadigung
entgegenwirken. IL-10 vermag bei systemischer Endotoxinamie die in-

flammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und MIP-2 herunterzuregulieren
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(Kalyanaraman et al, 1998; Standiford et al, 1995; Rongione et al, 1997).
Insgesamt fuhren diese Wirkungen dazu, dass die T-Zell vermittelte Im-
munentzundung gehemmt wird. Es wurde deshalb die Hypothese aufge-
stellt, dass eine prophylaktische oder therapeutische Gabe von IL-10 ei-
nen positiven Einfluss auf das Management einer intraabdominellen Infek-
tion und Sepsis hat (Rongione et al, 1997). In einem Rattenmodell zur
Sepsis konnte durch aulerlich zugefuhrtes IL-10 allerdings kein Benefit
bei Mortalitat und Morbiditat erreicht werden (Remick et al, 1998).

Transforming Growth Factor (TGF)

Bei den transformierenden Wachstumsfaktoren lassen sich die zwei, nicht

miteinander verwandten Proteine TGF-a und TGF-f3 unterscheiden.

Als biologische Aktivitaten fir TGF-a wird eine Kontrollfunktion bei der
Entwicklung und Differenzierung von Zellen beschrieben. Desweiteren
scheint TGF-a bei der Regeneration von Lebergewebe einen gewichtigen
Einfluss zu haben. Daruber hinaus wurde TGF-a als Wachstumsfaktor
beim Ovarialzellkarzinom identifiziert und spielt in der Angiogenese bei der
Proliferation von Endothelialzellen eine Rolle. Da TGF-a von Tumorzellen
produziert wird, wird ein Einfluss auf die Vaskularisierung des Tumorgewe-
bes vermutet (Ibelgauft, 1999).

TGF-B ist ein multifunktionell wirkender Faktor, der auto- und parakrin
wirksam ist und die Proliferation und Differenzierung von Zellen sowohl zu
stimulieren als auch zu inhibieren vermag. TGF-B kann von vielen ver-
schiedenen Zellen synthetisiert werden: Thrombozyten, Lymphozyten,
Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen. TGF- findet sich in ho-
her Konzentration im Serum und wird als wesentlicher nattrlicher Regu-
lator der Homoostase in der Epidermis vermutet (Gemsa et al, 1991).
TGF-B ist einer der starksten Wachstumshemmer auf eine ganze Reihe
von Gewebezellen wie Endothel-, Nerven-, Lymph-, hamatopoetische
Zellen und Fibroblasten, abhangig vom Zelltyp und der Konzentration. Auf
hamatopoetischer Ebene inhibiert TGF die Synthese von GM-CSF, IL-3

und die Expression von G-CSF Rezeptoren.
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Entgegen seiner Namensgebung wirkt TGF- tGberwiegend antiproliferativ
und vermag nahezu die gesamte Palette der Wirkungen proinflammatori-
scher Zytokine zu inhibieren. Die Aktivierung der Abwehrzellen und deren
Proliferation wird durch diesen Mediator weitgehend supprimiert (Stadler
et al, 1995).

Im Immunsystem besitzt TGF-B Uberwiegend suppressiven Charakter.
TGF-B wirkt als funktioneller Antagonist zu IL-1 und IL-2, indem er die
IL-2-abhéngige uUberschielende klonale Expansion von T-Zellen verhin-
dert und die IL-1 abhangige Proliferation von Lymphozyten hemmt
(Ibelgauft, 1999). Ergebnisse aus einem Modell zur Sepsis konnten zei-
gen, dass von Makrophagen produziertes TGF-3 auf parakrine Art die IL-2
MRNA Expression in T-Zellen supprimiert und die IL-2 Produktion und die
Zell Proliferation vermindert (Ahmad et al, 1997). In LPS stimulierten
Makrophagen der Maus konnte TGF-B die Expression von IL-1B und
TNF-a inhibieren. Auch in mehreren Organen vermochte TGF- diese

zwei Zytokine herunter zu regulieren (Imai et al, 2000).

1.3.8 Chemokine
Wie der Name schon impliziert, wirken die Peptide dieser proinflammato-

rischen Zytokine Uberwiegend chemotaktisch auf unterschiedliche Zellen.
Neben einer wichtigen chemotaktischen Funktion fir Leukozyten fuhren
sie zur Aktivierung und Degranulation von Granulozyten, Verstarkung von
anderen Zytokinen, Histaminfreisetzung aus Basophilen, Aktivierung von
Killer-Zellen, Angiogenese und Uben hamatopoetische Funktionen aus
(Ibelgauft, 1999; Adams & Lloyd, 1997).

Die recht kleinen Peptide mit einer Molekulmasse von 8-10 kD besitzen
eine 20-50% Ubereinstimmung in ihrer Proteinsequenz und lassen sich
anhand ihrer Aminosauresequenz und ihrer Rezeptoraffinitat in drei grol3e
Gruppen einteilen: die Gruppe der C, C-C und der C-X-C Chemokine.

Der Unterschied in ihrer Struktur auf3ert sich vor allem in ihrer Funktion
und Wirkung in der Immunantwort: C-X-C Chemokine (Prototyp IL-8,
MIP-2) locken bevorzugt Neutrophile und Lymphozyten an, wahrend C-C
Chemokine (Prototyp MCP, MIP-1) besonders chemotaktisch auf Mono-
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zyten/Makrophagen, NK-Zellen, B-Lymphozyten, Baso- und Eosinophile
wirken. Lymphotaktin als Vertreter der C Unterfamilie wirkt besonders auf
die T-Lymphozyten (Adams & Lloyd, 1997; Wolpe & Cerami, 1989).
Chemokine werden von einer Vielzahl von Zellen und Geweben gebildet.
Eine massiv gesteigerte Sekretion lasst sich nach Stimulation durch
proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-2, TNF-a, IFN-y oder LPS be-
obachten, wahrend TGF-B, IL-4 und IL-10 einen inhibitorischen Effekt zei-
gen (Kalyanaraman et al, 1998; Adams & Lloyd, 1997; Shemes et al,
2000).

Makrophage Inflammatory Protein (MIP)

Drei Varianten von MIP werden beschrieben: MIP-1, MIP-2 und MIP-3, alle
jeweils noch mit zwei Untergruppen a und B (lbelgauft, 1999; Driscoll,
1994).

Wahrend MIP-1 und MIP-3 in die Gruppe der C-C Chemokine eingeordnet
werden, zahlt MIP-2 zu den C-X-C Chemokinen. MIP-2 wirkt ausgespro-
chen chemotaktisch auf segmentierte neutrophile Granulozyten und kann
deren Degranulation bewirken. Bei der Entwicklung der lokalen und sy-
stemischen Entziindungsreaktion bei einer Peritonitis spielt MIP-2 eine
wichtige Rolle (Walley et al, 1997; Ibelgauft, 1999;Wolpe & Cerami, 1989;
Kalyanaraman et al, 1998). Die Funktionen von MIP-2 in Nagetieren
entsprechen im wesentlichen denen von IL-8 im Menschen (Ibelgauft,
1999).

Von Tsujimoto et al. wurde in einem CLP Tiermodell an Mausen eine ver-
mehrte MIP-2 mRNA Expression im Gewebe der Lunge mit einer Anhau-
fung von Neutrophilen beobachtet. Durch Anti-MIP-2 Antikorper konnte die
CD11b Expression und die Chemotaxis der Lungen-Neutrophilen inhibiert
und ein Lungenddem vermindert werden, was zu einer Reduktion der

Mortalitat bei einer Peritonitis beitrug (Tsujimoto et al, 2002).
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14 Hamatopoetische Wachstumsfaktoren

Hamatopoetische Wachstumsfaktoren (HGF) sind Glykoproteine, die eine
entscheidende Rolle bei der Proliferation, Reifung und Differenzierung der
Vorlauferzellen im Knochenmark spielen. Sie beeinflussen die Produktion
und Aktivitat von Neutrophilen, indem sie die Anzahl und die Lebensdauer
der zirkulierenden Zellen erhdhen und ihre phagozytischen und mikrobizi-
den Krafte verstarken (Kullberg & van der Meer, 1996). Die Produktion
von Neutrophilen und anderen Blutzellen, die in der Abwehr einer Infektion
eine Rolle spielen, hangt von der Anwesenheit von sogenannten
Wachstumsfaktoren ab. Diese vermdgen im Falle einer Infektion die Po-
pulation der phagozytierenden Zellen massiv zu erhdhen und damit die
Uberlebenschancen zu verbessern (Gregory et al, 1991). HGF's erhdhen
die Anzahl und verlangern die Lebenszeit von hamatopoetischen Zellen,
insbesondere der Neutrophilen, die in der Wirtsabwehr eine entschei-
dende Rolle spielen. Die Wachstumsfaktoren wirken chemotaktisch auf
die Zellen an den Ort der Entzindung und steigern deren phagozytische
und zytotoxische Aktivitat (Wang et al, 1988; Welte et al, 1996).

Bakterienprodukte und proinflammatorische Mediatoren bei einer Infektion
stimulieren die Produktion koérpereigenen Wachstumshormone. IL-1 und
TNF-a aktivieren nicht nur Endothelzellen, Fibroblasten, Monozyten, son-
dern auch Knochenmarkzellen, die daraufhin verschiedene HGF's wie
G-CSF (Granulozyten-Kolonie Stimulierender Faktor), GM-CSF (Granulo-
zyten-Makrophagen-Kolonie Stimulierender Faktor) und IL-3 freisetzten
(Kullberg & van der Meer, 1996; Nagata, 1994).

Der Hauptbildungsort der HGF s in Zellen sind die T-Lymphozyten, Mono-
zyten, Fibroblasten und Endothelzellen. Bisher identifizierte Faktoren sind
z.B. der Stammzellfaktor (SCF), IL-3 (oder Multi-CSF), M-CSF
(Makrophagen-Kolonie Stimulierender Faktor), GM-CSF und G-CSF,
benannt meist nach der Zelllinie, deren Proliferation sie Uberwiegend an-

regen (Kullberg & van der Meer, 1996; Gregory et al, 1991).
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141 GM-CSF

Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF)
wird unter anderem von T- und B-Lymphozyten, Makrophagen,
Fibroblasten und Endothelzellen sowie von einer grol3en Anzahl von Ge-
webezellen gebildet (Hartung et al, 2001). Das Hormon wirkt lokal in der
fruihen Reifungsphase der Vorlauferzellen und beeinflusst das Wachstum
und die Proliferation von Neutrophilen, Eosinophilen, Monozyten und stei-
gert die Reaktivitat der reifen Zellen (Gregory et al, 1991; Peter & Pichler,
1991). Unter Einfluss von GM-CSF wird z.B. die Chemotaxis, der oxidative
Burst und die Phagozytose von Neutrophilen und Monozyten verstarkt. In
Tierstudien mit Endotoxin wurden proinflammatorische Eigenschaften von
GM-CSF beschrieben (Hartung et al, 2001). Daflr scheint der Anstieg des
inflammatorischen TNF-a, welches durch Monozyten freigesetzt wird, eine
wichtige Rolle zu spielen (Goergen et al, 1994; Nelson, 1994). Im Gegen-
satz zu G-CSF wurde bei Applikation von GM-CSF sowohl bei septischen
Tieren (Goergen et al, 1994), als auch bei septischen Patienten (Nelson,
1994) eine erhdhte Mortalitat beobachtet. (Hartung, 1998; Ishikura et al,
1996).

Humaner GM-CSF ist spezies-spezifisch, als rekombinanter Faktor wird er
zur Beschleunigung der Hamatopoese nach Chemotherapie eingesetzt.
Unter GM-CSF expandiert der periphere Stammzellpool, so dass diese
Zellen als Alternative zum Knochenmark von einem Spender enthommen

und transplantiert werden konnen (Link, 1995).

14.2 G-CSF

Von den gleichen Zellen wie GM-CSF gebildet, stimuliert G-CSF die Rei-
fung von Neutrophilen im Knochenmark und zirkuliert im Gegensatz zu
anderen Wachstumsfaktoren in geringer Konzentration in der Peripherie
(Peter & Pichler, 1991; Nelson, 1994; Hartung, 1998). In der Gruppe der
hamatopoetischen Zytokinen hat G-CSF bisher die grofite klinische Be-
deutung. Rekombinant, in E.coli und Saugetier-Zellen hergestelltes G-CSF
gibt es in zwei unterschiedlichen Formen: das nicht-glykolisierte Filgrastim
(r-metHuG-CSF) und das glykolisierte Lenograstim. Die Wirkung des
G-CSF erfolgt Uber Zellwandrezeptoren, die sich auf Zellen der



1 Einleitung 31

neutrophilen Stammreihe, auf Frihformen von Monozyten, auf Plazenta-
zellen, Endothelzellen und einigen Karzinomzellen finden (Boneberg et al,
2000; Bauhofer et al, 1998a; Hartung et al, 2001). Wahrend der Gabe von
G-CSF wird ein deutlich erhdhter Plasmaspiegel von Neutrophilen be-
obachtet, mit vermehrter Infiltration in verschiedenen Organen wie Leber
und Lunge (Cohen et al, 1987; O'Reilly et al, 1994; Lundblad et al, 1995;
Nagata, 1994). Im Gegensatz zu GM-CSF und IL-3 konnte kein uner-
wunschter Angriff der Gewebe festgestellt werden (Nagata, 1994,
Lundblad et al, 1996). Die Reifungszeit der Neutrophilen im Knochenmark
wird durch G-CSF von 5 auf 1 Tag verkurzt, was eine schnelle Freisetzung
der Zellen in die Zirkulation zur Folge hat. Neben der Rekrutierung neuer
Zellen beeinflusst G-CSF die Effektor-Funktionen der Neutrophilen, wie
z.B. den oxidativen Burst, die Phagozytose und die Chemotaxis (Welte et
al, 1996; Wang et al, 1988). Zu einer verlangerten Lebensdauer der Zellen
kommt es, indem das Hormon die Zell-Apoptose hinauszogert
(DeLamarter, 1988; Lundblad et al, 1995). Alle diese Effekte fuhren zu
einem Anstieg und einer hoheren Aktivitat der Neutrophilen am Entzin-
dungsgeschehen (Hartung et al, 1998; Weiss et al, 1995; Bauhofer et al,
1997b). Anders als bei GM-CSF beobachtet, kommt es nach LPS-Stimu-
lation von Vollblut unter G-SCF Prophylaxe nicht zu einer Erhdhung von
TNF-a, jedoch zu vermehrter Expression l6slicher TNF-Rezeptoren
(sTNF-R) und Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten (IL-1ra) (Hartung et al,
1995). Insgesamt kann also unter G-CSF Applikation eine deutliche Ten-
denz zur Freisetzung antiinflammatorischen Mediatoren beobachtet wer-

den.

1.4.3 G-CSF Dosis und Applikationsschemata

In Studien zur Kinetik hat sich gezeigt, dass subkutane Injektionen die ef-
fektivste Applikationsmethode fir CSF’s darstellen. Nach intravendser
(i.v.) Injektion kommt es zu einer raschen Konzentrationsabnahme, wah-
rend die subkutane Gabe zu einer langsameren und anhaltenderen sys-
temischen Freisetzung von G-CSF fuhrt (Tanaka & Kaneko, 1991). Eine

G-CSF Gabe in vivo bewirkt einen schnellen Dosis-abhangigen Anstieg
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der Neutrophilen im Blut und wird nach Absetzen rasch eliminiert, mit

gleichzeitigem Abfall der Neutrophilenzahl (Nagata, 1994).

Far die Wirksamkeit des G-CSF in Bezug auf die Mortalitat, ist es von Be-
deutung, dass die Gabe vor der Infektion erfolgt, damit die Neutrophilen
schon vor der eigentlichen Entziindung zur Abwehr bereitstehen (Villa et
al, 1998; Hartung et al, 1998). Nach Absetzen der Injektionen wird ein
Ruckgang der weillen Blutzellen auf Normalniveau in 1-3 Tagen be-
obachtet (Metcalf, 1991).

1.4.4 G-CSF Anwendungen

Klinische Anwendung findet G-CSF bisher in gro3eren Umfang bei Pati-
enten mit schweren Leukopenien, bei Patienten, die eine Chemotherapie
(mit/ohne Knochenmark Transplantation) bekommen, sowie bei immun-
supprimierten Patienten nach Organtransplantation (Nagata, 1994; Welte
et al, 1996). Auch die schweren kongenitalen, zyklischen und idiopathi-
schen Neutropenien mit einer Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten
<500/ul und neutropenischem Fieber stellen eine Indikation fur die G-CSF
Therapie dar (Link, 1995; Link et al, 1994; Garcia-Carbonero et al, 2001).
Weitere wichtige klinische Anwendungen erfahrt G-CSF bei akuter Leu-
kamie, bei aplastischer Anamie (AA), bei myelodysplastischen Syndromen
(MDS) und zur Mobilisierung von hamatopoetischen Vorlauferzellen in das
periphere Blut, die dann durch Leukopherese zur Transplantation
gewonnen werden (Welte et al, 1996; Bishop et al, 2000). Bei Frihgebo-
renen mit drohender Sepsis konnte ein deutlicher Anstieg von Neutrophi-
len im Blut erreicht und konnten darauffolgende nosokomiale Infektionen

vermindert werden (Miura et al, 2001).

Studien mit G-CSF in den letzten Jahre konnten Uber einen gunstigen Ef-
fekt bei infizierten, nicht-neutropenischen Patienten berichten. In experi-
mentellen Studien verringerte G-CSF in Kombination mit Antibiotika die
Mortalitat bei Tieren mit schweren Verbrennungen (Silver et al, 1989), mit
einer Pneumonie (Preheim et al, 1996) oder einer Peritonitis (Villa et al,

1998). In klinischen Studien wurde bisher ein Schwerpunkt auf die Sicher-
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heit einer G-CSF Applikation bei Patienten mit verschiedenen Infektionen
gelegt. Eine Prophylaxe mit G-CSF wurde bisher als sicher und effektiv in
der Behandlung nach operativen Eingriffen (Wiik et al, 1999; Gross-
Weege et al, 1999; Weiss et al, 1995) und bei der Behandlung von infi-
zierten FURen bei Diabetikern beschrieben (Gough et al, 1997). In einer
klinischen Studie zur Sepsis aufgrund schwerer Verbrennungen konnte
durch die Applikation von G-CSF die Mortalitat deutlich gesenkt werden
(Arslan et al, 2000). Stephens et al. beschrieben den adjuvanten Einsatz
von G-CSF bei der Behandlung des septischen Schocks als sicher und
empfahlen den Einsatz bei dem endemischen Erreger Burkholderia pseu-
domallei (Stephens D.P. et al, 2002). Bei der Behandlung von ambulant
erworbenen Pneumonien konnten Nelson et al. eine gute Vertraglichkeit
von G-CSF mit tendenziell verminderten Komplikationen beobachten
(Nelson et al, 1998). In einem Cochrane Literatur Review zur adjuvanten
Gabe von G-CSF zu einer Antibiotikatherapie bei Pneumonie bei nicht-
neutropenischen Erwachsenen fanden Cheng et al. keinen Hinweis fur
eine verbesserte Mortalitat bei der Routinebehandlung (Cheng A.C. et al,
2004).

Schwere Nebenwirkungen werden kaum beobachtet, vereinzelt wird Gber
leichte Knochenschmerzen, Kopfweh und Mudigkeit berichtet (Hartung et
al, 1995; Weiss et al, 1995).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass G-CSF mit seinen anti-
inflammatorischen Eigenschaften die Immunabwehr des Organismus nicht
nur in vorklinischen Modellen, sondern auch in der klinischen Situation

verbessern kann (Hartung, 1998).

1.4.5 G-CSF bei Peritonitis und Sepsis

Die antiinfektiosen und antiinflammatorischen Eigenschaften von G-CSF
sind auch in der Allgemeinchirurgie von besonderem Interesse bei der
Bekampfung von mikrobiellen Erregern, die eine Peritonitis oder Sepsis
hervorrufen. Fur Situationen des klinischen Alltags ist insbesondere die
gleichzeitige prophylaktische Gabe von G-CSF in Kombination mit Antibi-
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otika von Bedeutung (Villa et al, 1998). Dieses muss in Tiermodellen zur

abdominellen Sepsis berticksichtigt werden.

Mehrere Tierstudien zur intraabdominaler Sepsis mit G-CSF Prophylaxe
wurden bisher durchgefiihrt und konnten eine Verbesserung der Uberle-
bensrate der Tiere insbesondere in der Kombination mit Antibiotika nach-
weisen (O'Reilly et al, 1994; Lorenz et al, 1994; Lundblad et al, 1995;
Lundblad et al, 1996; Villa et al, 1998; Ishikura et al, 1996; Bauhofer et al,
2002a; Bauhofer et al, 2002b). Es wurde gezeigt, dass es unter G-CSF
Therapie zu einer deutlichen Abnahme der Bakterien sowie auch der En-
dotoxine im Blut und zu einer verringerten Ansammlung von Bakterien in
Organen kommt (Lundblad et al, 1995; Lundblad et al, 1996).

Auf hormoneller Ebene kam es zu einer geringeren Freisetzung
proinflammatorischen Serumzytokine wie TNF-a, IL-6 und MIP-2 und
gleichzeitig zu einer Zunahme von antiinflammatorischen Mediatoren wie
IL-10, I6slichen TNF Rezeptoren (sTNF-R) und IL-1 Rezeptorantagonisten
(IL-1ra) (Lorenz et al, 1994; Villa et al, 1998; Bauhofer et al, 1999b; Pajkrt
et al, 1997). Eine regelmallig bei Sepsis zu beobachtende Hamokon-
zentration und Lactatazidose wurde durch G-CSF Gabe verhindert. Histo-
pathologisch konnten keine signifikanten Veranderungen durch Sepsis in
den Geweben der Lunge, Leber, Milz oder Niere unter G-CSF Therapie
gefunden werden (Lundblad et al, 1996). Durch G-CSF konnte die
Chemotaxis und die O, Produktion von den PMN’s deutlich verbessert
und durch ein Antibiotika zusatzlich verstarkt werden (Ishikura et al, 1996;
Goya et al, 1993).

Neben messbaren Werten wie Uberlebensrate oder Hormonkonzentratio-
nen spielt bei der Beurteilung einer erfolgreichen Patientenbehandlung
auch zunehmend das personliche Genesungsverhalten, die sog. Lebens-
qualitat eine wichtige Rolle. In einer Studie von Bauhofer et al. zum
Krankheitsverhalten bei septischen Ratten konnte ein positiver Einfluss
von G-CSF in Kombination mit Antibiotika nicht nur auf die Uberlebensrate
sondern auch auf das Krankheitsverhalten (sickness behaviour) be-
obachtet werden (Bauhofer et al, 2002b). Dieses Verhalten entspricht in

einigen Punkten der Lebensqualitat.
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Hinweise, dass das Infektions- und Sepsisrisiko bei chirurgischen Intensiv-
patienten mit SIRS durch die Gabe von G-CSF vermindert wird, liefert eine

erste Pilotstudie von Gross-Weege (Gross-Weege et al, 1999).

1.5 Sepsis Therapie bisher und neue Ansatze

Trotz verbesserter diagnostischer Mdglichkeiten, wirksamen Antibiotika,
moderner Intensivbehandlung und aggressiver chirurgischer Behandlun-
gen verstirbt immer noch gut ein Drittel aller Patienten mit schwerer se-
kundarer Peritonitis (Wittmann et al, 1996). Die bisherige Therapie der
Peritonitis beruht auf drei Saulen: der chirurgischen Herdsanierung, der
antibiotischen Therapie und der Intensivbehandlung. Bei der Herdsanie-
rung gelten immer noch die von Kirschner (Kirschner, 1926) aufgestellten
Maximen der Sanierung des Infektionsherdes mit: VerschlieBung der In-
fektionsquelle, der Drainage und der intensivmedizinischen Nachbehand-
lung mit Flussigkeitssubstitution, parenetraler Ernahrung und Antibiotika-
therapie (Woltmann et al, 1998; Bohnen, 1996). Mit der Einfihrung der
Prinzipien der chirurgischen Behandlung bei Peritonitis konnte im Ver-
gleich zur rein konservativen Therapie eine deutliche Reduktion der Mor-
talitdt von ca. 90% im 19ten Jahrhundert auf ca. 40% in 1926 erreicht
werden (Kirschner, 1926; Christou et al, 1993). Zur weiteren Optimierung
der Sepsistherapie wurde im Jahr 2002 die Surviving Sepsis Campagne
ins Leben gerufen. Die neuesten Erkenntnisse aus der Intensivtherapie
sollen zur Verbesserung der Uberlebensrate von Sepsispatienten beitra-
gen. Hierzu wurde eine evidence basierte Leitlinie der Sepsistherapie im
Jahr 2004 publiziert (Dellinger et al, 2004).

Bei Entzindungen, die vom Darm - besonders des Kolons - herruhren,
konnen Hunderte verschiedener bakterieller Spezien das Peritoneum be-
siedeln, von denen aber nur eine geringe Anzahl eine Rolle bei der Infek-
tion spielen (Bohnen et al, 1992; Wittmann et al, 1996). Wie Onderkonk in
einem Tiermodell nachweisen konnte, spielt besonders E.coli bei der fru-
hen Mortalitat eine Rolle, wahrend Enterokkokken bei der spateren Abs-
zessbildung einen wesentlichen Anteil haben. Dabei wurde auch erstmals

ein Synergismus der verschiedenen Erreger deutlich, der den Ablauf der
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Entziindung beeinflusst (Weinstein et al, 1975). Die Auswahl des Antibioti-
kums im klinischen Alltag muss sich also gegen eine Mischinfektion rich-
ten und sollte besonders fakultativ gramnegative Bakterien und obligate
Anaerobier abdecken. Bacteroides fragilis und E.coli gehdren zu den Er-
regern, die bei einer intra-abdomineller Entzindung am haufigsten isoliert
werden kénnen und stellen daher wahrscheinlich die Organismen, die an
ehesten eine Bakteriamie oder Sepsis verursachen (Engemann, 1993;
Wittmann et al, 1996; Bohnen et al, 1992; Christou et al, 1993).

Bohnen et al. erstellten 1992 eine erste Leitlinie zur Verwendung von An-
tibiotika bei intraabdominellen Infektionen (Bohnen et al, 1992). In einer
Konsensus Konferenz wurde 1996 von internationalen Experten eine Leit-
linie zum Einsatz und zur Dauer der antibiotischen Behandlung bei chirur-
gischen Infektionen des Abdomens erarbeitet, um zu einer einheitlichen
und optimalen antibiotischen Therapie bei schweren chirurgischen (auf
intraabdominelle Ursachen beschrankte) Infektionen zu gelangen (Schein
et al, 1996). Neben den herkdmmlichen Ansatzen zur Bekampfung von
bakteriellen Infektionen und Sepsis, wie antibiotische Therapie und chirur-
gische Intervention, werden seit Jahren neue Ansatze getestet, um die
Wirtsabwehr zu beeinflussen. Eine zunehmende Resistenz gegen Antibio-
tika (besonders der Pneumokokken), das Entstehen von multiresistenten
Enterokokkenstdmmen und die abnehmende Sensitivitat von Anaerobiern
und gramnegativen Darmbakterien verlangen eine permanente Anpas-

sung von Therapiestrategien (Elsakr et al, 1998).

Die unverandert hohe Mortalitat bei kritisch kranken Patienten und neue
Erkenntnisse im Verstandnis des Immunprozesses im menschlichen Or-
ganismus haben zur Erprobung neuer Therapieansatze geflhrt. Den Ent-
zundungsmediatoren und Wachstumsfaktoren werden dabei besondere
Aufmerksamkeit gewidmet (Neugebauer et al, 1996; Kullberg & van der
Meer, 1996; Bauhofer et al, 1998a). Voraussetzung fur den Einsatz neuer
Mittel ist aber, dass der Entzindungsprozess in seiner Entstehung und in

seinem Ablauf besser verstanden wird.

Der bei SIRS oder Sepsis ablaufende immunologische Prozess wurde von

mehreren Autoren in unterschiedliche Stadien eingeteilt (Stadler et al,
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1995; Docke et al, 1994; Neugebauer et al, 1996). Die frihe Phase ist
durch eine Hyperinflammation gekennzeichnet, mit einer massiven Pro-
duktion und Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren (z.B.
TNF-aq, IL-1, IL-6, IL-8) und Aktivierung von Abwehrzellen. Parallel werden
immnunsuppressive Mediatoren (z.B. PGE,, IL-10, TGF-B) gebildet, um
das Entzindungsgeschehen unter Kontrolle zu halten (Neugebauer et al,
1996; Pinsky, 2001). In der spateren Phase, die von manchen Autoren als
Immunparalyse bezeichnet wird, Uberwiegt die antiinflammatorische
Gegenregulation mit Unterdriickung der zellularen Immunabwehr (siehe
Abbildung 1.2) (Docke et al, 1994; Volk et al, 2000). Fir den Verlauf einer
Entzindungsreaktion ist es daher von entscheidender Bedeutung, wie die
Krafte zwischen pro- und antiinflammatorischen Mediatoren verteilt sind.
Ebenso kann es flir den Einsatz und die Effektivitdt mdglicher
therapeutischer Mittel entscheidend sein, in welcher Phase das
Immunsystem sich befindet, um in dem jeweiligen Stadium mit unter-
schiedliche Therapien einzugreifen (Stadler et al, 1995; Volk et al, 2000).
Anti-Endotoxin oder antiinflammatorische Strategien sollten demzufolge zu
Beginn eines entzindlichen Geschehens eingesetzt werden. Die Blo-
ckierung von immunsuppressiven Mediatoren, Plasmaaustauschtherapie
oder Immunstimulation sollten im spateren Stadium der ,Immunparalyse”

angewandt werden (Neugebauer et al, 1996; Docke et al, 1994).
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Abbildung 1.2 Verschiedene Stadien mit hdmatologischen Mediatoren im Verlauf einer
Immunabwehr bei einem infektiésen Geschehen (Peter & Pichler, 1991)
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Von Neugebauer und Lorenz wurde schon 1987 ein Uberblick Uber wich-
tige Mediatoren im Zusammenhang mit dem septischen Schock gegeben
und gleichzeitig kritisch bemerkt, nicht einen einzelnen Mediator allein fur
das komplexe Sepsisgeschehen verantwortlich zu machen (Neugebauer
et al, 1987). Die Annahme eines Unikausalprinzips als Korrelation zwi-
schen einer Mediatorveranderung und dem aktuellen klinischen Bild des
Patienten fuhrt zu einem falschen Verstandnis und zu unzureichenden

Behandlungsschlussfolgerungen.

Studien, in denen versucht wurde, mit Antikdrpern oder Rezeptor-Blockern
den Entzindungsprozess auf der Ebene eines Mediators zu beeinflussen,
haben die Entwicklung und die Auspragung der Sepsis nicht wesentlich
beeinflussen kdénnen (Dinarello et al, 1993; Fisher et al, 1994; Ziegler et al,
1991; Abraham et al, 1998; Marchant et al, 1996; Greenman et al, 1991;
Bone et al, 1987).

Einen Therapieansatz, der nicht nur auf die Beeinflussung eines einzelnen
Mediators abzielt, bieten die hamatopoetischen Wachstumsfaktoren
(HGF). Sie nehmen Einfluss auf die Immunabwehr unabhangig von der
Erregerursache und sind nicht auf einen Mediator fixiert. In ihrer Wirkung
sind sie zielgerichteter als die multifunktionellen Zytokine, besonders sol-
che Faktoren wie G-CSF, GM-CSF und M-CSF, die insbesondere die
Anzahl und Aktivitat von Phagozyten wahrend der Infektion erhohen
(Kullberg & van der Meer, 1996; Bauhofer et al, 1998a).

1.6 Experimentelle Tiermodelle zur Sepsis

Tierversuche stellen eine wesentliche Grundlage zur Erprobung neuer
Medikamente oder Therapien dar, bevor sie in klinischen Studien getestet
werden. In Tierversuchen, die unmittelbar zur Entwicklung neuer Thera-
pieansatze fuhren, sollte versucht werden, die klinische Situation mog-
lichst genau nachzustellen und Rulcksicht auf die verschiedenen Einfluss-
faktoren zu nehmen, um maoglichst Gbertragbar auf den Menschen zu sein.
Ein gutes Sepsismodell sollte einfach und gut reproduzierbar durchfuhrbar
sein und im Verlauf den klinischen Entwicklungsprozess von der lokalen

Infektion bis hin zum septischen Schock mit Organversagen widerspie-
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geln. In der Forschung auf dem Gebiet der Sepsis gibt es eine Vielzahl an
unterschiedlichen Anséatzen, um in Tiermodellen eine Infektion zu induzie-
ren (Parker & Watkins, 2001):

Um eine gramnegative Sepsis zu induzieren, ist es z.B. moglich den Tie-
ren LPS oder lebende Bakterien (z.B. E.coli) parenteral zu verabreichen
(Remick et al, 2000; Swensson et al, 1991). Beide Modelle sind weit ent-
fernt von einer klinisch relevanten Situation. Kunstliche Perforationen im
Magen-Darmtrakt, das Einbringen von infiziertem, fremdem Gewebe in
Weichteilgewebe, fakale Inokulation oder Verabreichung von bestimmten
Bakterienkulturen in die Bauchhdhle (Mathiak et al, 2000) und chirurgische
Operationen, welche die normale Barriere des Gastrointestinaltrakts sto-
ren, kommen zur Anwendung (Wichterman et al, 1980; Baue et al, 1996).
Das ,Caecal Ligation and Puncture Modell* (CLP) und die fakale Inokula-
tion werden in der Sepsis Forschung haufig verwendet (Wichterman et al,
1980; Remick et al, 2000; Parker & Watkins, 2001). In beiden Modellen
kommt es zu einer multimikrobiellen Infektion. Im CLP-Modell Iasst sich
allerdings die Erregermenge nicht besonders genau dosieren. Die Ver-
wendung von humanen Stuhl hat zwei Vorteile. Einerseits kann eine Tole-
ranz gegenuber eigenem Stuhl mancher Tierspezies vermieden werden
und anderseits das gleiche Keimspektrum und den auftretenden Antibioti-
karesistenzen getestet werden. Bei den meisten Tiermodellen wird der
Einfluss einer klinisch komplexen Situation mit Antibiotikagabe, Volu-
menmanagement, Schmerztherapie und deren Wirkung auf das Immun-
verhalten vernachlassigt (Parker & Watkins, 2001; Baue et al, 1996).

1.6.1 CMRT (Klinik modellierende randomisierende Studien)

Als Untersuchungsmodell fur ein Konsensus unterstutztes Sepsis-Stu-
dienprotokoll Entwicklung mit G-CSF wurde von Lorenz et al. 1994 ein
Tiermodell entwickelt, das eine klinisch relevante Situation nachstellt
(Lorenz et al, 1994). Ziel dieses Konzepts ist es, die Auswirkung von
neuen immunmodulierenden Medikamenten besser zu verstehen und das
mogliche Risiko fur den Patienten abzuschatzen. Der Einfluss von ver-
schiedenen therapeutischen Interventionen im klinischen Alltag auf das

komplexe Verhalten der Zytokine wird in dem Modell starker berucksich-
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tigt. Es wurde ein Tiermodell zur postoperativen Peritonitis entwickelt,
dass den Einfluss der Anasthesie, der prophylaktischen perioperativen
Antibiotikagabe, der Laparatomie als umfangreichen chirurgischen Eingriff,
der Infektion durch menschliche Stuhlerreger und der Analgesie durch
Opioide beinhaltet. In diesem Modell wurde dann der Effekt des immun-
stimulierende Zytokins G-CSF untersucht (Bauhofer et al, 1998a;
Bauhofer et al, 2002a). Neben der Modellation der klinischen Komplexizi-
tat enthalt das Modell die Bedingungen von randomisierten, kontrollierten,
klinischen Stadien. Fir diese neue Art des Tiermodells wurde der Name

CMRT (,Clinic Modelling Randomized Trials“) gepragt.

Das Modell der CMRT wurde bisher fur ein Reihe von Untersuchungen
verwendet. Der Einfluss von G-CSF bei Sepsis auf die Mortalitat mit und
ohne Antibiotika wurde getestet (Lorenz et al, 1994) und die Auswirkungen
von G-CSF auf die Leukozyten und ihre veranderten zellularen Funktionen
wurden bei der Bekampfung der Bakterien studiert (Bauhofer et al, 1996c;
Bauhofer et al, 1996b). Bei Untersuchungen von Interaktionen mit thera-
peutisch-chirurgischen Eingriffen wie der Peritoneallavage zeigte sich ein
Vorteil der G-CSF Prophylaxe gegenlber einem eher negativen Einfluss
des interventionellen Eingriffes (Bauhofer et al, 2001b; Bauhofer et al,
2002a). Auch konnte ein positiver Einfluss auf das Verhalten der septi-
schen Tiere mit G-CSF und Antibiotika Prophylaxe beobachtet werden
(Bauhofer et al, 2002b; Bauhofer et al, 2001d).

In Studien an mehreren hundert mannlichen Wistar-Ratten wurde die In-
teraktion von G-CSF in Kombination mit verschiedenen Antibiotika unter-
sucht (Bauhofer et al, 2004b). Es wurde gezeigt, dass im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe die Mortalitat unter G-CSF Gabe in Kombi-
nation mit Antibiotikum deutlich gesenkt werden konnte. Dabei wurde
deutlich, dass nicht jedes Antibiotikum im Zusammenspiel mit G-CSF den
gleichen positiven Effekt aufwies. Von den getesteten Antibiotika war eine
Kombination mit Co-Amoxiclav oder mit Cefuroxim/Metronidazol am wirk-
samsten in der Reduktion der Mortalitatsrate, wahrend die Kombination
von G-CSF mit Ceftriaxon/Metronidazol keinen zusatzlich positiven Effekt
zeigte (Bauhofer et al, 1997a; Bauhofer et al, 2004b).
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Da das Patientengut bei klinischen Studien eine grol’e Heterogenitat auf-
weist und Vorerkrankungen einen entscheidenden Einfluss auf den Aus-
gang bei schweren Erkrankungen haben koénnen, wurde in mehreren
CMRT's der Einfluss von verschiedenen Risikofaktoren untersucht. Die
Auswirkungen von pra- und intraoperativen Blutverlust und Diabetes
mellitus mit und ohne G-CSF Prophylaxe auf die Uberlebensrate bei septi-
schen Ratten wurde getestet (Bauhofer et al, 1998b). Diese vielfaltigen
Untersuchungen mit G-CSF in Tierversuchen bildeten die Grundlage fur
eine Studienprotokollentwicklung flr eine randomisierte Multizenterstudie.
In der Studie mit Patienten, die auf Grund eines kolorektalen Krebs ope-
riert wurden und ein erhohtes perioperatives Risiko (ASA 3 und 4) aufwie-
sen, wurde untersucht, ob durch G-CSF Prophylaxe das postoperative
Outcome verbessert werden kann. Als primare Endpunkte wurden die Le-
bensqualitat und der McPeek Wiederherstellungsindex festgelegt (Lorenz
et al, 2001; Bauhofer et al, 2001a; Stinner et al, 2001).

Der McPeek Index wurde 1986 von McPeek et al. als neuer Bewertungs-
malstab zur Beurteilung der Qualitat und Wirksamkeit einer anasthesio-
logischen und chirurgischen Behandlung entwickelt. Neben dem Alter des
Patienten, dem praoperativen physischen Status und der durchgefuhrten
Operation gehen in die Bewertung die Mortalitat, die postoperativ nétige
intensivmedizinische Betreuung und der postoperative Krankenhausauf-
enthalt mit ein (McPeek et al, 1986).

Die Studie mit 80 Patienten ist abgeschlossen, die Auswertung wird der-
zeit durchgefuhrt (Lorenz et al, 2001; Bauhofer et al, 2001a; Stinner et al,
2001). Erste Ergebnisse zeigen eine vielversprechende Wirkung von G-
CSF in Kombination mit Cefuroxim/Metronidazol auf die Lebensqualitat,
den Krankenhausaufenthalt und die Komplikationsrate (Bauhofer et al,
2004a).
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2 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel der hier vorgestellten Untersuchungen ist es, die Auswirkungen
des Risikofaktors Hypertension auf den septischen Verlauf und den Ein-
fluss auf die G-CSF Prophylaxe in zwei verschiedenen Hypertensions-
Modellen zu untersuchen. Hierzu wurden Klinik modulierende, randomi-
sierte Studien (CMRT) am Modell der fakalen Peritonitis durchgeflhrt.
Endpunkte der Studien sind das Uberleben und systemische sowie organ-
spezifische Zytokin Expressionsanalysen. Neben Veranderung von Zyto-
kinkonzentration von IL-6, IL-10 und MIP-2 im Blut wurden von den Orga-
nen Leber, Lunge, Milz und Niere Proben entnommen, und die Expression
der Zytokine (IL-1, IL-6, IL-10, MIP-2, TNF-a, TGF-B) auf mRNA Ebene

untersucht.

Diese Untersuchungen wurden parallel zu der randomisierten, klinischen
Multizenterstudie durchgefuhrt. Die Experimente wurden mit der Absicht
durchgefuhrt, das Verstandnis bei Tiermodellen zur Hypertension zu ver-
tiefen, aber noch wichtiger die Interaktion von G-CSF mit anderen Klini-
schen Interventionen bei Vorliegen einer Hypertension zu untersuchen, da
diese auch bei einer Vielzahl von Studienpatienten (ASA 3 und 4) vorliegt
(Bauhofer et al, 2001a).
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3 Material und Methoden

3.1  Studienaufbau
Den Studien liegt das Konzept der CMRT's (siehe Einleitung) zu Grunde.

Die Versuche wurden am Modell der peritonealen Kontamination und In-
fektion (PCI) bei Ratten durchgefuhrt.

Die Genehmigung fur die Experimente wurde durch die regionale Tier-
ethikkomission in GielRen, Deutschland gegeben (Az: 1T 25.3-19 ¢ 20-15(1)
55/97-20/19-1/97) und die Versuche wurden am Institut fur Theoretische
Chirurgie der Philipps-Universitat Marburg bei Prof. Dr. W. Lorenz und bei
PD Dr. A. Bauhofer durchgefthrt.
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3.2 Vorversuche

Vor dem Beginn der Versuche an hypertensiven Tieren wurde fur die ver-
wendete Stuhlsuspension eine Stuhl-Dosis-Wirkungskurve erstellt, anhand
derer die zu verwendende Stuhldosis ermittelt wurde, die den klinischen
Ergebnissen entsprechend einer Mortalitat von 80% ohne und von 50%
mit Antibiose entspricht. Alle Tiere erhielten eine Laparatomie mit an-

schlielender peritonealer Kontamination und Infektion (PCI).

Um zu bestimmen, ob die SHR Ratten mit Bluthochdruck im CMRT Modell
ein ahnliches Verhalten im Mortalitatsverlauf wie die Wistar Ratten zeigen,
wurde ein Vorversuch mit einer geringen Gruppengrof’e (n= 6 Tiere) mit
drei verschiedenen Bedingungen durchgefuhrt: PCI ohne Prophylaxe, PCI
mit Antibiotika und PCI mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe.
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3.3 Hauptversuche

Mannliche spontane hypertensive Ratten (SHR) wurden in Vergleich zu
Wistar Ratten behandelt, um den Effekt des Bluthochdruckes auf die
Mortalitat und den Verlauf der Zytokinexpression bei septischen Ratten
unter G-CSF Therapie zu untersuchen. In dem Vergleich von hypertonen
Dahl Salz sensitiven (DS) Ratten zu Wistar Ratten wurde kontrolliert, ob
sich ein Ruckschluss auf die Hypertonie allgemein als Risikofaktor bei

septisch infizierten Tieren schliel3en lasst.

Die Hauptversuche bestanden aus zwei randomisierten Gruppen mit je-
weils achtzehn (n=18) Versuchstieren. Der primare Endpunkt war das 120
Stunden Uberleben nach PCI.

Insgesamt wurden drei unabhangige Versuche zur Mortalitat und einer zur

Organentnahme durchgeflnhrt:

Versuch 1: Wistar Ratten gegen SHR Ratten ohne Prophylaxe (ge-

ringe Komplexitat)

Die Sudienpopulation bestand aus 36 mannlichen Tieren, davon je 18

Wistar und 18 SHR Ratten. Alle Tiere erhielten eine Laparatomie mit PCI.
Gruppe 1: Wistar mit PCI, ohne Prophylaxe

Gruppe 2: SHR mit PCI, ohne Prophylaxe

Versuch 2: Wistar Ratten gegen SHR Ratten mit Antibiotika und
G-CSF Prophylaxe (hohe Komplexitat)

Gleiche Versuchsbedingungen wie in Versuch 1, mit n=18/Gruppe.
Gruppe 1: Wistar mit PCI, mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe

Gruppe 2: SHR mit PCI, mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe
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Versuch 3: Wistar Ratten gegen Dahl Salz sensitive Ratten, DS-Rat-
ten mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe (hohe Komplexitat)

Gleiche Versuchsbedingungen wie in Versuch 2, mit n=18/Gruppe.
Gruppe 1: Wistar mit PCI, mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe

Gruppe 2: DS mit PCI, mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe

Versuch 4: Entnahme der Organe Leber bei n=3 Tieren pro Gruppe
Gruppe 1: Wistar, Wistar + PCI, Wistar + PCI+AB+G-CSF
Gruppe 2: SHR, SHR + PCI, SHR + PCI+AB+G-CSF

In dieser Gruppe wurden zusatzlich auch Lunge, Niere und Milz entnom-

men.

Gruppe 3: DS, DS + PCI, DS + PCI+AB+G-CSF

3.4 Tiere und Material

3.41 Versuchstiere

Es wurden drei verschiedene Arten von Ratten verwendet, allesamt
mannliche Tiere mit einem Gewicht von ca. 200-250 g. Die Wistar Ratten
(WKY) und die SHR Ratten wurden von Charles River Wiga (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen. Die Dahl Salz-sensitiven (DS) Ratten wurden von
M&B (Ry, Danemark) erworben. Fur eine mindestens funftagige Akklimati-
sation vor Versuchsbeginn wurden die Tiere unter Standardbedingungen
bei 23°C Raumtemperatur und 55% Raumluftfeuchtigkeit in Macrolon-Ka-
figen Typ 3 bei kiinstlichem 12 Stunden Tag/Nachtrhythmus untergebracht
(Bauer & Herrmann, 1991). Jede Ratte wurde mit einer Ohrmarke gekenn-
zeichnet. Die DS Ratten wurden mit einer Salz Diat (4% NaCl) ernahrt,
wahrend die beiden anderen Stamme eine Standard Diat (Altromin 1324,
Lage, Deutschland) bis ca. 12 Stunden vor Versuchsbeginn und Wasser

ad libitum erhielten. Zur Festlegung der genauen Dosierungen von Medi-
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kamenten und Stuhlmenge wurden die Ratten vor Versuchsbeginn gewo-
gen. Die einzelnen Rattenstamme wurden streng getrennt voneinander zu
max. je funf Tieren pro Kafig gehalten. Postoperativ erhielten die Tiere

wieder ihre ursprungliche Nahrung.

3.4.2 Stuhlsuspension

Als Infektionsausloser wurde eine standardisierte Stuhlsuspension ver-
wendet. Aus Stuhlproben von 3 gesunden, mannlichen Spendern wurde
unter anaeroben Bedingungen und Zusatz (1:1) von reduzierter Thiogly-
colatboullion (14,5 g Thioglykolat, 50 g Bariumsulfat und 500 ml Aqua
bidest) und Glycerin (10%) sowie Zugabe von 0,19mg/100m| Katalase
(entsprechen 2000-5000 U/mg) das Inokulum hergestellt. Nach der Aufbe-
reitung wurden die Stuhlproben zu 5 und 10 ml aliquotiert und in luftdich-
ten Réhrchen bei minus 80°C gelagert. Bei den verschiedenen Versuchen
war somit sichergestellt, dass alle Tiere die gleiche Stuhlprobenqualitat
erhielten. In frGheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Patho-
genitat des Stuhls durch die Lagerung nicht wesentlich beeintrachtigt wird
(Lorenz et al, 1994). Ungefahr 20 min vor Verwendung der Stuhl-
suspension wurden die Stuhlproben aufgetaut und mit N> begaster Rin-
gerldésung im Verhaltnis 1:2,5 verdinnt. Um das anaerobe Keimspektrum
zu erhalten, wurden die Stuhlproben vom Zeitpunkt des Auftauens bis kurz
vor Einbringen in die Bauchhohle der Tiere mit Stickstoff (N,) weiter be-

gast.

Aus den Ergebnissen der Stuhl-Dosis-Wirkungskurve im Vorversuch
wurde die Menge an Stuhlinokulum fir eine ca. 50% Mortalitatsrate unter
Antibiotika Prophylaxe bestimmt. Aus Erfahrungen friherer Versuche
wurde die Stuhlmenge flur die Rattengruppen ohne Antibiotika Prophylaxe
um ca. ein Drittel reduziert, um vergleichbare Mortalitatsraten zu erhalten.
Im Versuch 1 (ohne Prophylaxe) wurde den Tieren eine Stuhimenge von
1,2 ml/kg, im Versuch 2 und 3 (mit Prophylaxe) eine Menge von 1,9 ml/kg
appliziert.



3 Material und Methoden 49

3.4.3 Erregerspektrum

Bei der Untersuchung des Erregerspektrums durch das Zentrum fur Hy-
giene und medizinische Mikrobiologie (Marburg) ergab sich ein breites
Spektrum aus Aerobiern und Anaerobiern aus dem gram-positven und
gram-negativen Spektrum. Vorherrschende Komponente der Mikroflora
waren die Enterokokken, gefolgt von Bacillus ssp. und Escherichia coli.
Alle anderen Spezies lieRen sich in wesentlich geringeren Mengen nach-

weisen.

Tabelle 3.1 Erregerspektrum von zwei Stuhlproben mit den héufigsten Keimen

Aerob/fakultativ anaerobe Mikroflora Anaerobe Mikroflora

gram-neg.

gram-pos.

gram-neg.

gram-pos.

Escherichia coli

Enterococcus

Bacteroides

Clostridium

Enterobacter cloa. Staphylococcus Prevotella Propionibacterium
Klebsiella oxytoca Corynebacterium Fusobacterium Eubacterium
Proteus mirabilis Bacillus ssp. Bifidobacterium ssp.

Peptostreptococcus

3.4.4 Antibiotika

Tiere mit Antibiotikaprophylaxe erhielten eine Stunde vor und eine Stunde
nach der Operation eine Kombination von Cefuroxim/Metronidazol (10/3,5
mg/kgKG)

Deutschland) intravends Uber einen Schwanzvenenkatheter. Die Antibio-

(Fresenius-Kabi, Bad Homburg, Serag-Wiessner, Naila,
tika wurden erst unmittelbar vor dem Versuchsbeginn angesetzt. Die Anti-
biotika wurden so verdunnt, dass pro Tier ein Volumen von 0,5 - 0,8 ml

eingesetzt werden konnte.

3.4.5 Blutdruckmessung
Der Verlauf des arteriellen Hochdrucks wurde durch dreimalige Messung
mittels nicht-invasiver Methode Uber den Rattenschwanz kontrolliert. Fur

die indirekte Blutdruckmessung wurde ein manueller Blutdruckmonitor der
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Firma TSE GmbH (Deutschland) mit Manschette und optischem Pulssen-
sor verwendet. Ein Zweiphasen-Schreiber diente zur graphischen Doku-
mentation. Fur die Messung wurden die Tiere mit Fentanyl/Droperidol
(0,05/2,5 mg/ml) i.p. narkotisiert. Da die Messung des Pulssignals sehr
sensibel reagiert und leicht Storsignale erfasst, lassen sich verlassliche Er-
gebnisse besser bei anasthesierten Ratten gewinnen (Bunag et al, 1971).
Eine flache Narkose war erforderlich, damit der Blutdruck durch die
Anasthesie nicht zu stark gesenkt wurde. Durch eine Erwarmung der
Ratten unter einer Rotlichtlampe auf ca. 39°C Korpertemperatur konnte
der Blutdruck am besten bestimmt werden. Die Erwarmung der Ratten hat
nur einen geringen Einfluss auf den Blutdruck, so dass die indirekte
Methode der Blutdruckbestimmung gut mit der direkten arteriellen Be-
stimmung korreliert (Sakamaki et al, 1987; lkeda et al, 1991). Die Tempe-
raturmessung erfolgte rektal mit digitalen Fieberthermometern. Der
Pulsausschlag wurde durch den Pulssensor erfasst und Uber das Blut-
druckgerat auf den Schreiber weitergeleitet. Abbildung 3.1 zeigt eine Mes-
sung, bei der Uber das eindeutige Verschwinden des Pulssignals der
systolische Blutdruck bestimmt werden konnte. Bei Abbildung 3.2 Uberla-
gern zahlreiche Storausschlage das Pulssignal, so dass eine Ermittlung

des Blutdrucks unmdglich wird.

Das durchschnittliche Gewicht der SHR Ratten lag bei 240 g, einem Alter
von ca. 9 Wochen entsprechend. Die SHR Ratten wiesen im Durchschnitt

eine Hypertension mit systolischen Werten von tber 180 mmHg auf.
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Abbildung 3.1 Aufzeichnung einer Puls- Abbildung 3.2 Beispiel einer Pulskurve mit
kurve mit gut bestimmbaren Stérsignalen, aus der kein
Blutdruckwerten Blutdruck bestimmt werden

kann

3.5 Versuchsablauf

3.5.1 Praoperativ

Die Versuchstiere wurden zwdlf Stunden vor dem Versuchsbeginn gewo-
gen, nuchtern gesetzt und erhielten Wasser ad libitum. Den Ratten mit
Zytokin Prophylaxe wurde dreimal G-CSF (Filgrastim, Amgen, Minchen,
Deutschland), in 5%iger Glucose 1:15 verdunnt, subkutan injiziert
(20pg/kgKG): 12 Stunden vor, sowie 12 und 36 Stunden nach peritonealer
Kontamination und Infektion (PCI) (siehe Abbildung 3.3). Dieses Zeit-
schema und Dosierung erwiesen sich in friheren Versuchen als die wir-

kungsvollsten und fanden deshalb Anwendung fur diese Versuche
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(Bauhofer et al, 1998a). Die Ratten der Kontrollgruppen wurden entspre-
chend mit Ringer Lésung behandelt (Fresenius, Deutschland). Am Tag der
Operation wurden alle Tiere eine Stunde vor der Operation mit einem 1:1
Gemisch Fentanyl/Droperidol (0,05/2,5 mg/ml) (Janssen, Deutschland)
intraperitoneal anasthesiert (durchschnittlich 0,08/4 mg/kgkG). Nach Ein-
setzen der Narkosewirkung wurde bei den Tieren der Blutdruck bestimmt.
Jeder Ratte wurde ein Schwanzvenenkatheter (Butterflies Gr. 0,5mm, 25
G Venofix®, Braun) gelegt, um einen intravendsen Zugang zu bekommen.
Die Kanule wurde mit einem Tropfen Histoacryl® (Aventis-Behring) Ge-
webekleber an der Punktionsstelle fixiert. Die Blutabnahme von 1 ml er-
folgte aus dem retroorbitalen Venenplexus mittels heparinisierter Glaska-
pillare, mit anschlieRender intravendser Volumensubstitution von 2 ml
Ringerlésung. Eine Stunde vor dem operativen Eingriff bekamen die Rat-
ten aus den Versuchen 2 und 3 uber ihren Zugang die individuell berech-

nete Antibiotikamenge (Cefuroxim/Metronidazol 10/3,5 mg/kgKG).

4) Antibiotika 4
5) Volumen 5

Volumen ( Organentnahme)
Analgetika

Inokulation

/ [ | ] / / [ /]

7 T 7 7 7 >
-12h -th OP +1h +12h +24h +36h +120h
G-CSF 1) Anasthesie 1) RR-Messung G-CSF 1) Blutentnahme G-CSF Versuchsende

2) RR-Messung 2) Blutentnahme 2) Volumen

3) Blutentnahme 3) Antibiotika 3) Analgetika Analgetika
)
)

Abbildung 3.3 Versuchsablauf
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3.5.2 Operation

Zum Zeitpunkt t = 0 wurde die Laparatomie mit einem ca. 1-2 cm grof3en
Bauchschnitt entlangt der Linea alba im mittleren Drittel des Abdomens
durchgefuhrt und den Ratten verdinnter Stuhl (1,2ml/kg oder 1,9ml/kg) mit
einer Spritze und einer dicklumigen Braunule (14 G 2) ins kleine Becken
zur PCI verabreicht (Lorenz et al, 1994). Dafur wurden die Tiere in Ru-
ckenlage mit Leukosilk®-Klebestreifen auf einer mit Alufolie bezogenen
Styroporplatte fixiert. Bei Bedarf wurde im Laufe des Versuches Anas-
thetikum i.v. nachgegeben (durchschnittlich 0,005/0,25 mg/ml pro Tier,
entspricht einer Menge von 100 pl).

Abschlieend erfolgt ein durchgreifender Bauchraumverschluld mit Einzel-
knopf-Hautnaht (Vicryl® 2-0, Ethicon, Hamburg, Deutschland).

3.5.3 Postoperativ

Eine Stunde nach dem operativen Eingriff zum Zeitpunkt t = +1 Stunde
erfolgte die zweite intravendse Antibiotikagabe in gleicher Konzentration.
Als postoperative Analgesie wurde den Ratten 20 mg/kg Tramadol
(Mundipharm, Limburg, Deutschland) subcutan (s.c.) taglich in eine Na-

ckenfellfalte appliziert.

Wahrend des gesamten Versuchsablauf wurde in regelmafigen Abstan-
den die Vitalfunktionen (Atmung, Puls) der Tiere optisch kontrolliert, um
gegebenenfalls mit Herzdruckmassage und Volumensubstitution eingrei-

fen zu konnen.

Anschlieend wurden die Tiere bei Futter und Wasser fur einen Be-
obachtungszeitraum von funf Tagen in den Kafigen gehalten und die Tiere
zur Ermittlung des Todeszeitpunktes mehrmals taglich beobachtet. Am
Endpunkt der Versuche (120 Stunden) wurden die Uberlebenden Tiere mit

CO; eingeschlafert.
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3.6 Auswertung der Zytokine

3.6.1 Systemische Zytokine/ELISA Technik

FuUr die Bestimmung der systemischen Zytokin Konzentrationen wurde 1 h
vor, sowie 1 h und 24 h nach der Operation (jeweils vor Antibiotikagabe)
Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus mittels einer abgebrochenen,
heparinbeschichteten Glaskapillare in vorbereitete Eppendorfcups mit He-
parin (50 pl 25.000 I.E.) oder EDTA (100 ul) gewonnen. Bis zur weiteren
Verwendung wurden beschriftete Cups mit den abzentrifugierten
(10.000xg, Mikrofuge, Hettich) Plasmaproben bei —40°C gelagert.

Die Bestimmung der Zytokine IL-6, IL-10 und MIP-2 aus den Serumproben
erfolgt mittels kommerziell erhaltlicher Kits von Pharmingen (Ratten ELISA
Pharmingen/BD, Heidelberg, Deutschland) und ELISA-Komponenten zum
Selbstbeschichten von 96—well Platten(Biosource, Camarillo, USA). Die
Auswertung wurde an einem ELISA Reader SLT 340 ATTC (SLT Lab In-
struments, Gréding, Osterreich) bei einer Wellenldnge von 450 nm und mit

dem Auswertungsprogramm SLT EasyFit durchgefihrt.

3.6.2 Lokale Zytokinexpression

Zur Analyse der Zytokin mRNA Expression auf Organebene wurde ein
zusatzlicher Versuch (Versuch 4) mit je 3 Tieren durchgefihrt. Um die
Zytokin Expression in den unterschiedlichen Rattenstdmmen zu untersu-
chen, wurde den Tieren die Leber unter drei verschiedenen experimentel-

len Bedingungen enthommen:
A) Keine Infektion (Kontrolle)
B) PCI

C) PCI+AB+G-CSF

Fir den SHR Stamm wurden die Zytokinexpression detaillierter in den Ge-
weben der Leber, der Lunge, der Milz und der Niere unter vier verschie-
denen Bedingungen untersucht: keine Infektion; PCI; PCI mit Antibiotika
Prophylaxe und PCI mit Antibiotika und G-CSF Prophylaxe.
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Zur Organentnahme wurde die Tiere 24 Stunden nach der Operation mit
einer Uberdosis Fentanyl/Droperidol eingeschlafert. Unmittelbar nach Pra-
paration wurden die Organe in einer Schale mit Ringerlosung abgespult, in
Stucke von 100 mg geschnitten und in beschrifteten Eppendorfcups in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Gewebeproben wurden bis zur

weiteren Verwendung bei —70°C gelagert.

3.6.3 PCR

Die Bestimmung der lokalen Organ mRNA Zytokinexpression erfolgte
mittels kompetitiver Polymerase Kettenreaktion (PCR). Das von K. B.
Mullis in den 80er Jahren eingeflhrte Verfahren ist eine sensitive Me-
thode, um DNA zu quantifizieren (Schutzbank & Stern, 1993; Erlich, 1999;
Baumforth et al, 1999; Saiki et al, 1985). Nach RNA Extraktion mit RNA-
Clean® (ASG, Heidelberg, Deutschland), wurde die RNA mit 40 U/l
RNasin® (Promega, Madison, USA) stabilisiert. AnschlieRend wurde die
MRNA mittels Reverse-Transkription in cDNA umgeschrieben. Fir die
semi-quantitative, kompetitive rt-PCR wurde ein multispezifisches Kompe-
titor Fragment fir Ratten Zytokine verwendet (Siegling et al, 1994). Vor
der Vervielfaltigung der Zytokine TNF-a, IL-6, IL-10 und MIP-2 erfolgte
probehalber ein PCR mit dem Haushaltsgen B-Actin, um die Menge an
cDNA, die in der Reverse-Transkriptase-Reaktion enstanden ist, zu Uber-
prufen. Falls nétig konnte so eine Korrektur durchgefihrt werden, um mit
der gleichen Menge an cDNA in allen zu untersuchenden Cups zu begin-
nen. Fur die kompetetive PCR wurden 0,125 pg, 0,5 pg und 2,0 pg Kom-
petitor Fragment eingesetzt. Nach der PCR im PTC-200 (Peltier Thermal
Cycler, MJ Research Inc., USA) wurden die Proben durch Elektrophorese
in 1% Agarose Gel getrennt, durch Ethidiumbromid gefarbt, digital aufge-
zeichnet und mit der Software Gelscan® 4.0 (BioSciTec, Marburg,
Deutschland) ausgewertet. Zur Quantifizierung wurden die Banden ver-

wendet, die mit dem Kontrollfragment am besten Ubereinstimmten.
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3.7  Statistische Analyse

3.7.1 Fallzahlberechnung
Die einzelnen Gruppengrofen von 36 Tieren (18 pro Gruppe) wurden an-

hand der vorliegenden Formel nach Friedmann berechnet (Friedmann et
al, 1985):

\ - (Ze2P0=P) + Zp[pi01= p) + pai= p2) )

) (p2— p1)’

Abbildung 3.4 Fallzahlberechnung nach Friedmann (1985)

Es wurde ein a-Fehler von 0,025 angenommen (Verwerfung der Null-
hypothese, obwohl Gleichheit vorliegt). Bei der Berechnung wurde ein
B-Fehler von 0,1 zu Grunde gelegt (der Test ergibt keine Unterschiede,
obwohl solche vorliegen), dadurch lieen sich geringfigige Behandlungs-
unterschiede erfassen und gleichzeitig wurde die Sicherheit der Testaus-

sage erhoht.

Aus Vorversuchen wurde eine bedeutsame Differenz ©=0,5 flr die Morta-

litat ermittelt.

p1 entspricht der Mortalitatsrate der Wistar Gruppe, p2 bezeichnet die
Mortalitatsrate der anderen Gruppe (SHR oder DS), die gegeneinander

verglichen werden. Weiterhin galt P= % (ps+p2), die kritischen Werte der

Standardnormalverteilung zum Signifikanzniveau a und zu einer Power

des Tests von 1-3 waren z4 und zg.

Beim Peritonitismodell der Ratte wurde nach Angaben aus der Literatur
eine Mortalitat von 80% fur die unbehandelte Kontrollgruppe angenom-
men; fur die Verumgruppe (Antibiotika) galt eine Mortalitdt von 30%, die-
ser Wert entspricht der Mortalitatsrate bei Sepsispatienten mit Antibiotika

Prophylaxe in Amerika (Bone et al, 1987; Rangel-Frausto et al, 1995).
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Fir die Fallzahlberechnung wurden folgende Parameter verwendet:

p1=0,3; p2= ps+d, also po= 0,8; o= 0,025; p=0,1; 1-p=0,9

Bei der Anwendung dieser Parameter errechnet sich eine Gruppengrolie
von n=18 Tieren. Um eventuelle Ausfalle (Narkosetote) ersetzten zu kon-

nen, wurden fur jede Gruppe zwei Ersatztiere mit eingeplant.

3.7.2 Auswertung

Ab dem Zeitpunkt der Inokulation gingen verstorbene Tiere in die Mortali-
tatsbewertung ein. Haufigste Ursache fur fruhzeitig (vor der Operation)
verstorbene Tiere war der Narkosetod. Tiere, die nach der OP im Verlauf
der folgenden 120 Stunden (5 Tage) verstarben, wurden mit Nummer und
Todeszeitpunkt (Datum und Uhrzeit) dokumentiert. Als primarer Endpunkt

wurde die 120 Stunden Uberlebenszeit der Ratten festgelegt.

Die Mortalitatsraten wurden mit dem Chi-Quadrat Test analysiert und die
Auswertung der Uberlebenskurve mit dem Log-Rank-Test mit Hilfe des
SPSS Statistikprogramms durchgefthrt (Buhl & Zoéfel, 2000). Die Serum
Zytokine wurden mit dem U-Test nach Mann-Whitney fur zwei unabhan-
gige Variablen fur die SHR und Wistar Gruppen und mit dem Wilcoxon
Test flr zwei abhangige Variablen fur den Zeitverlauf der jeweiligen Zyto-
kine einer Gruppe analysiert. Zytokinwerte im Serum wurden als Mittel-

werte mit Standardfehler (SEM) angegeben.

Die PCR Daten der Rattenstamme und der Organproben wurden mit dem
Kruksal-Wallis Test und dem post hoc Test mit Bonferroni Korrektur fr
multiple Tests analysiert. Alle Zytokinwerte wurden als Mittelwerte mit
Standardfehler (SEM) angegeben. Werte fur p<0,05 wurden in allen Tests

als signifikant akzeptiert.
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4 Ergebnisse der Tierversuche

41 Ergebnisse der Vorversuche

4.1.1 Stuhl-Dosis-Wirkungsdiagramm

Zunachst wurde als Grundlage fur die Hauptversuche ein Stuhl-Dosis-Wir-
kungsdiagramm erstellt, anhand dessen die gewunschte Mortalitat des zu
applizierenden Inokulums eingestellt wurde. In diesem Versuch wurde den
Tieren neben der klinisch relevanten Dosis von 10/3,5 mg/kgkG Cefuro-
xim/Metronidazol eine definierte Menge an Stuhlsuspension intraperito-
neal verabreicht. Die Tiere (n=10/Gruppe) erhielten 1,4; 1,8; 2,2; und 2,6
ml/kgKG der aufbereiteten Stuhlldsung. Unter der Antibiotika Prophylaxe
zeigte sich am Ende des Beobachtungszeitraums (120 h) folgende Ver-

teilung der Uberlebensraten (siehe Abbildung 4.1):

Stuhl-Dosis-Uberlebensdiagramm
100%

80% H

60% H

40% -

Uberlebenrate (%)

20%

0% | l
1,4 ml/kg 1,8 ml/kg 2,2 ml/kg 2,6 ml/kg
Stuhlmenge

Abbildung 4.1 Verteilung der Uberlebensraten bei Wistar Ratten in Abhéngigkeit zur
Stuhldosis (n=10 Tiere/Gruppe) mit Antibiotika Prophylaxe
Cefuroxim/Metronidazol (10/3,5 mg/kgKG)
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Bei einer Gabe von 1,4 ml/kgKG Uberlebten 100% der Ratten, bei einer
Menge von 1,8 ml/kgKG uberlebten 60%, bei 2,2 mI/kgkG Stuhlsuspen-
sion Uberlebten ebenfalls 60%, und lediglich 10% der Ratten Uberlebten

bei einer Menge von 2,6 ml/kgKG.

4.1.2 Wistar und SHR Ratten im CMRT Modell

In einem Vorversuch wurde der Einfluss des unterschiedlichen geneti-
schen Hintergrundes von Wistar und SHR Ratten auf die Mortalitatsraten
im CMRT Modell mit drei unterschiedlichen experimentellen Bedingungen
untersucht (Abbildung 4.2). Es wurde die Uberlebensrate der zwei Ratten-
stamme im PCI Model ohne Prophylaxe, mit Antibiotika und mit Antibiotika
und G-CSF Prophylaxe bestimmt. Auch wenn die Fallzahl mit
n=6Tieren/Gruppe klein war, konnte davon ausgegangen werden, dass
die SHR Tiere grundsatzlich in vergleichbarer Weise auf eine Antibiotika

und G-CSF Gabe im Peritonitis Modell reagieren.

100%

80%
4/6

2
© 0,
E 60%
g 3/6
Q
3 40% - 2/6
D

20% 1/6 1/6

00/D L L L L L

PCI PCI+AB PCI+AB + PCI PCI+AB PCI+AB +
G-CSF G-CSF
Wistar SHR

Abbildung 4.2 120-Stunden Uberlebensraten von Wistar und SHR Ratten im Vergleich
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen (n= 6 Tiere/Gruppe);
Antibiotika Prophylaxe Cefuroxim/Metronidazol (10/3,5 mg/kgKG);

G-CSF Gabe (20ug/kgKG) 12h pré-, 12h und 36h post-OP
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4.2 Ergebnisse der Hauptversuche

4.21 Mortalitatsverlauf

Zur Ermittlung der Uberlebensrate von SHR Ratten und DS Ratten als
Risikopopulation, im Vergleich zu Wistar als Kontrollgruppe wurden je
Gruppe achtzehn Tiere in drei Versuchsdurchgangen dem standardisier-
ten Infektionsmodell der PCI unterzogen. Bei keiner Ratte traten Prob-

leme, technische oder sonstige Schwierigkeiten auf.

Im Versuch 1 mit geringer Komplexitat (nur PCI ohne Prophylaxe) und
verringertem Stuhlinokulum (1,2 ml/kgKG) Uberlebten in der Wistar
Gruppe 28% (5/18) (siehe Abbildung 4.3), in der SHR Gruppe waren es
50% (9/18) (p= 0.17 im Chi*Test, p= 0.38 im Log-Rank Test, siche
Abbildung 4.6).

Im Versuch 2 mit erhohter Komplexitat (Antibiotika und G-CSF Prophy-
laxe) Uberlebten bei den SHR Ratten 89% (16/18) im Vergleich zu 50%
(9/18) bei den Wistar Ratten (siehe Abbildung 4.4). In der statistischen
Berechnung mit dem Chi*-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
der Uberlebensrate zwischen der SHR und der Wistar Gruppe mit p<0.01.
Bei der Betrachtung der Uberlebenskurve fallt auf, dass ein relativ langes
Intervall von 70 Stunden bei den SHR Tieren vergeht, bis der erste To-
desfall eintritt (Todesfalle bei 72 und 93 Stunden). In diesem Zeitraum sind
bei den Wistar-Ratten schon die meisten Todesféalle zu verzeichnen. Die
Uberlebensanalyse ergibt im Log-Rank Test einen signifikanten Unter-
schied von p<0.01 (siehe Abbildung 4.7).

Im Versuch 3 Uberlebten 67% (12/18) in der Wistar Kontrollgruppe im
Vergleich zu 44% (8/18) in der DS Gruppe (siehe Abbildung 4.5). Das Er-
gebnis ergibt im Chi%-Test mit p= 0.18 und im Log-Rank Test mit p= 0.27

keinen statistisch signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.3 Die 120h Uberlebensrate in von SHR und Wistar Ratten (n=18/Gruppe)
ohne Prophylaxe im PCIl-Modell. Chi-Quadrat-Test p=0.17
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Abbildung 4.4 Die 120h Uberlebensrate in von SHR und Wistar Ratten (n=18/Gruppe)
mit Antibiotikaprophylaxe (Cefuroxim/Metronidazol 3,5/10ml/kgKG) und
dreimaliger G-CSF Gabe (20ug/kgKG) im PCI-Modell. Chi-Quadrat-Test p<0.01
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Abbildung 4.5 Die 120h Uberlebensrate in von DS und Wistar Ratten mit
Antibiotikaprophylaxe (Cefuroxim/Metronidazol 3,5/10mi/kgKkG) und dreimaliger
G-CSF Gabe (20ug/kgKG) im PCI-Modell. Chi-Quadrat-Test p=0.18
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Abbildung 4.6 Kaplan-Meier 120h Uberlebensanalyse, n=18 Ratten, geringe Komplexitét
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Abbildung 4.7 Kaplan-Meier 120h Uberlebensanalyse, n=18 Ratten, hohe Komplexitét
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4.2.2 Systemische Zytokinspiegel

Die Ausgangswerte der Zytokine im Plasma vor dem operativen Eingriff
liegen jeweils an der Nachweisgrenze der verwendeten Assays und zei-
gen keinen Unterschied zwischen den SHR und Wistar Ratten. Eine
Stunde nach der abdominalen Kontamination und Infektion steigen die
Zytokinwerte im Plasma in der SHR Gruppe im Mittel (Mittelwerte + sp) auf
96133 pg/ml fur IL-6, auf 365£40 pg/ml fur IL-10 und auf 212+41 pg/ml fur
MIP-2 an, verglichen mit 146£51 pg/ml (p=0,57), 604+125 pg/ml (p=0,26)
und 20870 pg/ml (p=0,78) in der Wistar Gruppe. Ein Vergleich der Zy-
tokine nach 24 Stunden zeigt ahnliche Werte: 166121 pg/ml fur IL-6,
374121 pg/ml fur IL-10 und 132437 pg/ml fur MIP-2 bei den SHR Tieren,
im Vergleich zu 172152 pg/ml (p=0,2), 37888 pg/ml (p=0,62) und
40+4 pg/ml (3p<0,001) bei den Wistar Ratten.

Im Zeitverlauf von 24 Stunden zu einer Stunde nach der Operation zeigte
sich sowohl fur die SHR Ratten bei den Serum Zytokinen IL-6 (p=0,075)
und bei IL-10 (p=0,209), als auch fur die Wistar Ratten mit p=0,767 und
p=0,11 respektive keine signifikante Veranderung. Bei MIP-2 zeigte sich
nach 24 Stunden in der Wistar Gruppe ein signifikanter Rickgang im Ver-
gleich zu einer Stunde nach der Operation (#p<0,01), in der SHR Gruppe

war mit p=0,11 keine signifikante Veranderung nachweisbar.
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Serum-IL-6 Verlauf in SHR und Wistar-Ratten im PCI-Modell
mit AB und G-CSF
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Abbildung 4.9 Serum IL-6 perioperativ von Wistar und SHR Ratten im Vergleich

Serum-IL-10 Verlauf in SHR und Wistar-Ratten im PCI-Modell
mit AB und G-CSF
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Abbildung 4.10 Serum IL-10 perioperativ von Wistar und SHR Ratten im Vergleich

Serum-MIP-2 Verlauf in SHR und Wistar-Ratten im PCI-Modell
mit AB und G-CSF
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Abbildung 4.11 Serum MIP-2 perioperativ von Wistar und SHR Ratten im Vergleich.
$p<0,001 vs. SHR +24h, *p<0,01 vs. Wistar +1h
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4.2.3 Zytokinexpression in der Leber bei Wistar, SHR und Dahl
Ratten

24 Stunden nach der PCI wurden die Ratten geopfert und Leber Proben
der Wistar, DS und SHR Stamme aus den jeweiligen Gruppen (Kontrolle,
PCI, PCI plus Antibiotika und PCI plus Antibiotika plus G-SCF) gewonnen.
Die Ergebnisse der semi-quantitativen, kompetetiven RT-PCR in den
Abbildung 4.12 bis Abbildung 4.16 zeigen die Werte fur IL-6, TNF-q, IL-1f,
IL-10 und MIP-2. Alle Werte zeigen die Mittelwerte + SEM (n=3 pro Fall).
Signifikante Ergebnisse wurden mit dem Kruskal-Wallis Test fur MIP-2
(p<0,05, df=8) und IL-1B (p<0,05, df=7) sowie fir TNF-a, IL-6 und IL-10
(p<0,01, df=8) erhalten. Im post hoc Bonferroni Test (df=1) zeigten sich
folgende Signifikanzien: %P<0,01 vs. Wistar Kontrolle (IL-6), ¥P<0,001 vs.
Wistar Kontrolle, #P<0,01 vs. DS Kontrolle, $P<0,05 vs. DS PCI, %P<0,01
vs. Wistar PCI, *P<0,001 vs. Wistar PCI, *¥P<0,05 vs. DS PCI (TNF-a),
*P<0,05 vs. DS Kontrolle,**P<0,05 vs. SHR Kontrolle, ¥P<0,05 vs. Wistar
PCI+AB+G-CSF (IL-1B), ¥P<0,01 vs. Wistar Kontrolle (MIP-2), £P<0,001
vs. Wistar Kontrolle, *#P<0,05 vs. Wistar PCI, "P<0,001 vs. Wistar PClI,
*P<0,001 vs. DS PCI, **P<0,05 vs. DS PCI+AB+G-CSF, °P<0,001 vs.
SHR Kontrolle, *P<0,05 vs. SHR Kontrolle, “P<0,001 vs. SHR PCI (IL-10).

Im Vergleich der Leber mRNA Zytokin Expression zwischen den Stammen
der Wistar, SHR und Dahl Ratten sind die Werte von TNF-a, IL-6 und
MIP-2 am hochsten bei der Wistar Gruppe 24 Stunden nach PCI. Deutlich
niedrigere Zytokinwerte werden in der SHR und DS Gruppe beobachtet.
Die prophylaktische Gabe von G-CSF bewirkt ein Verringerung von mRNA
Expression dieser Zytokine gleichsam in allen Stammen. Im Gegensatz zu
den oben genannten Zytokinen fand sich in der Leber des SHR Stammes
die hochste Expression von IL-10, wahrend bei den DS Ratten die nied-

rigste Menge gebildet wurde.
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Abbildung 4.12 IL-6 Zytokinwerte der Leber bei Wistar, SHR und Dahl Stamm unter drei
verschiedenen Bedingungen.

$P<0,01 vs. Wistar Kontrolle
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Abbildung 4.13 TNF-a Zytokinwerte der Leber bei Wistar, SHR und Dahl Stamm unter
drei verschiedenen Bedingungen.

*P<0,001 vs. Wistar Kontrolle, #P<0,01 vs. DS Kontrolle, $P<0,05 vs. DS PClI,
$p<0,01 vs. Wistar PCI, ®P<0,001 vs. Wistar PCI, **P<0,05 vs. DS PCI
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Abbildung 4.14 IL-1B Zytokinwerte der Leber bei Wistar, SHR und Dahl Stamm unter drei
verschiedenen Bedingungen.
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Abbildung 4.15 MIP-2 Zytokinwerte der Leber bei Wistar, SHR und Dahl Stamm unter
drei verschiedenen Bedingungen.

)KP<0,01 vs. Wistar Kontrolle
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Abbildung 4.16 IL-10 Zytokinwerte der Leber bei Wista-, SHR und Dahl Stamm unter drei
verschiedenen Bedingungen.
£P<0,001 vs. Wistar Kontrolle, ¥P<0,05 vs. Wistar PCI, *P<0,001 vs. Wistar

PCI, *P<0,001 vs. DS PCI, **P<0,05 vs. DS PCI+AB+G-CSF, @P<0,001 vS.
SHR Kontrolle, ¥P<0, 05 vs. SHR Kontrolle, “P<0,001 vs. SHR PCI/
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4.2.4 Zytokinexpression bei SHR Ratten

Bei der detaillierten Betrachtung der mRNA Expression in den Organen
der Leber, Lunge, Milz und Niere von Tieren der SHR Gruppe zeigt sich
ein ahnliches Muster der Zytokine TNF-a, IL-6 und MIP-2. In allen vier Or-
ganen sind die Zytokinspiegel nach PCIl erhoht. Alle Werte zeigen die
Mittelwerte + SEM (n=3 pro Fall). Signifikante Ergebnisse wurden mit dem
Kruskal-Wallis Test fir MIP-2 und IL-6 (p<0,05, df=15), sowie fur IL-10 und
IL-1B (p<0,01, df=15) erhalten. Keine Signifikanz fur TNF-a und TGF-. Im
post hoc Bonferroni Test (df=1) zeigten sich folgende Signifikanzien:
$p<0,05 vs. SHR Kontrolle (MIP-2), ¥*p<0,01 vs. SHR Kontrolle, PCI+AB
und PCI+AB+G-CSF (IL-6), *p<0,05 vs. SHR Kontrolle (IL-1) und
*p<0,001 vs. PCI und *p<0,001 vs. PCI (IL-10).

Bei den TNF-a Werten bewirkt schon eine alleinige Antibiotika Gabe eine
Verringerung in der Expression in allen Organen. In der Kombination von
Antibiotika mit G-CSF konnte die TNF-Expression in den Organen noch
weiter verringert werden. Signifikante Veranderungen wurden fur TNF-a
jedoch nicht gefunden. Bei MIP-2 wurde in der Gruppe SHR
PCI+AB+G-CSF mit P=0,057 vs. SHR PCI eine signifikante Veranderung
nur knapp verfehlt. In den Organen der Leber, Lunge und Niere bewirkt
die zusatzliche G-CSF Gabe zur Antibiotika Prophylaxe einen Anstieg der
Zytokinexpression von TGF-[3.

Im folgenden sind die Abbildungen fir die einzelnen Zytokinexpression in
den jeweiligen Organen dargestellt (siehe Abbildung 4.17 bis Abbildung
4.22)
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IL-6

Unter Antibiotika und G-CSF Gabe zeigt sich eine wesentlich niedrigere
IL-6 Konzentrationen im Vergleich zu den Ratten ohne medikamentdser
Behandlung. Werte in der PCl Gruppe sind um ein 7-10faches hoéher als
bei den Tieren mit Antibiotika. Die zusatzliche Gabe von G-CSF bewirkt

keine wesentliche Verringerung der IL-6 Gewebekonzentration. Signifi-
kante Veranderungen werden nicht erreicht.
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Abbildung 4.17 IL-6 Expression in der Leber, Milz, Lunge und Niere bei SHR Ratten mit
PCI, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF

#*P<0,01 vs. SHR Kontrolle, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF
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TNF-a

Eine gesteigerte Produktion von TNF-a bei den Tieren, die eine Infektion
erhalten haben, ist in allen vier Organen zu erkennen. In allen Organen ist
eine Abnahme der Konzentrationen unter Antibiotika zu erkennen, wobei

eine G-CSF Gabe noch zu einer zusatzlichen, jedoch nicht signifikanten
Verringerung von TNF-a flhrt.

15 2
s =
5 r 3 1
[)] (@]
o 0,5 B Q.
T 0,5
0 /— L O | |
» Q < N
'\0\\6 < X ,0(0 \&0\\® L \"‘?<g> Q‘%’<<
N @) © Q O &
\J‘_O %4 Q)X \j\,o Q Q)x
%Q\Q‘ O\x?“ %Q\Q‘ \x?"
< L
A) Leber B) Milz
1,5 2
T iy
< <
pd pd
a a A1
[&] [&]
g 0,5 - T g
’ 0,5 T
O | I 1 O I I 1
N N
\\C}\e QO \x?g) Oé( \\(}\@ Qo \"?@ O%Q
\l_o‘\ QO Q)XO' {_Oo QC) Q)xe'
& &

C) Lunge D) Niere

Abbildung 4.18 TNF-a Expression in der Leber, Milz, Lunge und Niere bei SHR Ratten
mit PCI, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF
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IL-18

In der Leber, Lunge und Niere ist eine Zunahme von IL-1 im Vergleich zu
dem Kontrolltier in der Zytokin Expression bei den infizierten Tieren zu
verzeichnen. Eine G-CSF Applikation zeigt keinen zusatzlichen Effekt in
der Reduzierung von IL-1B. Nur im Gewebe der Milz lasst sich ein Rick-

gang der Expression bei den mit G-CSF behandelten Tieren beobachten.
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Abbildung 4.19 IL-1B Expression in der Leber, Milz, Lunge und Niere bei SHR Ratten mit
PCI, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF
*P<0,05 vs. SHR Kontrolle
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MIP-2

Ahnlich wie bei IL-6 hat die Gabe von Antibiotika und G-CSF einen Ein-
fluss auf eine geringere Expression des Zytokins auf Organebene. Dies

spiegelt sich in allen untersuchten Organen wieder. Lediglich bei der Milz
lasst sich ein zusatzlicher Effekt des G-CSF erkennen.
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Abbildung 4.20 MIP-2 Expression in der Leber, Milz, Lunge und Niere bei SHR Ratten mit
PCI, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF
$P<0,05 vs. SHR Kontrolle
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IL-10

Die Werte von IL-10 sind bei den infizierten Tieren im Vergleich zu der
Kontrolle deutlich erhdht. Sowohl unter Antibiotika, als auch unter zusatzli-
cher G-CSF Gabe ist eine signifikant geringere Expression von IL-10 bei

Leber zu beobachten. In den Organen der Milz, Lunge und Niere kommt

es bei G-CSF zu einem Anstieg der Zytokinwerte.
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Abbildung 4.21 IL-10 Expression in der Leber, Milz, Lunge und Niere bei SHR Ratten mit

PCI, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF

$0<0,001 vs. Leber Kontrolle, *p<0,001 vs. PCI, *p<0,001 vs. PCI
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TGF-B

Bei der Leber, der Niere und der Lunge wirkt sich die Gabe von G-CSF
zusatzlich zu den Antibiotika in einer deutlichen, jedoch nicht signifikanten

Zunahme des antiinflammatorischen Zytokins TGF-f3 aus. Im Gewebe der

Milz verringert sich die Expression des Zytokins unter G-CSF Gabe.
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Abbildung 4.22 TGF-B Expression in der Leber, Milz, Lunge und Niere bei SHR Ratten
mit PCI, PCI+AB und PCI+AB+G-CSF
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4.2.5 Zytokinexpression von SHR und Wistar Ratten im Vergleich
Im vorherigen Abschnitt wurde die Zytokinexpression bei SHR Ratten im

PCI Modell unter Einfluss von verschiedenen Prophylaxen untersucht.

Im direkten Vergleich der Zytokinexpression zwischen den Stammen der
SHR und der Wistar Population im PCI Modell sind in der Hochdruck-
gruppe deutlich geringere Zytokinexpressionen fur IL-13, MIP-2, IL-6,
IL-10 und TGF-B zu beobachten. Eine Ausnahme ist jedoch fur TNF-a er-
kennbar, das bei den SHR Ratten hohere Konzentrationen in Leber und
Lunge erreicht. Die Abbildung 4.23 bis Abbildung 4.28 stellen im Vergleich
die Zytokinexpression der Wistar-Ratten denen der SHR Ratten gegen-
uber, jeweils die der Kontrollgruppe als auch die Gruppe mit Antibiotika
und G-CSF Prophylaxe.

Alle Werte zeigen die Mittelwerte + SEM. Signifikante Ergebnisse konnten

mit dem Mann-Whitney Test nicht gefunden werden.

IL-6

Wahrend bei beiden Kontrollgruppen fast kein IL-6 nachweisbar ist, lasst
sich fur die infizierten Wistar Ratten ein deutlicher Anstieg an IL-6 DNA in
allen drei Geweben erkennen. Bei den infizierten SHR Tieren ist keine ge-
steigerte IL-6 Expression auf molekularer Ebene nachweisbar. Ein signifi-
kanter Unterschied wird bei den Leberwerten mit p=0,51 knapp verfehit
(siehe Abbildung 4.23).

TNF-a

Eine Ausnahmestellung scheint es bei der TNF-a Expression zu geben.
Als einziges untersuchtes Zytokin werden bei der SHR Gruppe im Ver-
gleich zu den Wistar Ratten erhdhte Werte besonders bei Leber und
Lunge deutlich. Ein erhdhter Ausgangswert zeigt sich allerdings schon in
der Kontrollpopulation (siehe Abbildung 4.24). Signifikante Unterschiede
ergeben sich nicht.
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Abbildung 4.23 IL-6 Zytokinexpression nach 24 h von Leber, Milz und Lunge von Wistar
und SHR Ratten mit PCI, Antibiotika (Cefuroxim/Metronidazol
3,5/10ml/kgKG) und dreimaliger G-CSF Gabe (20ug/kgKG) im Vergleich
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Abbildung 4.24 TNF-a Zytokinexpression nach 24 h von Leber, Milz und Lunge von

Wistar und SHR Ratten mit PCI, Antibiotika (Cefuroxim/Metronidazol
3,5/10ml/kgKG) und dreimaliger G-CSF Gabe (20ug/kgKG) im Vergleich
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IL-18

Bei der Betrachtung der IL-1B Gewebekonzentrationen fallt ein leicht er-
hohter Ausgangswert bei der SHR gegenuber der Wistar Kontrollgruppe
auf. Deutlich sichtbar aber wird die erhdhte IL-13 Konzentration in den
Organen der Wistar-Ratten nach Infektion. Die Milz weist eine gut 40fach
héhere Konzentration an IL-18 DNA auf, in der Leber und der Lunge ist
die Konzentration im Vergleich zu den operierten SHR Ratten immerhin
noch 2-3fach erhoht (siehe Abbildung 4.25). Ein signifikanter Unterschied
wird bei den Leberwerten mit p=0,053 knapp verfehit.

MIP-2

Auch bei der MIP-2 Expression zeigen die infizierten SHR Ratten eine 2-
7fach geringere Zytokinexpression in Leber, Milz und Lunge gegenuber
der Wistar Vergleichsgruppe (siehe Abbildung 4.26). Es ergeben sich

keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 4.25 IL-1B Zytokinexpression nach 24 h von Leber, Milz und Lunge von Wistar
und SHR Ratten mit PCI, Antibiotika (Cefuroxim/Metronidazol
3,5/10ml/kgKG) und dreimaliger G-CSF Gabe (20ug/kgKG) im Vergleich
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Abbildung 4.26 MIP-2 Zytokinexpression nach 24 h von Leber, Milz und Lunge von
Wistar und SHR Ratten mit PCI, Antibiotika (Cefuroxim/Metronidazol
3,6/10ml/kgKG) und dreimaliger G-CSF Gabe (20ug/kgK) im Vergleich
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IL-10

Wie bei den vorigen Zytokinen verhalt es sich mit der IL-10 Gewebeex-
pression ahnlich. Einen 5-9fach erhohten Anstieg in der Lunge und der
Milz der Wistar Population im Vergleich zu den SHR Ratten wird deutlich.
In der Leber findet sich auch bei der SHR Gruppe nach Infektion deutlich
erhohte Werte (siehe Abbildung 4.27). Signifikante Unterschiede ergeben
sich nicht. Mit jeweils p=0,53 wurde ein signifikanter Unterschied bei den

Milz- und Lungenwerten knapp verfehlt.

TGF-B

Fur die DNA-Konzentration von TGF-3 werden die Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen mit Infektion nicht so deutlich. Lediglich in der Milz
findet sich in der SHR Population eine wesentlich geringere Konzentration
an TGF-B. Jedoch wird auch hier kein signifikanter Unterschied erreicht
(siehe Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.27 IL-10 Zytokinexpression der Leber, Milz und Lunge von Wistar und SHR

Ratten mit PCI, Antibiotika (Cefuroxim/Metronidazol 3,5/10ml/kgkG) und
dreimaliger G-CSF Gabe (20ug/kgKG) im Vergleich
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5 Diskussion

Die postoperative Sepsis mit septischem Schock ist trotz chirurgischer
Herdsanierung, Prophylaxe und Therapie mit Antibiotika sowie intensiv-
medizinischer Behandlung eine schwerwiegende Komplikation bei Pati-
enten mit operativen Eingriffen oder Trauma. Die Mortalitatsrate konnte
trotz verbesserten Bedingungen in der operativen Behandlung, moderner
intensivmedizinischer Betreuung und antibiotischer Therapie nicht wesent-
lich gesenkt werden. Sie ist mit 20% - 50% immer noch auf einem hohen
Niveau (Bone, 1991a; Friedman et al, 1998). Ergebnisse unterschiedlicher
Studien zeigen, dass die bakterielle Infektion nur ein Bestandteil in der
Entwicklung der Peritonitis oder Sepsis ist. In einem komplizierten Netz-
werk von systemischen, immunologischen Regulationsmechanismen
spielen neben den verschiedenen bakteriellen Komponenten sowohl pro-
als auch antiinflammatorische Zytokine in der Pathogenese der Sepsis
eine entscheidende Rolle (Heeg et al, 1995; Bone, 1991b; Stadler et al,
1995; Wittmann et al, 1996; Baxter, 1997; Baue, 1992;Bone, 1995). Dies
eroffnet vielfaltige Moglichkeiten fur neue pharmakologisch-therapeutische
Interventionen bei der Vorbeugung oder Behandlung Sepsis gefahrdeter
Patienten. Neue Strategien zur medikamentdsen Beeinflussung der Sep-
sis und deren Folgen bestehen in der Modulation der Expression, der
Verteilung und der Wirkung von verschiedenen Zytokinen wie z.B. IL-1,
IL-6, IL-10 und TNF-a (Bone et al, 1987; Greenman et al, 1991; Ziegler et
al, 1991; Dinarello et al, 1993; Fisher et al, 1994; Abraham et al, 1998;
Marchant et al, 1996).

Um neue Therapiestrategien von Tiermodellen erfolgreich in eine klinische
Studie Ubertragen zu kdnnen, wird eine moglichst adaquate Simulation der
klinischen Situation auf Tierebene gefordert (Bauhofer et al, 1995;
Eidelman & Sprung, 1995; Bauhofer et al, 1999a). Ein Grund fur das
Scheitern von klinischen Studien, die dieses in den zugrunde liegenden

Tiermodellen nicht ausreichend berucksichtigten, war unter anderem, dass
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diese Studien die Voraussetzungen eines komplexen, an die klinischen
Bedingungen angepassten Tiermodells nicht erfullten. Mit dem Ziel, die
Interaktionen von verschiedenen klinischen MalRhahmen wie in einer ran-
domisierten klinischen Studie in einem Tiermodell umfassend zu bertck-
sichtigen, wurde von Lorenz et al. ein Infektionsmodell entwickelt (Lorenz
et al, 1994). Dieses Modell wurde unter Berlicksichtigung der Kriterien des
CONSORT-Statements zum Konzept der klinik-modulierenden, ran-
domisierten Tierstudien (CMRT's) weiterentwickelt (Bauhofer et al, 1998a;
Bauhofer et al, 2002a; Bauhofer et al, 2004b). Das Konzept dieser Studien
erreicht ein hdheres Mal} an Komplexitat im Gegensatz zu herkémmlichen
Studien.

Die Anlehnung an die klinische Komplexitat erlaubt eher Ruckschlusse auf
die Verwendung neuer Therapieformen im klinischen Alltag (Junge et al,
2002). Dieses Modell wurde bis jetzt schon an mehreren hundert Ratten
eingesetzt, welche als Grundlage zur Planung und Durchfuhrung einer
klinischen Multizenterstudie diente (Lorenz et al, 2001; Bauhofer et al,
2001a).

In den friheren Studien wurde unter anderem deutlich, dass das kom-
plexe Zusammenspiel von chirurgischem Eingriff mit abdomineller Konta-
mination mit menschlichen Stuhlbakterien, Antibiotikaprophylaxe und Be-
handlung mit G-CSF ganz unterschiedliche Auswirkungen auf das Uberle-
ben der Tiere hatte. Der Einsatz verschiedener Antibiotika, die zur Perito-
nitisprophylaxe in Kliniken oft eingesetzt werden, zeigte in Kombination mit
G-CSF starke Unterschiede in der Wirkung bezogen auf die Mortalitat
(Bauhofer et al, 2004b; Bauhofer et al, 1996a).

Bei der Betrachtung des Wiederherstellungsergebnisses (hier Mortalitat)
nach einem operativen Eingriff muss aber auch das praoperative Risiko-
profil eines jeden Patienten berlicksichtigt werden. Ublicherweise wird der
Patient dafur vor der Operation durch den Anasthesisten mit dem ASA-

Score klassifiziert (ASA = American Society of Anasthesia). Patienten mit
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den ASA-Klassen I und II haben deutlich weniger Vorerkrankungen als
Patienten, die nach ASA III und IV eingestuft werden (Lorenz et al, 1987).

Untersuchungen an Intensiv-Patienten haben gezeigt, dass Patienten, die
nach einem grof3en chirurgischen Eingriff (z.B. kolorektale Operationen)
Komplikationen bis hin zu einer Sepsis entwickeln, meist eine Vielzahl von
Vorerkrankungen aufweisen. Zu den haufigen Vorerkrankungen zahlen
kardiopulmonale Stérungen, GefalRerkrankungen, Diabetes mellitus sowie
Blutverlust vor oder wahrend der Operation (Chalita-Manzur & Hermosillo-
Sandoval, 2001; Pavlidis et al, 2001; Martinez et al, 2000). Dies muss bei
Planungen von klinischen Studien berUcksichtigt werden, um die Ergeb-
nisse richtig interpretieren zu kénnen. Fur die am Marburger Klinikum und
anderen Krankenhausern durchgeflihrte Studie wurde dafir in weiteren
CMRT-Studien an Ratten der Einfluss von Risikofaktoren auf die Entwick-
lung einer Sepsis und die Uberlebensrate untersucht. Als Risikofaktoren
wurden pra- und intraoperativer Blutverlust und Stoffwechselstérungen in
diabetischen BB Ratten untersucht (Bauhofer et al, 1998b; Bauhofer et al,
2001a). Ratten mit diesen Risikofaktoren hatten eine deutlich erhdhte
Mortalitatsrate gegenuber einer Wistar Normalpopulation. Auch die arte-
rielle Hypertonie spielt bei der Entstehung von Komplikationen im opera-
tiven Alltag eine Rolle (Riou et al, 1992; Martinez et al, 2000; Gol et al,
1998).

In dieser Arbeit wurde die Uberlebenszeit von SHR, Dahl Salz-sensitiven
und Wistar Ratten in dem etablierten Tiermodell (CMRT’s) zur fakalen,
abdominellen Sepsis unter Antibiotika- und G-CSF Prophylaxe untersucht
und die resultierende Veranderung der Zytokinkonzentration im Blut ge-
messen. In einem weiteren Versuch wurden Organproben von Ratten
nach peritonealer Infektion entnommen und die Expression von verschie-
denen Zytokinen auf molekularer Ebene der einzelnen Gewebe unter-

sucht.
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Die Ergebnisse zeigen flr den Risikofaktor der Hypertension ein sehr viel
gemischteres Bild, als es bei den anderen untersuchten Risikofaktoren
deutlich wurde. Genetische Faktoren der verschiedenen Rattenstamme
und das Ausmald der klinischen Interventionen haben einen Einfluss auf
die infektionsbedingte Mortalitat. Im ersten Versuch mit geringer Komple-
xitdt ohne medikamentése Prophylaxe konnte kein signifikanter Unter-
schied im Uberleben der Ratten der zwei unterschiedlichen Stamme beo-
bachtet werden (p= 0.17 im Chi*-Test).

Wurde die Komplexitat jedoch erhéht und der klinischen Realitat ange-
passt, so trat ein deutlicher Unterschied beim Uberleben der Ratten der
verschiedenen Stamme zu Tage. Dies wird in den Ergebnissen des zwei-
ten und dritten Versuchs erkennbar. Im Versuch 2 wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen den Stammen gefunden, mit einer erhéhten Uber-
lebensrate der SHR Tiere trotz Bluthochdrucks (p=0.01 im Chi*-Test). Im
Versuch 3 mit den Dahl Ratten, die eine geringere Uberlebensrate auf-
weisen, wurde hingegen ein Trend zu einem erhdhten Risiko bei den DS
Tieren mit Bluthochdruck ersichtlich. Dies macht deutlich, dass der Blut-
hochdruck an sich nicht automatisch fur ein schlechteres Outcome ver-
antwortlich gemacht werden kann. Andere Faktoren mussen fur das un-
terschiedliche Uberlebensverhalten der Rattenstdmme einen Einfluss

haben.

Eine Maoglichkeit besteht in einer unterschiedlichen Immunantwort der
Ratten auf die infektionsauslosenden Erreger. Unter der Vielzahl von ge-
webetoxischen Substanzen, die bei einer polymikrobiellen bakteriellen
Infektion freigesetzt werden, spielt das Endotoxin ein bedeutende Rolle. In
einer franzosischen Studie wurde kurzlich gezeigt, dass SHR Ratten bei
einer peritonealen Sepsis gegenuber Endotoxin resistent sind (Bernard et
al, 1998). Dieser Effekt liel3 sich nicht auf den erhéhten Bluthochdruck der
Ratten zurlckfuhren. Die SHR Ratten, die mit einem Bluthochdruckmedi-
kament, einem arteriellen Vasodilatator (Hydralazin), normotensiv einge-
stellt wurden, zeigten sich genauso resistent bei einem Endotoxin Schock

wie unbehandelte SHR Ratten. Wahrend des Zustandes der Endotoxamie
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wird von den durch LPS aktiverten Immunzellen neben inflammatorischen
Mediatoren auch Stickstoffmonoxid (NO) produziert (Nemeth et al, 1998;
Cartmell et al, 2000). In vivo gab es in der Plasma Konzentration von
NO>/NO3; nach LPS Injektion keinen signifikanten Unterschied zwischen
den SHR und den Wistar Stammen, weder vor noch nach einer LPS Sti-
mulation (Bernard et al, 1998). Weiterhin gab es zwischen den SHR und
den Wistar Tieren keinen wesentlichen Unterschied in der NO Produktion

im Vollblut nach LPS Stimulation in vitro.

Auch bei den Untersuchungen auf lokaler mRNA Ebene wird zwischen
den Stammen ein unterschiedliches Zytokin Profil deutlich. Die verschie-
dene Zytokinexpression konnte einen Einfluss auf das unterschiedliche
Uberleben der Ratten haben. Bei den Tieren des SHR Stammes waren
sowohl die systemischen (Protein) als auch die lokalen (mRNA)

proinflammatorischen Zytokin Konzentrationen nach PCI niedriger.

Im Gewebe der Leber wurden in unseren Untersuchungen fur TNF-a, IL-6,
MIP-2 und IL-1 bei den Ratten des SHR Stammes nach PCI eine gerin-
gere Zytokinexpessionen gefunden. Auch in den Organen der Milz und
Lunge wurde von diesen Mediatoren weniger exprimiert. Bei den Dahl
Ratten konnte bei der lokalen Zytokin mRNA Expression in der Leber
ebenso niedrigere Werte fur die proinflammatorischen TNF-a, IL-1, IL-6
und MIP-2 gefunden werden. Uber die Funktionen dieser Zytokine lassen
sich pathophysiologisch durchaus veranderte Reaktionen erklaren: Als
wichtige Mediatoren in der Temperaturregulation spielen besonders IL-1,
IL-6 und TNF-a eine Rolle im Organismus (Luheshi & Rothwell, 1996;
Leon et al, 1998; Cartmell et al, 2000; Klir et al, 1993).

In SHR Ratten wird im Vergleich zu Brown Norway Ratten ein geringerer
Anstieg in der Korpertemperatur nach LPS Injektion beobachtet (Pausova
et al, 1999). Genetisch wurde ein chromosomales Segment (SHR.1N)
identifiziert, das eine verminderte TNF-a Produktion vermuten laf3t und
daher fur die veranderte Temperaturregulation verantwortlich gemacht

wird. Nicht nur bei septischen Tieren sondern auch bei Menschen wird
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eine veranderte Reaktion im Temperaturverhalten beobachtet. Sehr
schwer infizierte Individuen zeigen eine stark ausgepragtere Dysregulation

in der Korpertemperatur als gestindere Probanden (Malone et al, 2001).

Wahrend Bernard et al. (Bernard et al, 1998) sowohl systemisch im
Plasma, als auch im LPS stimulierten Blut niedrigere Werte fur IL-6 in der
SHR Population nachweisen konnten, lieRen sich in unseren Untersu-
chungen keine Unterschiede zwischen den SHR und Wistar Stamm fur
Plasma IL-6 finden. Eine Korrelation zwischen IL-6 und der Mortalitat
wurde bereits bei Patienten mit septischen Schock und in Tiermodellen
zur Endotoxinamie beschrieben (Antonelli et al, 1995; Yoshimoto et al,
1992). Auch bei Patienten mit einem septischen Syndrom werden massiv
erhohte IL-6 Werte gefunden (Damas et al, 1992; Casey et al, 1993). Kelly
und Cross konnten zeigen, dass ein Ruckgang von IL-6 nach 10 Stunden
bei nicht-letal infizierten Mausen einer symptomatischen Verbesserung
entsprach, wahrend hoch bleibende IL-6 Plasmaspiegel bei letal infizierten
Mausen bis zu deren Tod beobachtet wurden (Kelly & Cross, 1992).
Wahrend sich niedrigere Plasma IL-6 Konzentrationen bei den SHR
Ratten in den Studien dieser Arbeit nicht nachweisen lie3en, so findet sich
aber eine Ubereinstimmung in einer niedrigeren Expression auf
Gewebeebene von IL-6 mit Nakamura. Er beschreibt eine geringere
Produktion von IL-6 in dem Gewebe der Niere von SHR im Gegensatz zu
Wistar Ratten unter dem Einfluss von operativen Stress und sympathi-

scher Stimulation (Nakamura et al, 1996).

In dieser Versuchsserie wurde das proinflammatorisches Zytokin TNF-a
nur auf Organ Expressionsebene untersucht. In der Literatur finden sich
unterschiedliche Angaben zu Plasma Werten von TNF-a bei den verschie-
denen Rattenstammen. Bernard et al. fand zwischen den SHR und Wistar
Ratten keinen signifikanten Unterschied von TNF-a, wahrend Sirén und
Hagenbeck et al. bei den SHR Ratten erhéhte Spiegel von TNF-a sowohl
im Serum, als auch im Liquor nach nicht-letaler LPS Injektion beschreiben
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(Siren et al, 1992; Hallenbeck et al, 1991). In Wistar Ratten konnte von
unser Gruppe ein signifikanter Anstieg von TNF-a systemisch und in der
Peritonealflussigkeit im PCIl-Modell nachgewiesen werden (Lorenz et al,
1994; Bauhofer et al, 2002a).

Auch wenn TNF-a als proinflammatorischer Mediator eine entscheidende
Rolle bei einer Infektion mit Endotoxin und der Entwicklung einer Sepsis
spielt, spiegelt die Hohe des zirkulierende TNF-a im Plasma nicht unbe-
dingt die lokale TNF-a Expression in den Geweben wieder. So konnte
Kumins et al. nachweisen, dass die Leber einen wichtigen Ort in der loka-
len und systemischen TNF-a Produktion darstellt, wahrend die Milz nicht
entscheidend zu héheren Plasma TNF-a Werten beitragt (Kumins et al,
1996).

Auch von Hadjiminas et al. wird beschrieben, dass Patienten mit Sepsis
vergleichsweise niedrige Werte von Serum TNF-a aufweisen kénnen. Er
aullerte die Annahme, dass TNF-a bei einer schweren Infektion mehr lokal
als parakriner Mediator wirkt und zu lokalen Gewebe Schadigungen flhrt.
In einem CLP Modell an Ratten fand er einen signifikanten Anstieg von
TNF-a mRNA Expression in der Leber und der Lunge, nicht jedoch in der
Milz (Hadjiminas et al, 1994). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
lokal produziertes TNF-a einen entscheidenden Beitrag bei der Schadi-
gung von Organgewebe und der Entstehung eines Multi Organ Versagens
im septischen Verlauf darstellt. Die signifikant geringere TNF-a Produktion
besonders in der Leber als Hauptbildungsort des proinflammatorischen
Zytokins bei SHR Ratten kann daher eine Ursache fiur die geringere
Mortalitat gegenuber der Wistar Ratten sein. Diese Befunde stimmen mit

unseren Untersuchungen zum TNF-a weitgehend uberein.

Die biologische Hauptfunktion von IL-1 stellt die Stimulation von T-Helfer-
zellen und die Aktivierung von B-Zellen dar. Daneben spielt es eine wich-
tige Rolle im komplexen Mediatorennetzwerk und wird in seiner Funktion
durch verschiedene Mechanismen in engen Grenzen gehalten (Dinarello,

1996; Dinarello, 1988). Als direkter Gegenspieler sind vor allem die IL-13
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Rezeptor Antagonisten (IL-1ra) und TGF-B von Bedeutung. Bei der Pa-
thogenese der essentiellen Hypertonie wurde eine verandertes Profil von
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen beschrieben. Nach einer ex vivo
Blut Stimulation mit LPS konnte bei Patienten mit essentieller Hypertonie
erhdhte Werte der proinflammatorischen Zytokine IL-1p und IL-6 gefunden
werden, verglichen mit einer Kontrollgruppe (Peeters et al, 2001). Bei
dieser Studie wurden Werte von IL-18 nur auf der Ebene der
Organexpression hin untersucht. Hier konnte fur die Gruppe der SHR
Gruppe mit PCI eine wesentliche geringere Expression bei Leber, Milz und
Lunge als im Vergleich zur Wistar Gruppe gefunden werden. Dass ein ge-
netischer Allel Polymorphismus von IL-13 einen Einfluss auf den Verlauf
bei entzindlichen Prozessen hat, konnten Ma et al. zeigen. Bestimmte
Zusammensetzungen der IL-1B Allele A2, B2 und RN2 gehen mit einem
deutlich schwereren Verlauf einer Sepsis und eine erhdhte Mortalitatsrate
einher (Ma et al, 2002).

Neben der Erhdhung der Koérpertemperatur spielen lokale Abwehrmecha-
nismen bei dem Schutz und der Bekdmpfung des Organismus bei einer
Infektion eine entscheidende Rolle (Wolpe & Cerami, 1989). Einen starken
chemotaktische Reiz auf Granulozyten Uben die C-X-C Chemokine, zu
denen das MIP-2 zahlt, aus (Driscoll, 1994; Mercer-Jones et al, 1999).
Unter anderem werden diese proinflammatorischen Chemokine durch IL-6
und TNF-a induziert (Kalyanaraman et al, 1998). In einem CLP Modell zur
septischen Peritonitis konnten stark erhohte Werte von MIP-2 nicht nur
lokal in der Peritonealflissigkeit, sondern auch im Serum beobachtet wer-
den (Walley et al, 1997). Weiterhin wurde in einem CLP Modell bei Mau-
sen eine erhohte Expression von MIP-2 mRNA und Protein von Leuko-
zyten des Peritoneums beschrieben (Mercer-dJones et al, 1999). Auf der
einen Seite ist die lokale Freisetzung von Chemokinen im Gewebe wichtig
fur die chemotaktische Stimulation der Granulozyten zur Mikrobenbe-
kampfung, anderseits kann eine erhdhte systemische und unspezifische

Freisetzung dieser Proteine zu einem Zustand der Hyperinflammation des
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Organismus fuhren. Dies kann zu einer deutlichen Verschlechterung der
Sepsis mit einer erhéhten Mortalitat fihren (Walley et al, 1997).

Maier et al. konnten in einem neuen Modell zur polymikrobiellen Sepsis
bei Mausen eine Beteiligung von Chemokinen bei der Entwicklung eines
Organversagens der Niere im septischen Schock nachweisen. Neben
MIP-2 fihrte ein verstarkte Induktion der Gen Expression von Chemokinen
der C-X-C und C-C Gruppe zu einer Akkumulation von Granulozyten und
Monozyten im GefalRendothel der Niere (Maier et al, 2000). Auch Walley
et al. fihrten eine erhdhte Mortalitat von Mausen mit schwerer septischer
Peritonitis auf eine verstarkte Mobilisierung von Neutrophilen durch MIP-2
zurtck (Walley et al, 1997). Zellen, die normalerweise die Bakterien be-
kampfen und den Organismus schutzen sollen, kdnnen ebenso dem Wirt
Schaden zufugen. Daflr scheinen Proteine wie MIP-2 verantwortlich zu
sein. Mediatoren, die eigentlich eine Schutzfunktion fir den Organismus
haben sollen, konnen in unphysiologischen Konzentrationen gefahrlich
sein und zu zusatzlichen Schaden fuhren. Rattenstdmme wie die SHR mit
einer verringerten unspezifischen Freisetzung von MIP-2 haben deshalb
einen Vorteil nach einem entzindlichen Reiz. Dies findet
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus unseren Studien. Die SHR
Ratten haben im Infektionsmodell eine signifikant hdhere Uberlebensrate
und weisen im Vergleich zum Wistar Stamm in den Organen der Leber,

Milz und Lunge eine deutlich geringere MIP-2 Expression auf.

Im Gegensatz zu den bisher betrachteten proinflammatorischen Zytokinen
gehort das IL-10 zu den Zytokinen mit mehr antiinflammatorischen Eigen-
schaften (Standiford et al, 1995; Ibelgauft, 1999). IL-10 vermag bei syste-
mischer Endotoxinamie die inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und
MIP-2 herunter zu regulieren und wirkte protektiv in Tiermodellen zum
septischen Schock (Kalyanaraman et al, 1998; Standiford et al, 1995;
Rongione et al, 1997; Rongione et al, 2000; Gerard et al, 1993).

In Makrophagen, die durch Endotoxin stimuliert wurden, unterdrickt [L-10
die Synthese von IL-1, IL-6 und TNF-a auf mRNA Ebene (lbelgauft, 1999;
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Remick et al, 1998). Auch konnte gezeigt werden, dass IL-10 bei einer
Infektion durch Phenyl N-tert-butylnitrone (PBN) induziert wird und schut-
zend bei endotoxischer Sepsis wirkt (Kotake et al, 2002). Phenyl N-tert-
butylnitrone (PBN) gehort zu der Familie der Nitrone, denen bei der Elimi-
nierung von freien Radikalen, die bei einer bakteriellen Infektion freige-
setzt werden, eine wichtige Aufgabe zukommt. Die pharmakologischen
Effekte von PBN in Tiermodellen sind sehr vielfaltig, und es konnten pro-
tektive Effekte nicht nur bei einem Endotoxin Schock nachgewiesen wer-
den. PBN vermindert nicht nur die Induktion des iNOS, sondern hat
daneben vielfaltige antiinflammatorische Effekte im septischen Schock
uber Modulation der Produktion von entscheidenden inflammatorischen
Mediatoren. Die Zytokin Gene von TNF-a, IL-1 und IL-6 konnten signifi-
kant herunterreguliert werden (Sang et al, 1999). In einem Modell zur LPS
induzierten Endotoxinamie konnte durch die Applikation von PBN eine
gesteigerte Produktion von endogenem IL-10 erreicht werden, welches
einen entscheidenden schutzenden Effekt in diesem Modell hatte. Plasma
IL-10 zeigt einen 3fachen Anstieg in PBN/LPS- behandelten Ratten
verglichen mit Ratten, die nur mit LPS infiziert wurden. Daneben ver-
ringerten sich die Spiegel von TNF-a Uber 90% (Kotake et al, 2002).

Rongione et al. konnten in einem CLP Modell an Ratten zeigen, dass eine
Behandlung mit IL-10 die Expression von TNF-a mRNA in der Leber und
in der Lunge signifikant verringern konnte und die Serum Spiegel von
systemischen TNF-a senkte. Insgesamt konnte die 24h Mortalitat bei den
mit IL-10 behandelten Ratten deutlich gesenkt werden (Rongione et al,
2000).

In unseren Untersuchungen zur lokalen IL-10 Expression in der Leber
zeigte sich ein unterschiedliches Verhalten zwischen den Dahl und den
SHR Ratten. In den untersuchten Geweben kdnnte sich die erhdhte Ex-
pression von IL-10 in der Leber nach Infektion bei den Tieren der SHR
Population glinstig auf das Uberleben auswirken. Bei den Ratten der DS
Gruppe, die eine wesentlich schlechtere Uberlebensrate zeigten, waren

die IL-10 Werte erniedrigt, was eine Erklarung fur die hohere Mortalitat
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sein konnte. Wahrend eine Erhdhung von systemischem IL-10 keinen ein-
deutigen Vorteil im Ausgang einer Peritonitis im CLP Modell der Maus
zeigte, scheint die lokale Produktion von IL-10 einen wesentlich protektive-

ren Einfluss zu haben (Remick et al, 1998).

Der Transforming Growth Factor beta (TGF-() ist ein weiteres wirkungs-
volles antiinflammatorisches Zytokin, dass unter anderem auch bei der
Wundheilung (Pender et al, 1996) und bei der Sepsis eine Rolle spielt
(Ahmad et al, 1997). Im Immunsystem besitzt TGF-B uberwiegend
suppressiven Charakter und wirkt antiproliferativ. auf Abwehrzellen
(T-Lymphozyten, NK-Zellen, Makrophagen). In einem Tiermodell der
Peritonitis konnten Ayala et al. erhdhte TGF-B Plasmakonzentrationen
nachweisen, welches zu einer Dysfunktion von Abwehrzellen beitrug
(Ayala et al, 1993). Ergebnisse aus einem Modell zur Sepsis konnten
zeigen, dass von Makrophagen produziertes TGF-B auf parakrine Art die
IL-2 mRNA Expression in T-Zellen supprimiert und die IL-2 Produktion und
die Zell Proliferation vermindert (Ahmad et al, 1997). In in vitro und in vivo
Untersuchungen zeigten Pender et al., dass eine Behandlung mit TGF-f3
zu einer Reduktion von LPS stimulierter NO Produktion durch Makropha-
gen fuhrte und bei Ratten, die einer letaler LPS Dosis ausgesetzt wurden,

zu einer erhdhten mittleren Uberlebenszeit beitrug (Pender et al, 1996).

Bei dem Vergleich auf mMRNA Ebene fallt bei den SHR Ratten gegentber
dem Wistar Tieren eine verminderte lokale Produktion von TGF- auf.
Ebenso findet sich sowohl systemisch als auch lokal auf mMRNA Ebene
eine verminderte Expression von IL-6 bei den SHR Ratten, einem Zytokin,
dass zur Freisetzung von TGF- fuhrt. Dies wirde in Einklang mit der
Beobachtung von Ayala et al. stehen, die nach IL-6 Blockade mit mo-
noklonalen Antikorpern eine Erhohung von TGF-B verhindern und eine
Immunsuppression wahrende einer Sepsis abschwachen konnten (Ayala
et al, 1993).
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Bei der Betrachtung der pro- und antiinflammatorischen Zytokine wird
deutlich, dass es funktionell gravierende Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Mediatoren gibt, obwohl sie grob in zwei Gruppen eingeteilt wer-
den. Es kann daher nicht allgemein von einer schadlichen Wirkung der
proinfammatorischen Zytokine und dem protektiven Einfluss der an-
tiinflammatorischen Mediatoren gesprochen werden, vielmehr kommt es
auf ein Gleichgewicht im physiologischen komplexen Zusammenspiel der

Zytokine an.

Bei der Betrachtung der verschiedenen Organe (Leber, Lunge, Milz und
Niere) der SHR Ratten fallt ein ahnliches Muster in der Expression der
verschiedenen Zytokine auf mRNA Ebene auf. Nach Infektion ist ein deut-
licher Anstieg der Zytokine in allen Organen zu beobachten. Durch eine
Prophylaxe mit Antibiotika allein oder in Kombination mit G-CSF verringert
sich die Expression erheblich. Der positive Einfluss von G-CSF nicht nur
auf die Uberlebensrate (Lorenz et al, 1994; Bauhofer et al, 1998a;
Bauhofer et al, 2004b), sondern auch auf das Krankheitsverhalten von
septisch infizierten Ratten konnte erst kurzlich gezeigt werden (Bauhofer
et al, 2002b). Mégliche Erklarungen fiir diese Verbesserung der Uberle-
bensrate durch eine G-CSF Prophylaxe lassen sich durch die Stimulation
der zellularen Immunabwehrmechansimen und eine Veranderung im Zu-
sammenspiel der Zytokine finden. Durch eine G-CSF Gabe kann die Zell-
Migration, die Phagozytose und die Produktion von Sauerstoffradikalen
bei Tieren mit PCl normalisiert werden (Welte et al, 1996;Wang et al,
1988). Desweiteren wurde eine erhohte Induktion der Adhasionsmolekule
CD11b/c und CD18 von zirkulierenden Granulozyten durch G-CSF be-
schrieben (Zhang et al, 1998; Wiik et al, 2001). Die Expression dieser
Oberflachen Adhasionsmolekile dient als ein Index flr Fahigkeit der Zel-
len zur Adhasion und fur deren Aktivitatsstatus (Rebuck & Finn, 1994).
Das Integrin CD11b vermittelt die transendotheliale Migration der zirkulie-
renden Granulozyten an den Ort des Entzindungsgeschehens. Brom et

al. konnten bei Patienten, die gefahrdet waren, eine Sepsis zu entwickeln,
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eine Dysfunktion der PMN auf Ebene der Adhasionsmolekil Expression
beobachten (Brom et al, 1995). Dagegen beschrieben Russwurm et al.
erhohte Werte von CD11b auf Neutrophilen bei Patienten mit unkompli-

zierter Sepsis (Russwurm et al, 2002).

Zusatzlich konnte eine Reduzierung von proinflammatorischen Zytokinen
auf Proteinlevel (IL-6 und TNF-a) sowohl am Entzindungsort (z.B. Perito-
neum) als auch systemisch als Erklarungsversuch fiir die erhdhte Uberle-
bensrate in den Untersuchungsgruppen mit G-CSF Prophylaxe dienen
(Goergen et al, 1994; Bauhofer et al, 2002a). In den Untersuchungen die-
ser Arbeit verringerte eine G-CSF Prophylaxe zum Teil die mRNA Expres-
sion in der Leber der verschiedenen Stamme. Dieser Effekt lasst sich
wahrscheinlich auf die antiinflammatorischen Eigenschaften von G-CSF
zuruckfuhren, der sich nicht nur auf die Granulozyten und Monozyten be-
schrankt (Hartung, 1999). Eine genetische Pradisposition fur eine ver-
minderte Zytokin Expression bei Infektion, wie z.B. bei den Tieren des
SHR Stammes, wird durch die antiinflammatorischen Eigenschaften des
G-CSF unterstutzt.

Genetische Unterschiede bei Patienten sind in der Klinik zunehmend von
Bedeutung und werden nicht nur fur den Einfluss der Geschlechtshor-
mone beschrieben. Mehrere experimentelle und klinische Studien haben
eine geschlechtliche Zweigestaltigkeit des Immunsystems und der Ge-
webe Reaktion in der Anfalligkeit und in der Morbiditat bei Schock,
Trauma und Sepsis gezeigt. Die Geschlechtshormone tragen zu der un-
terschiedlichen Immunantwort bei. Es wurde nicht nur ein erhdhtes Risiko
fur mannliche Patienten, sondern auch ein Einfluss von veranderter Zyto-
kin Expression aufgrund unterschiedlicher Allele, wie z.B. fir TNF-B, be-
schrieben. Manner, die fur TNF-2 homozygot sind, haben ein erhohtes
Risiko, dass sie bei einer Infektion eine Sepsis entwickeln (Knoferl et al,
2002; Angele et al, 2000). Auch Stiiber et al. zeigten, dass der bi-allelisch
Ncol Polymorphismus auf dem TNF Lokus ein genetischer Marker fir Pa-
tienten mit einer erhndhten TNF-a Antwort und einer schlechterer Prognose

bei schwerer Sepsis ist. Die Menge der TNF Freisetzung in Situationen mit
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schwerer Entziindung scheint zum Teil genetisch beeinflusst zu sein. Die
Individuen, die homozygot fir TNFB2 sind, haben héhere Werte an zirku-
lierenden TNF-a Plasma Konzentrationen und haben eine hohere Morta-
litatsrate bei schwerer Sepsis (Stuber et al, 1994).Von Fang et al. und Ma
et al. wird ein Polymorphismus der Allele fur IL-1ra beschrieben und die
Beobachtung gemacht, dass das Allel IL-1raA2 empfanglich fir die Ent-
wicklung einer Sepsis macht (Fang et al, 1999; Ma et al, 2002).

Neue Moglichkeiten, genetische Pradispositionen zu untersuchen, die ei-
nen Einfluss auf den Bluthochdruck, eine unterschiedliche Zytokin Freiset-
zung und andere individuellen Eigenschaften haben, kdénnen in Zukunft
hilfreich sein, Patienten mit einem erhdhten perioperativen Risiko und un-
gunstigen Ausgang besser zu erkennen und gezielter behandeln zu kon-
nen. Besonders diese Risiko-Patienten konnten von einer Prophylaxe mit

einem Zytokin wie G-CSF profitieren.
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6 Zusammenfassung

Risikofaktoren wie z.B. Diabetes mellitus, Unterernahrung oder Blutverlust
fuhren zu einer veranderten immunologischen Reaktivitat gegenuber Mik-
roorganismen und zu einer erhdhten Mortalitat in der abdominellen Sep-
sis, sowohl im Tiermodell als auch in der Klinik. Ebenso spielt der Risiko-
faktor Bluthochdruck in der Medizin nicht nur eine Rolle in der Pathoge-
nese des Schlaganfalls und des Herzinfarktes, sondern auch bei Infek-

tionen.

In Klinik modulierenden, randomisierten Studien am Modell der fakalen,
abdominellen Peritonitis konnte beobachtet werden, dass es abhangig
vom untersuchten Rattenstamm (Wistar, Spontanen Hypertensiven (SHR)
Ratten, Dahl Salz-sensitven (DS) Ratten) zu verschiedenen Mortalitatsra-
ten unter Antibiotika- und G-CSF Prophylaxe kommt. Obwohl die beiden
Rattenstamme, SHR und DS Ratten, beide einen nachweislich erhdhten
Blutdruck zeigten, war der Uberlebensverlauf unterschiedlich. Die SHR
Ratten hatten eine wesentlich geringere Mortalitatsrate, wahrend das
Uberleben der DS Ratten tendenziell vermindert war. Dabei wurde bei
dem SHR Stamm, im Vergleich zu den Wistar Ratten, eine deutlich gerin-
gere, lokale Expression der mRNA, der proinflammatorischen Zytokine
IL-1, IL-6 und MIP-2 in den Organen der Lunge, der Leber und der Milz
gefunden. Die erhohte Expression des antiinflammatorischen Zytokins
IL-10 nach einer Infektion in der Leber kann fur die SHR Ratten einen
gunstigen Einfluss haben, wahrend die geringere Produktion sich bei den
DS Ratten eher unglnstig auswirkt. Auf Proteinebene im Plasma konnte
dagegen bei der SHR Gruppe im Vergleich zu Wistar Ratten kein Unter-
schied bei den Zytokinen nach einer Infektion beobachtet werden. Die lo-
kale Zytokinfreisetzung scheint daher von gréflierer Bedeutung zu sein als

die systemische.
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Die Hypertension per se ist nicht entscheidend fir das Uberleben der
Tiere und die Zytokinexpression, sondern vielmehr ihr genetischer Hinter-

grund.

Eine Erklarungsmaoglichkeit fur die erhdohte Resistenz der SHR Ratten ge-
genuber Mikroorganismen und ihren Toxinen einhergehend mit einer er-
héhten Uberlebensrate konnte in der deutlichen Verringerung der lokalen
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen auf mRNA Ebene gefun-

den werden.

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Doktorarbeit wurden in Shock in Bau-
hofer, Tischer et al. (Bauhofer et al, 2003) publiziert und auf der Jahr-
estagung der Shock Society 2001 (Marco Island, Florida, USA) vorgestellt
(Bauhofer et al, 2001c).
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7 Abkurzungen

AB Antibioktikum

ACTH Adrenokortikotropes Hormon

Ag Antigen

AK Antikorper

ANP Artriales Natriuretisches Peptid

ASA American Society of Anesthesiologists

AT-Peptide Anaphylaktische Toxine

CD Cluster of Differentiation

CLP Ceacal Ligation and Puncture

CMRT Clinic Modellized Randomized Trial

CRP C-Reaktives Protein

CSF Colony Stimulating Factor

CTL Cytotoxische T-Lymphozyten

DIC Disseminated Intravasale Coagulation

DR Dahl Salz-resistente Ratten

DS Dahl Salz-sensitive Ratten

ELISA Enzyme Linked Imunosorbent Assay

G-CSF Granulozyten-Kolonie Stimulierender Faktor

GH genetisch-hypertensive Ratten

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie Stimulierender
Faktor

HGF Haematopoetic Growth Faktor

IFN Interferon
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Ig Immunglobuline

IL Interleukin

IL-1ra Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist

INOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

LH Lyon-hypertensive Ratten

LPS Lipopolysaccharid

LT Leukotrien

LVEDP Linksventrikularer End-Diastolischer Druck
MADb Monoklonaler Antikorper (monoclonal antibody)
M-CSF Makrophagen-Kolonie Stimulierender Faktor
MHC Major Histocompatibility Complex

MHS Milan-hypertensive Ratten

MIP Makrophage Inflammatory Protein

MODS Multi Organ Distress Syndrom

MOV Multi Organ Versagen

NA Noradrenalin

NK Naturliche Killerzellen

nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

PAF Platelet Activating Factor

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBN phenyl N-tert-butylnitrone

PCI Peritoneal Kontamination and Infection

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platlet Derived Growth Factor

PF

Platlet Factor
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PG (D, E)
PMN

rHu-G-CSF

RR
RT-PCR
SBH

SCF
SHR
SHR-SP
SIRS
sTNF-R
TGF

TH

TNF
TPR

WKY

Prostaglandine (D, E)
polymorph-mononukleare Neutrophile

rekombinanter Humaner Granulozyten-Kolonie Stimu-

lierender Faktor

Blutdruck nach Riva Rocci
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

Sabra-hypertensive Ratten

Stem Cell Factor

Spontaneous Hypertensive Rats

SHR stroke prone Ratten

Systemic Inflammatory Response Syndrom
soluable TNF Rezeptor

Transforming Growth Factor

T-Helfer Zellen

Tumor Nekrose Faktor

Total Peripher Resistance

Wistar Kyoto Ratten
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Praktisches Jahr:
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