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1 Einleitung

1.1  Sepsis: Bedeutung und Definition

Etwa 215 000 Menschen sterben jedes Jahr in den USA an dem Krankheitsbild
Sepsis.” Dies sind 9,3% aller Todesfille und diese Zahl entspricht der jahrlichen

134

Anzahl von Sterbefdllen am akuten Myokardinfarkt. ”" Damit steht die Sepsis an

zehnter Stelle der hiufigsten Todesursachen in den USA.'™ Im Bereich der

3292 Weltweit ist

Intensivmedizin ist sie gar die hiufigste Ursache fiir letale Verldufe.
eine jahrliche Sepsisinzidenz von 1,8 Millionen dokumentiert, allerdings wird die
tatsdchliche Inzidenz von den Mitgliedern der ,,Surviving Sepsis Campaign® auf etwa
18 Millionen geschitzt.'”

Diese Daten machen deutlich, dass auch heute noch, selbst nach jahrzehntelanger
intensiver Forschung, die Sepsis nach wie vor ein zentrales Problem in der &rztlichen
Praxis darstellt. Viele Studien haben, insbesondere in letzter Zeit, erheblich zum
Verstindnis des komplexen Krankheitsbildes beigetragen. Dennoch gibt es weiterhin
viele offene Fragen, nicht verstandene Zusammenhinge und erhebliche Kontroversen.
Trotz etlicher vielversprechender Ansdtze in Tierexperimenten ist es bis heute zu
keinem Durchbruch in der Therapie der Sepsis gekommen.”> Die Gesamtmortalitiit
bei septischem Schock wird von Friedman et al. mit annihernd 50% angegeben.”
Eine epidemiologische Studie aus Frankreich berichtete iiber eine Mortalitit bei
septischem Schock von 60%.” In der bisher groBten epidemiologischen Studie
berichteten Martin et al. sogar von einer Mortalitdt von 70% bei schwerer Sepsis und
septischem Schock.''® Zwar ist die Gesamtmortalitit aller hospitalisierten Patienten
mit Sepsis zwischen den Jahren 1979 und 2000 von 27,8 auf 17,9% signifikant
zurlickgegangen. Allerdings ist dies weniger auf neue spezifische Sepsistherapien
zuriickzufiihren, als vielmehr auf nichtspezifische Verbesserungen in der
Intensivmedizin.''® Diese umfassen unter anderem Verbesserungen in der Beatmung,
der Kreislauftherapie und den Organersatzverfahren. Im Gegenzug muss erwéhnt
werden, dass die Inzidenz der Sepsis jdhrlich um 8,7% ansteigt und somit trotz
zurlickgegangener Mortalitdt die Anzahl von Todesfillen am Krankheitsbild Sepsis

von Jahr zu Jahr ansteigt.''®
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Lange Zeit bestand keine einheitliche Definition zur Sepsis bzw. der vielfdltigen
zugehorigen Begriffe wie Septikdmie, Bakteridmie, SIRS, schwere Sepsis, septischer
Schock und Multiorganversagen. Diese Begriffe wurden uneinheitlich, teilweise
synonym gebraucht und komplizierten somit die Bewertung von Studien auf diesem
Gebiet.'”* In einer Konsensuskonferenz im Jahre 1991 in den USA, wurden
Definitionen zu den verschiedenen Begriffen erarbeitet, welche weltweite Akzeptanz
erfuhren -wenn auch nicht génzlich kritiklos-'" und auch heute noch die am hiufigsten
von Klinikern und Wissenschaftlern gebrauchten Definitionen auf dem Gebiet der

124

Sepsis darstellen. ™ Im Folgenden sollen die wichtigsten Definitionen kurz aufgefiihrt

werden:
e Bakteriimie: Die Anwesenheit von vitalen Bakterien im Blut.
e SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome): Die systemische
Entzlindungsreaktion auf eine Vielfalt von schweren klinischen Insulten, die

sich mit zwei oder mehreren der folgenden Faktoren manifestiert:

o Korpertemperatur >38°C oder <36°C

o Herzfrequenz >90/min
o Atemfrequenz >20/min oder PaCO, <32 mmHg
o Leukozytenzahl >12 000/mm?, <4000/mm?

oder >10% unreife (stabkernige) Leukozyten

e Sepsis: Die systemische Reaktion auf eine Infektion. Sie entspricht dem SIRS

mit zusdtzlich nachgewiesener infektioser Ursache.

o Schwere Sepsis: Sepsis assoziiert mit Organdysfunktion, Minderperfusion
oder Hypotonie. Minderperfusion und Durchblutungsanomalien kénnen unter
anderem resultieren in einer Laktatazidose, Oligurie, oder einer akuten

Bewusstseinseintriibung.

o Septischer Schock: Schwere Sepsis mit Hypotonie trotz adiquater

Fliissigkeitssubstitution.
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e Multiorganversagen: Das Vorliegen beeintrichtigter Organfunktionen bei
einem akut kranken Patienten, bei dem die Hdmostase nicht ohne Intervention

aufrechterhalten werden kann.

Von der Verwendung des Begriffes Septikdmie wird abgeraten.

Es ist zu bemerken, dass diese Sepsisdefinitionen lediglich auf klinischen Faktoren
beruhen und nicht iiber die Pathophysiologie erfolgen."”® Vincent kritisierte das
Konzept des SIRS als zu wenig spezifisch und iibersensitiv, bemingelte aulerdem die
fehlende Einbindung der Pathophysiologie und den unklaren Benefit fiir den

192

Patienten.”~ Weiterhin wird die Sepsisdefinition dadurch kompliziert, dass sicherlich

eine gewisse Variabilitit im zeitlichen Verlauf vorliegt.'"'

Es gibt Hinweise, die eine
hierarchische Anordnung der Zustdnde SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer
Schock als klinisch fortschreitende Stadien eines systemischen entziindlichen

153
Prozesses vermuten lassen.

Im Jahre 2001 wurde erneut von den Mitgliedern des
,2American College of Chest Physicians* eine Konferenz zur Definition der Sepsis
abgehalten, um die zehn Jahre zuvor erarbeiteten Definitionen zu reevaluieren. Man
kam zu dem Ergebnis, dass die oben aufgefiihrten Definitionen fiir Sepsis, schwere

10
7 Aber es wurde

Sepsis und septischen Schock weiterhin volle Giiltigkeit haben.
durchaus erkannt, dass das SIRS als diagnostisches Hilfsmittel zu unspezifisch und
iibersensitiv ist. Eine stetig steigende Zahl an experimentellen Studien macht
Hoffhung, dass in Zukunft moglicherweise die klinisch basierten Definitionen durch
Definitionen anhand von biochemischen und immunologischen Markern abgelost
werden konnen. Dies wiirde einen grofBen Fortschritt fiir die Diagnostizierung der
Sepsis im klinischen Alltag bedeuten. Allerdings fehlt es heute noch an Studien und

. . .. " 107;117;132
Kenntnissen, um einen solchen Wandel durchzufiihren zu koénnen. ™" "
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1.2 Aktueller Stand der Sepsisforschung

Die anfangs zitierten Daten zur Inzidenz der Sepsis entstammen einer im Jahre 2001
von Angus et al. publizierten epidemiologischen Studie zur schweren Sepsis,” sowie
einer epidemiologischen Studie von Martin et al. aus dem Jahre 2003.""® Letztere ist
die zurzeit grofite verfiigbare Studie zur Epidemiologie der Sepsis. 750 Millionen
Krankenhausentlassungen aus den Jahren 1979 bis 2000 in den USA wurden
ausgewertet. Dabei fanden Martin et al. {iber zehn Millionen Félle von septischen
Komplikationen. Dies entspricht 1,3% aller Krankenhauseinweisungen. In der Studie
von Angus et al. waren 21% aller Félle chirurgische Patienten, genau die
Untergruppe, auf die sich die vorliegende Dissertation insbesondere bezieht. 51%
aller Patienten wurden auf der Intensivstation versorgt. Die Gesamtmortalitdt wurde
mit 28,6% angegeben, in der Studie von Martin et al. mit 17,9%. Dabei zeigte die
Mortalitét in beiden Studien eine deutliche Abhéngigkeit vom Alter der Patienten und
vorliegenden Co-Morbiditédten. Nicht iiberraschend ist der Befund, dass die Mortalitat
mit steigender Anzahl versagender Organe ansteigt. Insgesamt traten bei einem Drittel
aller Sepsis-Patienten Organversagen auf. Bei Versagen von drei oder mehr Organen
(= schwere Sepsis bzw. septischer Schock) betrug die Mortalititsrate 70%. Die am
hiufigsten versagenden Organe sind die Lunge und die Nieren. Erwdhnenswert ist
weiterhin der von Martin et al. gemessene Anstieg der Sepsis-Inzidenz um 8,7% pro
Jahr. Dies wird unter anderem auf den unproportionalen Anstieg der A&lteren
Bevolkerung und der erhdhten Inzidenz in dieser Subgruppe zuriickgefithrt.”® In der
Tat zeigte sich innerhalb der durch die Studie erfassten 22 Jahre, ein Anstieg des
Durchschnittsalters der Erkrankten von 57,4 auf 60,8 Jahre. Zusitzlich sind eine
zunehmende Anzahl invasiver Maflnahmen an Patienten, der zunehmende Gebrauch
immunsuppressiver Medikamente, sowie Chemotherapien und Transplantationen, als
auch ein Anstieg von HIV Infektionen und Antibiotikaresistenzen verantwortlich zu
machen. Dies gibt Anlass zur Sorge, dass die Bedeutung der Sepsis in Zukunft noch

o o 11
weiter zunehmen wird.>!'®

In einem Review beschreiben Hotchkiss und Karl ausfiihrlich den aktuellen Stand der
Forschung und zeigen auf, wie sich das Verstindnis der Sepsis in den letzten Jahren

gewandelt hat.”> So wird berichtet, dass die urspriinglich von Lewis Thomas 1972
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verfasste Theorie, dass der eigentliche Krankheitsverlauf der Sepsis nicht auf der
Infektion selber, sondern auf der iiberschieBenden Abwehrreaktion des Korpers
beruhe (,,the microorganisms that seem to have it in for us ... turn out ... to be rather
more like bystanders ... It is our response to their presence that makes the disease.
Our arsenals for fighting off bacteria are so powerful ... that we are more in danger

2 . 135;193;204 .
*Y? mehr und mehr verlassen wird."*>!'**?% Die

from them than the invaders.
Vorstellung, dass eine iiberschieende, unkontrollierte Immunreaktion des Korpers
mit {ibersteigerter Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen fiir den septischen
Prozess verantwortlich sei, hat zu zahlreichen Versuchen gefiihrt, das Uberleben mit
immunsupprimierenden Substanzen zu verbessern. So wurde unter anderem der
Effekt von Kortikosteroiden,33 von Antiendotoxin-An‘[ik('irpern,205 von Tumor-
Nekrose-Faktor-(TNF)-Antagonisten”®*  und  Interleukin-1-Rezeptorantagonisten®
untersucht. Bernard et al. evaluierten den Effekt von Ibuprofen auf den septischen
Verlauf.*® Die meisten dieser therapeutischen Ansitze zeigten vielversprechende
Resultate in Tierversuchen, aber durchweg enttduschende Ergebnisse bei

anschlieBenden klinischen Studien am Menschen.***%

Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass die Theorie, die Sepsis basiere auf einer unkontrollierten Uberreaktion
des Organismus, welche primér aus Beobachtungen im Tierexperiment herriihrte,
nicht ohne weiteres auf die Situation beim Menschen iibertragbar ist.’** Laut einiger
klinischer Studien ist die unkontrollierte systemische inflammatorische Uberreaktion

in der Tat nicht so hdufig, wie zuvor angenommen.”"

Es wurde sogar iiber eine
Verschlechterung der Uberlebensrate bei Eingreifen in die Immunreaktion,
beispielsweise mit TNF-a-Antagonisten, berichtet.”” Diese Beobachtung stiitzt die
Annahme, dass Zytokine durchaus auch giinstige Effekte im Verlauf der Sepsis haben
und ihre Blockung somit nicht immer sinnvoll erscheint.

In letzter Zeit taucht immer héufiger der Zustand der Immunsuppression in der
Diskussion um die Pathogenese der Sepsis auf.”> Oberholzer et al. postulierten, die
Sepsis sei moglicherweise initial durch einen Anstieg von Entziindungsmediatoren
gekennzeichnet, dass aber im weiteren Verlauf ein Zustand der Immunsuppression

140 e . . . .. . . .
Fiir die postoperative Sepsis nach grofleren viszeralchirurgischen

vorliegen wiirde.
Eingriffen beschrieben Weighardt et al. einen unmittelbaren Defekt in der Produktion
von sowohl pro- als auch antiinflammatorischen Zytokinen durch Monozyten.'”” Es

wurde eine Korrelation zwischen dem Uberleben septischer Patienten und der
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Wiederherstellung der pro-inflammatorischen und nicht der anti-inflammatorischen
Reaktion gefunden. Weighardt et al. schlussfolgerten, dass eine Immunsuppression
am ehesten die primidre und keine kompensatorische Reaktion auf einen
inflammatorischen Insult sei.'”” Tschaikowsky et al. schlussfolgern aus Ihrer Studie
iiber die monozytire HLA-DR Expression im Verlauf der Sepsis, dass eher kein bi-
phasischer Entziindungsverlauf stattfindet, sondern schon initial pro- und

3 Zusammenfassend

antiinflammatorische  Prozesse nebeneinander ablaufen.'®
spekulierten Hotchkiss und Karl, dass moglicherweise der Schliissel zur erfolgreichen
Sepsistherapie darin bestehe, den aktuellen Immunstatus des Patienten in Relation zur
Kontrolle der Infektion zu identifizieren. Einige Patienten haben eine exzessive und
schidigende Immunantwort mit hohen Spiegeln an proinflammatorischen Zytokinen,
wihrend andere eine insuffiziente proinflammatorische Zytokinantwort aufweisen.
Somit wiirde die Therapie darin bestehen, das Immunsystem entweder zu aktivieren
oder zu unterdriicken, ganz abhingig vom Stadium der aktuellen Immunantwort.'>®
Erheblichen Vorschub hat dem Verstindnis der Pathophysiologie der Sepsis die
Erkenntnis gegeben, dass Inflammation und Gerinnungsaktivierung eng miteinander
verkniipft sind. Thrombin wird hier als wichtiges Bindeglied angesehen.
Entziindungszellen = und  proinflammatorische =~ Zytokine steigern  die
Thrombinproduktion; Thrombin wiederum fordert die Leukozytenadhésion, induziert
die Produktion von Plittchen aktivierendem Faktor und treibt inflammatorische
Abliufe via verschiedenster Mechanismen voran."*® Zusitzlich sind oft die Spiegel
der wichtigsten physiologischen Gerinnungshemmer (unter anderem Antithrombin
und das Protein C System) bei septischen Patienten erniedrigt.'®

Healy fasst das derzeitige Verstindnis iiber den Krankheitsverlauf zusammen als
Verlust der Himostase zwischen Entziindung, Gerinnung und Fibrinolyse®™ (Abb.

1.1).
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Sepsis
T Gerinnung /Endothel- A Inflammation
{ Fibrinolyse schadigung

U

Organversagen

Tod

Abb. 1.1:  Das aktuelle Verstindnis der Sepsis-Pathopysiologie
Dargestellt ist der heute besser verstandene Einfluss der Sepsis auf Inflammation,
Gerinnung und Fibrinolyse und deren Zusammenwirken im Verlauf der Erkrankung.
Bisher hat man sich auf das inflammatorische Geschehen als den dominierenden Prozess
in der Sepsiskaskade konzentriert, der letztendlich zum Organversagen fiihrt. Neuere
Untersuchungen des zeitlichen Verlaufs, des Ausmalles und der Auswirkungen von
Hamostasestorungen auf das Endothel haben aber die zentrale Bedeutung dieser
Imbalance bei der Sepsis gezeigt. Sie manifestiert sich als Gerinnungsstérung und in
Form von mikrovaskulidren Thrombosen und kann letztendlich der ursidchliche Faktor fiir
Organversagen und Tod sein. (Mit freundlicher Genehmigung entnommen dem Dia-
Service ,,Beeinflussung der Gerinnung: Der Weg aus der Sepsis?“ der Lilly Pharma

Holding GmbH, Bad Homburg.)

Trotz aller Enttduschungen in der Forschung an geeigneten Sepsistherapien gibt es
auch einige erfreuliche Ergebnisse und neue Therapieansitze zu verzeichnen.
Insbesondere die Studie von Bernard et al. zum Effekt von aktiviertem Protein C hat
zum geschilderten neuen Verstindnis der Sepsis beigetragen. Bernard et al.
berichteten iiber eine signifikante Verbesserung des Uberlebens bei Patienten mit
schwerer Sepsis von 30,8% auf 24,7% nach Behandlung mit Drotrecogin alfa
(rekombinantes aktiviertes Protein C).**'** Aktiviertes Protein C ist damit eine von
bisher nur zwei Substanzen, die ihre Wirksamkeit bei septischen Prozessen in

klinischen Studien beweisen konnten. Es wird vermutet, dass die Wirksamkeit dieses
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Antikoagulanz auf einer Riickkopplung zwischen Gerinnungssystem und

120 AuBerdem scheint aktiviertes Protein C auch direkte

Entziindungskaskade beruht.
antiinflammatorische Eigenschaften zu haben. Diese schliefen die Blockierung der
Produktion von Zytokinen durch Monozyten und die Blockierung von
Zelladhésionen ein. Allerdings birgt die Therapie mit aktiviertem Protein C auch das
nicht unerhebliche Risiko der Himorrhagie."™ Aus diesem Grunde und dem der
enormen Therapiekosten ist aktiviertes Protein C zum gegenwartigen Zeitpunkt nur
fiir die Therapie bei Patienten mit schwerer Sepsis mit starker Organbeeintrichtigung

92;196

und hoher Versterbenswahrscheinlichkeit zugelassen. Es besteht derzeit noch

groBBe Uneinigkeit dariiber, welche Patienten eine Therapie mit aktiviertem Protein C
erhalten sollten, %!

Die zweite Substanzgruppe, die in klinischen Studien erfolgreich getestet wurde, sind
niedrig dosierte Kortikosteroide (200-300mg Hydrokortison/Tag). Wéhrend hoch
dosierte Kortikosteroide wirkungslos oder sogar schidlich in der Therapie der Sepsis
sind,*'?” haben zwei Metaanalysen aus dem Jahre 2004 einen eindeutigen Vorteil fiir
Patienten im septischen Schock gezeigt, wenn diese eine niedrig dosierte
Kortikosteroidtherapie erhielten.¥'?” Basierend auf diesen Studien scheint die
Effektivitit von Kortikosteroiden im septischen Schock vergleichbar mit der
Effektivitit von aktiviertem Protein C (APC) zu sein. Dies schiirt abermals die

Diskussion beziiglich der Indikation fiir APC, unter Beriicksichtigung des sichereren

Nebenwirkungsprofils der Steroide und deren erheblich niedrigeren Therapiekosten.™

Zwei weitere erwidhnenswerte unspezifische Therapiekonzepte stellen die
intensivierte Insulintherapie bei kritisch Kranken dar, sowie die friihe aggressive
Volumensubstitution.

Van den Berghe et al. demonstrierten eine Reduktion von septischen Phasen bei
kritisch Kranken und eine Reduktion der Mortalitét bei Patienten mit Bakteridmie und
solchen mit Multiorganversagen unter intensivierter Insulintherapie.'®” Unabhingig
davon, ob ein Diabetes mellitus vorlag oder nicht, profitierten alle Patienten mit
septischen Komplikationen von einem Blutzucker < 130mg/dl. Es ist nicht genau
bekannt worauf dieser protektive Effekt beruht; vermutet wird aber eine verminderte
Phagozytosefdhigkeit von neutrophilen Granulozyten bei Hyperglykdmie und ein

moglicher antiapoptotischer Effekt von Insulin.”*'%
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Rivers at al. zeigten eine signifikante Verbesserung des Uberlebens bei Optimierung
der kardialen Vor- und Nachlast und Kontraktilitit durch friihe aggressive

Volumensubstitution.'®

Eine umfassende Erarbeitung von aktuellen Therapieempfehlungen wurde kiirzlich im

Rahmen der ,,Surviving Sepsis Campaign® von Dellinger et al. publiziert.”

1.3 Die Bedeutung von G-CSF

In einer Arbeit von Lorenz et al. (1994) wurde ein weiteres viel versprechendes
Therapiekonzept beschrieben, das in Zukunft Bedeutung in der Sepsistherapie
gewinnen koénnte.''® Es wurde gezeigt, dass durch eine prioperativ durchgefiihrte
Prophylaxe mit Granulozyten-Colonie-Stimulierendem-Faktor (G-CSF) der Verlauf
einer postoperativen Sepsis positiv beeinflusst werden kann. Im Tierexperiment
konnte die Mortalitit um weitere 40% im Vergleich zu alleiniger

Antibiotikaprophylaxe gesenkt werden.

G-CSF gehort zu einer Gruppe von Mediatoren, die mehr und mehr in das Zentrum
des Forschungsinteresses vorriicken: die hamatopoetischen Wachstumsfaktoren. Von
diesen hat G-CSF, welches 1971 entdeckt wurde,'”* die groBte klinische Bedeutung
erlangt.'” Es wird von aktivierten Monozyten, Makrophagen und Granulozyten
sezerniert. Diese Synthese kann sowohl durch bakterielles Endotoxin und LPS
induziert werden, als auch durch TNF-a, IL-1 und GM-CSF, einem weiteren
hamatopoetischen Wachstumsfaktor. Prostaglandin E2 hemmt die Synthese von G-
CSF. G-CSF bewirkt eine tempordre Erhohung der Zahl der neurophilen
Granulozyten im peripheren Blut und Gewebe. Dies geschieht durch eine
Verminderung der Reifungszeit im Knochenmark und durch die Freisetzung von

neurophilen Granulozyten aus Speicherpools.'”**

Ein weiterer wichtiger Effekt des G-
CSFs st eine Steigerung der antimikrobiellen Funktion der neutrophilen
Granulozyten (PMN’s), durch Erh6hung der Migrations- und Phagozytoserate, sowie
einer gesteigerten Bildung von O, Radikalen. Dies ist eine Erklarung fiir den Effekt

des G-CSFs bei infektiosen Krankheiten. Eine weitere Erkldrung, ist die Féhigkeit
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von G-CSF, die Apoptose von Granulozyten zu unterdriicken.'®

Eine gesteigerte
Apoptoserate von Lymphozyten und Granulozyten in der Anfangsphase der Sepsis,
spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des septischen Schocks.'” AuBerdem
supprimiert G-CSF die systemische Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie
TNF-0, IL-1 und IL-6.'#17374%798%10 Ayt der anderen Seite stimuliert es die
Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen.””™ Somit vereint G-CSF anti-
infektiose als auch anti-inflammatorische Eigenschaften; ein einzigartiges

pharmakodynamisches Profil.**

Derzeit wird G-CSF, welches als Filgrastim (nicht glykosyliert) und als Lenograstim
(glykosyliert) Verwendung findet, zur Vermeidung und Therapie von Neutropenien
und zur Verbesserung der Lebensqualitdt, hauptsidchlich bei Karzinompatienten,
welche eine Hochdosis-Chemotherapie erhalten, eingesetzt.”” AuBerdem wird es zur
Stammzellmobilisation appliziert.®'

Auch hat G-CSF in einigen infektiosen Krankheitsbildern positive Auswirkungen

24;80 .
" und bei der

bewiesen, so zum Beispiel bei Infektionen des diabetischen Fuf3es
neutropenischen Pneumonie.**” Bisher sind keine bedeutsamen Nebenwirkungen einer

G-CSF Therapie beobachtet worden.*

Wie schon erwihnt, verlangt das verdnderte Verstindnis der Pathophysiologie der
Sepsis neue Therapieansitze. Die rein antiinflammatorischen Ansdtze haben keine
Erfolge erbracht. Vielmehr scheint im Verlauf des Krankheitsbildes eine
Immunsuppression vorzuliegen, die es dem Organismus unmdglich macht, die
Pathogene zu eliminieren.”” Daher erscheint es nur sinnvoll, diejenigen Methoden
experimentell zu evaluieren, die zum Ziel haben, das Immunsystem zu
unterstiitzen,'?> 40204

G-CSF mit seiner immunstimulatorischen Wirkung auf den Organismus wird dieser
Forderung gerecht. Die aufgefiihrten Studien zeigen, dass G-CSF das Potential hat,
das Immunsystem in seiner Fahigkeit Pathogene zu eliminieren, zu unterstiitzen. In
Tierexperimenten wurden die positiven Auswirkungen auf die Sepsismortalitit
gezeigt. Eine prospektive klinische multizentrische Studie zur Verbesserung des
postoperativen Outcomes durch perioperative Prophylaxe mit G-CSF bei Patienten

mit Operation auf Grund eines kolorektalen Karzinoms und erhéhtem operativen
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IGHELT6 11 die Studie wurden 80

Risiko (ASA 3 und 4), ist jiingst zu Ende gegangen.
Patienten eingeschlossen. Durch eine Prophylaxe mit G-CSF in Kombination mit
Cefuroxim/Metronidazol konnte die Lebensqualitit der Patienten verbessert und die

Infektionsrate sowie die Krankenhausliegezeit reduziert werden. "

Weitere Studien zur Wirkung von G-CSF miissen durchgefiihrt werden, um
tiefergreifende Kenntnisse iiber die Wirkung bei infektiosen Krankheitsbildern und
speziell bei Sepsis zu gewinnen. Insbesondere scheint es sinnvoll, den Effekt von G-
CSF in Wechselwirkung mit weiteren Faktoren, wie weiteren Pharmaka aber auch
bestimmten Risikofaktoren bzw. Risikokonstellationen, zu erforschen. Diese
Forderung wird durch die Beobachtung bestirkt, dass G-CSF nicht in
Wechselwirkung mit jedem klinisch verwendeten Antibiotikum, bzw. jeder
Antibiotikakombination, eine optimale Wirkung erzielt.'*'*** So zeigte eine G-CSF
Prophylaxe im Tiermodell eine deutliche Verbesserung des Uberlebens bei
postoperativer Sepsis in Kombination mit Cefuroxim/Metronidazol in klinisch
gebrauchlicher Dosierung (10/3,5mg/kg KG). Kein signifikanter Unterschied
hingegen wurde bei Verwendung der Antibiotikakombination
Cefotaxim/Metronidazol gefunden." Dies macht die Notwendigkeit deutlich, die
Wechselwirkung von G-CSF mit anderen Faktoren zu untersuchen, um optimalen
Bedingungen fiir klinische Studien mit G-CSF zu schaffen. Nur so kann wenig
aussagekriftigen Resultaten vorgebeugt werden. Unter anderem hierzu soll die

vorliegende Studie einen Beitrag leisten.

1.4 Risikofaktoren fiir ein schlechtes Sepsisoutcome

Die  Mortalitdt des septischen Schocks wird in verschiedenen Studien sehr
unterschiedlich angegeben. Mortalitdtsraten zwischen 30 und 80% sind berichtet
worden. Friedman et al. schlossen in einer Metaanalyse auf eine Gesamtmortalitit von
49,7%."

Unabhéngig von der genauen Mortalitétsrate -diese schwankt selbstverstidndlich in
verschiedenen Studien aufgrund unterschiedlicher Patientenkollektive- ist es

unstrittig, dass die Mortalitit der Sepsis bzw. des septischen Schocks sehr hoch ist.
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Nur wenige andere Krankheitsbilder weisen heute noch eine derart hohe Mortalitét
auf.

Zwangslaufig stellt sich die Frage, welches die Risikofaktoren fiir ein schlechtes
Outcome sind. Die Kenntnis solcher, bzw. die Kenntnis iiber die relative Bedeutung
verschiedener prognostischer Faktoren ist von entscheidender Wichtigkeit. Sie sind
hilfreich in der Einschitzung, in welchem Ausmall neue Therapiekonzepte den
Krankheitsverlauf bestimmter Patientenpopulationen beeinflussen konnen. Daher ist
die Kenntnis prognostischer Faktoren und Risikofaktoren nicht nur fiir den klinischen
Alltag, sondern insbesondere auch in der Planung klinischer Studien von Bedeutung.*
Einige Risikofaktoren werden immer wieder in verschiedensten Studien erwéhnt.
Dazu gehoren die inaddquate Anwendung von Antibiotika, zusdtzlich vorliegende
Krankheiten, die Quelle und Art der Infektion, das Vorliegen eines Schockzustandes,
der Bedarf an Vasopressoren, Multiorganversagen und Neutropenie.12

In der Literatur gibt es Hinweise auf eine unterschiedliche Mortalitidt bei
verschiedener mikrobieller Genese der Sepsis. So scheinen Infektionen mit
bestimmten Candida- und Enterokokkenstimmen die hochste Mortalitit aufzuweisen,
wihrend Infektionen mit koagulase-negativen Staphylokokken mit der niedrigsten
Mortalititsrate assoziiert sind.'>> Auch ist der Ort der ursichlichen Infektion ein
prognostischer Faktor fiir die sepsisassoziierte Mortalitit. Infektionen ausgehend von
einem intraabdominellen Lokus, oder von den unteren Atemwegen, sind mit einer
hohen Mortalitit verbunden.'™

In einer grofen Studie setzten sich Brun-Buisson et al. unter anderem das Ziel
Risikofaktoren fiir ein verschlechtertes Uberleben bei Sepsis zu identifizieren.” Die
Autoren beobachteten eine Non-Konstanz der Risikofaktoren im Verlauf der
Krankheit. Sie unterteilten ihre Ergebnisse daher in Risikofaktoren fiir friihe
Mortalitdt (Tod < 3 Tage nach Verlegung auf die Intensivstation) und spdte Mortalitat
(Tod > 3 Tage nach Verlegung auf die Intensivstation). Am stirksten war in der
Studie die ansteigende Anzahl versagender Organe mit frither Mortalitit assoziiert.
Weiterhin zeigten ein arterieller pH < 7,33, das Vorliegen eines Schockzustandes und
eine hohe Punktzahl im SAPS II (Simplified Acute Physiology Score II)'* eine
Assoziation mit frither Mortalitdt. Zusétzliche Risikofaktoren fiir spate Mortalitdt (> 3
Tage) waren die Schwere von Komorbidititen, vorbestehende Organschiden,

vorliegende Hypothermie (< 36°C) und das Vorliegen von mehreren
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Infektionsherden. Die Autoren fassen lhre Beobachtungen zusammen mit der
Feststellung, dass der frithe Tod eher mit der Schwere der Reaktion des Organismus
auf die Infektion assoziiert zu sein scheint, wiahrend spiteres Versterben am starksten
mit den Charakteristika der Komorbiditidten zusammenhinge.

Entgegen der oben erwidhnten Studien, fanden Brun-Buisson et al. weder eine
Assoziation der frithen Sepsismortalitdt mit der Art des infizierenden Organismus
noch mit der Art der Antibiotikatherapie.*

In einer Studie von Sasse et al. werden als negative prognostische Faktoren fiir das
Langzeitiiberleben das Vorliegen einer HIV-Infektion, sowie die Erkrankung an

165

einem malignen Tumor erwéhnt. ” Dass das Vorliegen eines Malignoms mit erhdhter

Sepsismortalitdt verkniipft zu sein scheint, ist schon hidufiger in der Literatur
beschrieben worden.'"!

Einige Studien geben weiterhin Hinweise auf ein genetisches determiniertes Risiko.
So hat sich beispielsweise das Vorliegen eines TNFo Polymorphismus als negativer
prognostischer Faktor beziiglich des Uberlebens der Sepsis erwiesen.'” Die Rolle des
Geschlechts als genetische Pridisposition fiir erhohte Mortalitdt wird sehr kontrovers
diskutiert. Es wurde vereinzelt berichtet, dass die Inzidenz des septischen Schocks
und die Mortalitit bei Frauen geringer sei.”®”® In der epidemiologischen Studie von
Martin et al. wurde von einer niedrigeren Sepsisinzidenz bei Frauen, sowie einer
Entwicklung von Sepsis frither im Leben berichtet. Die Sepsismortalitdt hingegen
unterschied sich nicht zwischen Minnern und Frauen.'"® Allerdings berichteten
Martin et al. iiber einen Unterschied in der Sepsismortalitit beziiglich der Rasse. So
war die Mortalitdt am hdochsten bei der weillen und schwarzen Bevolkerung der USA.
Innerhalb dieser Subgruppe wiederum war die Mortalitdt am hochsten bei schwarzen
Minnern.'®
Ein wichtiger, bis jetzt nicht erwdhnter Risikofaktor, ist das Alter des Patienten.
Angus et al. berichteten iiber eine annidhernd vierfach hohere Mortalitét bei Patienten
iiber 85 Lebensjahren gegeniiber Kindern.” Eine andere Studie ergab sogar ein 13fach

geringeres Uberleben bei ilteren Menschen gegeniiber Kindern mit Pneumokokken-

Bakterisimie.'?’

Zwar sind alle Risikofaktoren wichtig in der Planung neuer klinischer Studien, nicht

alle tragen aber die gleiche klinische Bedeutung. Es liegt auf der Hand, dass klinisch
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beeinflussbaren Risikofaktoren besondere praktische Wichtigkeit zukommit.
Beispielsweise kann das Team einer Intensivstation oder eines Operationssaales
nichts an dem Alter des Patienten dndern. Hohes Alter, als identifizierter Risikofaktor
fiir ein verschlechtertes Uberleben bei septischen Krankheitsbildern, ist eine klinisch
nicht modifizierbare Grofe. Ebenso verhilt es sich bei den meisten der aufgelisteten
negativen  prognostischen  Faktoren.  Demgegeniiber  existieren  durchaus
Risikofaktoren, durch deren Vermeidung bzw. Abmilderung der klinisch titige Arzt
eine Verbesserung des Outcome des Patienten bewirken kann. Diesen Zustinden
muss groBBe Aufmerksamkeit gewidmet werden. Beispielhaft seien die initiale
Anwendung von ungeeigneten Antibiotika, oder auch eine insuffiziente chirurgische

Herdsanierung genannt.’

Zwei weitere klinisch bedingt modifizierbare und deshalb wichtige Risikofaktoren fiir
verschlechtertes Sepsisiiberleben, werden in der vorliegenden Dissertation genauer

evaluiert: die perioperative Hypothermie und die priaoperative Untererndhrung. Beide

Zustinde werden beziiglich Threr Eigenschaften als Risikofaktoren in der Literatur
sehr kontrovers diskutiert.

Im Folgenden soll auf beide Faktoren gesondert eingegangen werden.

1.5 Hypothermie als Risikofaktor?

Es gibt keine einheitliche Definition fiir den Begriff Hypothermie bzw. fiir die

' In der Literatur werden die Termini

verschiedenen Grade der Hypothermie.
Hypothermie, milde Hypothermie und moderate Hypothermie uneinheitlich
gebraucht. Eine oft verwendete Einteilung der Grade der Unterkiihlung ist die nach
Safar et al.: Hypothermie < 36°C (Korperkerntemperatur), milde Hypothermie 32-
36°C, moderate Hypothermie 28-32°C.'** Diese Einteilung wird in der vorliegenden

Dissertation zugrunde gelegt.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass es bei mehr als 50% aller Operationen zu einem

ungewollten Abfall der Korperkerntemperatur des Patienten um mehr als 2°C

142

kommt. ™ Diese Tatsache wurde lange Jahre unterschitzt und nicht ausreichend
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beachtet. Die Griinde fiir eine akzidentelle perioperative Hypothermie sind vielfiltig.
Offensichtlich spielen die klimatischen Verhiltnisse im Operationssaal eine wichtige
Rolle. Die Raumtemperatur betrdgt gewohnlich weniger als 28°C, welches die
Indifferenztemperatur des unbekleideten Erwachsenen darstellt. Intraoperative
Wiérmeverluste kommen durch vier Faktoren zustande: 1) Konvektion
(, Warmestromung®), 2) Radiation (,,Warmestrahlung™), 3) Konduktion
(“Waérmeleitung®) und 4) Evaporation (,,Verdunstung®). Im Gegenzug stellt es sich
oft als schwierig dar, wahrend der Operation eine ausreichend grofle Oberfldche des
Patienten zu bedecken, um fiir suffiziente Wirmeisolation zu sorgen. Bei groflen
Eingriffen wie offenen abdominellen Operationen, kommen zusitzliche evaporative
Wirmeverluste hinzu.'*?

Ein besonders wichtiger Grund fiir ungewollte perioperative Unterkiihlung ist der
Einfluss der Narkose. So verhindert die Anisthesie die endogene Wirmebildung
durch willkiirliche Skelettmuskelaktivitit. Zusétzlich wird die basale metabolische
Aktivitdit gesenkt und die autonome Temperaturregulation beeintrichtigt. Die
Kiltereaktionsschwelle wird herabgesetzt.'**

Der Abfall der Korperkerntemperatur wahrend einer Anésthesie wird in drei Phasen
unterteilt.'”® Der rascheste Abfall erfolgt in der ersten Phase. In dieser etwa 60
Minuten dauernden Phase nach Einleitung der Narkose, kommt es zu einer
Umverteilung von Wirme aus dem Korperkern in die Korperschale. Diese resultiert
aus einer andsthetikabedingten Verminderung des peripheren Vasotonus, der unter
physiologischen Bedingungen ein Temperaturgefille von Korperschale zum
Korperkern aufrechterhdlt. Die Abnahme der Korperkerntemperatur durch diesen
Wirmetransfer von zentral nach peripher betrigt etwa 1,5°C. Wiarmeverluste an die
Umgebung tragen in dieser ersten Phase nur zu einem geringen Teil zur Absenkung
der Korperkerntemperatur bei. In Phase 2 allerdings resultiert das weitere Absinken
der Kerntemperatur iiberwiegend aus diesen Verlusten an die Umgebung. Im
Vergleich zu Phase 1 erfolgt der Temperaturabfall hier jedoch erheblich langsamer.
Zu Beginn der dritten Phase wird die widhrend der Anisthesie erniedrigte
Schwellentemperatur fiir die Auslosung von Kailtegegenregulationsmechanismen

erreicht, und es kommt damit zu einem Kerntemperaturplateau auf niedrigem Niveau.
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Macario und Dexter identifizierten verschiedene Faktoren als Risikofaktoren fiir die
Entwicklung intraoperativer Hypothermie.'”> Zu den Wichtigsten zéhlen eine niedrige
Raumtemperatur des Operationssaales, das Vorliegen von Verbrennungen, eine
niedrige Korpertemperatur vor der Operation und ein groer Blutverlust. Auflerdem
sind Neugeborene und alte Patienten besonders hédufig von perioperativer

Unterkiihlung betroffen.

Nicht nur ungewollte Unterkiihlung ist ein Grund fiir das Auftreten perioperativer
Hypothermie. Vielmehr gibt es bestimmte Operationen, in denen gezielt eine
Unterkiihlung des Patienten induziert wird. Der Einsatz von induzierter Hypothermie
ist kein neuer Gedanke. Schon Hippokrates hatte eine Kiihlung von Verwundeten mit
Schnee und Eis vorgeschlagen, um Blutungen zu reduzieren.'*® Klinisches Interesse
an der induzierten Hypothermie begann in den 30er und 40er Jahren, zuerst bei
Patienten mit Kopfverletzungen. Schon bald allerdings wurden diese Versuche wieder
verworfen, aufgrund unkontrollierbarer Nebenwirkungen der Hypothermie und der
schlechten Steuerbarkeit. In den frithen 80ern wurde das Konzept dann erneut
aufgegriffen, nachdem Tierversuche zeigten, dass schon milde Hypothermie (32-
35°C) vorteilhafte Effekte aufwies. Im Gegensatz zu der zuvor verwendeten tiefen

Unterkiihlung waren die Nebenwirkungen geringer und besser kontrollierbar.'*

Insbesondere in der Neuro-, Herz- und GefaBchirurgie macht man sich die neuro- und

91146 Dag Ziel ist iiblicherweise

kardioprotektive Wirkung der Unterkiihlung zunutze.
die Zeitgrenze flir eine bestimmte Operation oder Prozedur, durch Dampfung des
Metabolismus und Schutz insbesondere des Gehirns und des Riickenmarks bei lokaler
oder systemischer Unterbrechung der Zirkulation, heraufzusetzen. Beispielsweise
haben Tierexperimente gezeigt, dass man die Aortenabklemmdauer unter dem Einsatz
milder Hypothermie um das Zwei- bis Dreifache verlingern kann, ohne eine
Paraplegie zu induzieren."”’

Dieser zuerst in Tierexperimenten***® beschriebene positive Effekt ist in vielen

klinischen Studien bestitigt worden,**°!16:16!

Nicht nur im operativen Bereich macht
man sich deshalb die Neuroprotektion durch Unterkiihlung zunutze, sondern auch bei

Reanimationen, **'**'®! Hirnverletzungen''® und in der Traumatologie.'®
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Allerdings ist dieser benefitielle Einfluss von Unterkiihlung weder vollig unumstritten

27:45;146;181
anerkannt,?’*#>:146:18

noch ist genau bekannt, auf welchem Mechanismus dieser Effekt
beruht.'” Polderman kommt in einem 2004 publizierten Review zu dem Ergebnis,
dass der neuroprotektive Effekt der induzierten Hypothermie nicht nur auf die schon
linger bekannte Démpfung des zerebralen Metabolismus zuriickzufiihren sei.
Vielmehr seien andere Mechanismen von wesentlich groBerer Bedeutung. Unter
anderem seien dies die reduzierte Apoptoserate von Neuronen unter Hypothermie, die
Suppression der neuroexzitatorischen Kaskade durch Verbesserung der
Ionenhomoostase, die Unterdriickung von ischdmieinduzierten inflammatorischen

Reaktionen und Zytokinausschiittung (siche weiter unten), die Reduzierung freier

Radikale, sowie eine Stabilisierung von zerebralen Zellmembranen.'*°

Neben der Neuro- und Kardioprotektion sind weitere positive Auswirkungen der
therapeutischen Hypothermie beschrieben worden. So berichteten Villar und Slutsky
von einem verbesserten Uberleben von Patienten mit schwerem sepsisassoziierten
ARDS, wenn diese einer induzierten Hypothermie (32-35°C) ausgesetzt waren."' Es
muss aber erwdhnt werden, dass diese Studie nicht randomisiert durchgefiihrt wurde
und nur 19 Patienten umfasste. Die positive Wirkung erkldren die Autoren mit dem
durch Unterkiihlung verminderten Sauerstoffbedarf der Gewebe. Zwei im Jahr 2003
publizierte Studien zeigten einen dhnlichen Effekt an Ratten.''®* In beiden Studien
berichteten die Autoren iiber einen positiven Effekt von induzierter Hypothermie auf
einen durch Endotoxin induzierten akuten Lungenschaden. Als mogliche Erklérung
filhren die Autoren beider Studien Thre sehr dhnlichen Ergebnisse auf Zytokinebene
an: die induzierte  Hypothermie  bewirkte eine  Unterdriickung  der
proinflammatorischen Zytokine II-1, IL-6 und TNFa in der Lunge, sowie eine
gesteigerte Ausschiittung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10.'%*%¢

Verschiedene Studien beschreiben weiterhin einen positiven Einfluss auf das

Outcome bei himorrhagischem Schock.*2%02°!

Lange Zeit hat man den negativen Effekten der Hypothermie kaum Beachtung
geschenkt. Mittlerweile liegt aber eine Menge an Studien vor, die sich mit den Folgen
bzw. Nebenwirkungen der induzierten und akzidentellen Unterkiihlung beschiftigen.

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass die perioperative Hypothermie zahlreiche
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Korperfunktionen und damit auch den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen
Kkann, 42147
So berichteten Frank et al. iiber eine Assoziation von perioperativer Hypothermie und
dem Auftreten schwerer kardiovaskulirer ~Komplikationen.””  Ventrikulire
Tachykardien, Asystolien, instabile Angina pectoris und Myokardinfarkte waren bei
Hochrisikopatienten mit einer um lediglich 1,3°C gesenkten Kerntemperatur dreifach
haufiger zu finden.®® Der Mechanismus dieser Wirkung ist nicht genau geklart.
Moglicherweise ist ein hypothermieassoziierter Anstieg der Noradrenalin-
Konzentration und des totalen peripheren Stromungswiderstandes verantwortlich zu
machen.” Weiterhin wird eine Erniedrigung des Serum-Kaliumspiegels diskutiert.
Eine weitere Komplikation perioperativer Hypothermie ist eine Storung der
Gerinnungsfunktion. Schmied et al. zeigten einen erhdhten Blutverlust und
Fremdblutbedarf bei einer um nur 1,6°C erniedrigten perioperativen
Kerntemperatur.'®® Es ist anzunehmen, dass dieser Effekt auf einer Stérung der
Thrombozytenfunktion und einer verminderten Aktivitdit der Enzyme der
Gerinnungskaskade beruht.™

Perioperative Unterkiihlung fiihrt zu einer Anderung der Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik multipler Arzneimittel, insbesondere aber zu einer Einschrankung

! Dies fiihrt zu einer

der Metabolisationsrate von Hypnotika und Muskelrelaxantien.
Verlangerung der Aufwachphase nach Operationen.

Weitere Nebenwirkungen der Hypothermie sind Fliissigkeitsverluste durch eine so
genannte hypothermieinduzierte Diurese, das Auftreten von Elektrolytentgleisungen,
insbesondere eine Erniedrigung des Serum-Kaliumspiegels, sowie Hyperglykdmien
durch verminderte Insulinempfindlichkeit.'*’

Ein nicht zu vernachldssigender Aspekt perioperativer Hypothermie ist die
Auswirkung auf das postoperative Wohlbefinden des Patienten. Postoperatives
Frieren und Zittern wird meist als auBerordentlich unangenehm, mitunter

unangenechmer als Schmerzen, empfunden.'®

Wihrend {iiber die beschriebenen Effekte der Hypothermie in der Literatur
weitestgehend einheitliche Meinungen herrschen, ist die Auswirkung der
Unterkiihlung auf das Immunsystem ein Thema, das auBerordentlich kontrovers

diskutiert wird.
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Eine sehr bekannte Studie von Kurz et al. zeigte, dass die Wundinfektionsrate nach
kolonchirurgischen Eingriffen um das dreifache erhoht ist, bei einem
Kerntemperaturunterschied zwischen den Gruppen von nur etwa 2°C.'” Eine
mogliche Erklirung sei eine hypothermiebedingte Vasokonstriktion, welche zu einem
verminderten partiellen Sauerstoffdruck in den Geweben fiihrt. Dies wiederum
bedingt eine verminderte Bildung von Sauerstoffradikalen, da diese dem partiellen
Sauerstoffdruck im Gewebe proportional ist. Freie Sauerstoffradikale tragen zur
Elimination von Mikroben bei. Da dies primér in neutrophilen Granulozyten
geschieht, verschlechtert die Hypothermie indirekt die Funktion der neutrophilen
Granulozyten.

Bestitigt wurde dieses Ergebnis in einer Studie von Flores-Maldonado et al.*® Auch
die Beobachtung, dass praoperatives Warmen des Patienten zu einer Reduktion der
Wundinfektionsrate fiihrt, spricht fiir den negativen Effekt der perioperativen
Hypothermie auf das Immunsystem.'>’

Eine Studie von Barone et al. allerdings zeigte keinerlei Unterschiede in der
Wundinfektionsrate bei unterkiihlten Patienten.'' Somit kann die Frage nach der
Wirkung von Hypothermie auf die Wundheilung nicht mit letzter Sicherheit
beantwortet werden.

Fiir einen negativen Effekt der Unterkiihlung auf das Immunsystem sprechen die
Beobachtungen, dass eine erniedrigte Kerntemperatur die T-Zell abhingige
Antikérperproduktion einschrinkt.'”' Die Anzahl zirkulierender neutrophiler
Granulozyten wird vermindert, ihre phagozytische Aktivitdt wird eingeschrinkt und
ebenso ihre chemotaktische Aktivitdt. Weiterhin ist die Phagozytosefdhigkeit von
Monozyten und Makrophagen bei Hypothermie vermindert.”~"'® Auch wurde
gezeigt, dass die Aktivitdit von ,natural killer cells* gehemmt wird, womit der
Metastasierung maligner Tumoren Vorschub geleistet wird.? Beilin et al. zeigten
einen negativen Effekt von perioperativer milder Hypothermie auf das
Immunsystem.?” Berichtet wurde iiber eine supprimierte Lymphozytenaktivitit und
einen erniedrigten IL-2 Spiegel unter Hypothermieeinfluss. IL-2 spielt eine wichtige
Rolle in vielen Prozessen der Immunabwehr. Einfliisse von Hypothermie auf die
Zytokinproduktion des Organismus ist an etlichen weiteren Stellen beschrieben
worden. Die meisten dieser Studien berichten {liber eine verminderte Expression von

pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNFa, sowie einer gesteigerten
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Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10.'9%1%!1%1% Jedoch
berichteten andere Autoren von einer gesteigerten TNFa und IL-1 Produktion unter
Hypothermie.®> Weiterhin scheint es einen Zusammenhang zu geben zwischen der
Auspriagung der Unterkiihlung und der Expression von Zytokinen. So wurde berichtet,
dass eine Korpertemperatur von 32-33°C die Expression von pro-inflammatorischen

Zytokinen hemmt, wogegen eine Temperatur von 34°C hierzu nicht imstande war.’

Eine wichtige, wenn auch statistisch nicht signifikante Beobachtung machten Clifton

et al.*

In der Studie war die Sepsisinzidenz bei vorliegender moderater Hypothermie
groBer als bei normothermen Patienten. In einer kiirzlich publizierten groflen
klinischen Studie zur Wirkung von induzierter Hypothermie bei Patienten mit
Subarachnoidalblutung (SAB), fand sich kein Unterschied zwischen den Gruppen,
auller einer statistisch signifikant erhohten Inzidenz von Bakteridmien in der
gekiihlten Gruppe.''

Weiterhin wurde in einigen Studien von einer erhdhten Inzidenz von Pneumonien bei

langzeitgekiihlten (>48-72 Stunden) Patienten berichtet.'¢”!"?

Im Gegensatz dazu traten bei der von Marion et al. durchgefiihrten Studie mit
moderater Hypothermie bei Kopfverletzungen keinerlei infektiose Komplikationen
auf.''® Ebenso zeigten Wu et al. in einer Studie zur Wirkung von milder Hypothermie
bei hdmorrhagischem Schock in Ratten, dass die Unterkiihlung keinen Einfluss auf

21 T einer schon erwihnten

die Entziindungsreaktion des Organismus hatte.
Untersuchung von Villar et al., fanden die Autoren sogar eine Verbesserung der
Mortalitétsrate bei Patienten mit sepsisassoziiertem ARDS, wenn diese unterstiitzend

mit milder Hypothermie behandelt wurden.'

Die Autoren erkldren diese Wirkung
mit einer Verbesserung der Sauerstoffextraktion und einer Reduktion des
Sauerstoftbedarfs der Gewebe unter erniedrigter Korperkerntemperatur. Sie schlagen
deshalb die induzierte Hypothermie als mdgliches Therapiekonzept auch bei Sepsis

VOr.

Von der akzidentellen und induzierten Hypothermie muss die spontane Hypothermie
bei Sepsis abgegrenzt werden. Obwohl die hdufigste Reaktion des Organismus auf

eine Infektion Fieber ist, findet sich bei einem kleineren Prozentsatz der Patienten mit
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Sepsis auch Normothermie oder Hypothermie. In einem Patientenkollektiv mit
schwerer Sepsis fanden Clemmer et al. bei 9% der Patienten eine
Kérperkerntemperatur von <35,5°C.*. In einer anderen Studie bei Patienten mit
septischem Schock hatten 21% eine Kerntemperatur <35,6°C.'"” Es ist nicht bekannt,
warum der Organismus in manchen Féllen mit Fieber reagiert und in anderen mit
Hypothermie.'"> Beide Studien stimmen in der Beobachtung iiberein, dass die
Mortalitétsrate bei Patienten mit spontaner Hypothermie etwa doppelt so hoch ist wie
bei febrilen Patienten. Clemmer et al. berichteten auflerdem iiber eine signifikante
Vermehrung von ZNS-Dysfunktionen, eine Steigerung von Serum-Bilirubin-
Konzentrationen und eine verminderte Wahrscheinlichkeit sich vom Schock zu
erholen, wenn eine Hypothermie vorlag.*’

Diese ganz offensichtlich negativen Auswirkungen von spontaner Hypothermie bei
Sepsis lassen sich aufgrund ihrer physiologischen Unterschiede nicht ohne weiteres
auf die akzidentelle bzw. induzierte Hypothermie iibertragen und miissen deshalb klar
unterschieden werden.”* Gilston vermutet bei der spontanen Hypothermie bei Sepsis
das Vorliegen eines inaddquaten Metabolismus, wihrend die induzierte Hypothermie

eine mogliche therapeutische Intervention bei exzessivem Metabolismus darstelle.”*

Zusammenfassend kommt man zu dem Ergebnis, dass die induzierte bzw.
akzidentelle perioperative Hypothermie einige nachgewiesene positive wie negative
Auswirkungen auf den Organismus hat. Der Effekt auf das Immunsystem wird
allerdings sehr kontrovers diskutiert. Ob Hypothermie eine mogliche unterstiitzende
Therapie der Sepsis darstellt, oder ob sie moglicherweise das Gegenteil bewirkt und
als Risikofaktor anzusehen ist, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht sicher zu entscheiden.

Hierzu soll die vorliegende Dissertation einen Beitrag leisten.
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1.6 Unterernihrung als Risikofaktor?

Untererndhrung ist ein weit verbreitetes medizinisches Problem. Nicht nur in den
Entwicklungsldndern muss sich der Arzt mit untergewichtigen bzw. fehlerndhrten
Patienten befassen; tatsdchlich ist die Prdvalenz von Untererndhrung in den
westlichen Industrienationen wesentlich grof3er als man annehmen wiirde. Dies ist seit
der Publikation ,,The skeleton in the hospital closet” von Butterworth aus dem Jahre
1974 bekannt.®® Es wurde mehrfach berichtet, dass 20 bis 60% aller
Krankenhauspatienten leicht bis schwer unterernihrt sind.””®** Insbesondere
betroffen sind dltere Menschen. Hier wird eine generelle Prdvalenz von 4%
angenommen, bei hospitalisierten Menschen hoheren Lebensalters sogar iiber 50%.*
Weiterhin starker gefdhrdet sind Patienten die an chronischen Krankheiten leiden und
an Krankheiten des Nervensystems.”””> Ganz besonders hidufig erleiden
Tumorpatienten einen erheblichen Verlust von Korpergewicht. Offenbar ist allerdings
diese Tumorkachexie nicht nur auf verminderte Nahrungsaufnahme zuriickzufiihren,
sondern scheint weitere, nicht abschlieBend erforschte, tumorbedingte Faktoren zu
involvieren.”’

Viele Studien haben gezeigt, dass Untererndhrung einen unabhéngigen Risikofaktor
fiir Morbiditit und Mortalitdt darstellt. In einer Metaanalyse schlossen Pelletier et al.
auf eine exponentiell ansteigende Mortalitdt, je geringer das Gewicht fiir ein

137;144

entsprechendes Alter bei Kindern war. Auch fiir alte Menschen wurde eine

starke Assoziation von Mortalitit und Untererndhrung nachgewiesen. %4377
Weiterhin bewirkt Untererndhrung bei Alten eine Verschlechterung des mentalen
Status und der pulmonalen Funktion.'* Nicht zu vernachlissigen sind die Tatsachen,
dass Unterernihrung die Lebensqualitit Betroffener deutlich einschrinkt,” und

unterernihrte Patienten durchschnittlich linger im Krankenhaus verweilen.”

Unter diesen Bedingungen ist es bemerkenswert, dass viele Fille von Untererndhrung

122

klinisch gar nicht erst diagnostiziert werden. ~* Anteil an diesem Missstand konnte die

Tatsache haben, dass keine einheitlich akzeptierte Definition fiir Unterernihrung bzw.
die verschiedenen Grade selbiger existiert.”” Auch gibt es keine Einigung dariiber,
wie ein untererndhrter Patient identifiziert werden kann, noch dariiber wie eine

1
1198

diagnostizierte Untererndhrung behandelt werden soll. ™" Der Arzt muss die Diagnose
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anhand klinischer Faktoren wie dem Korpergewicht, der Dicke einer Trizeps-
Hautfalte oder dem Armmuskel-Umfang tdtigen. Dies bedarf einiger Erfahrung.
Hilfreich konnen Funktionstests wie die Handdynamometrie und Laborparameter wie
das Serum-Albumin sein.'” Gerade fiir den Serum-Albumin-Spiegel ist eine

89178 WWeiterhin ist der

Assoziation mit dem Krankenhaus-Outcome gezeigt worden.
,Body mass index“ ein hilfreicher Parameter in der Diagnose von Uber- bzw.
Untergewicht in der klinischen Praxis.”**'*! Er wird berechnet indem man das
Korpergewicht in kg durch das Quadrat der Koperldnge in cm teilt. Es wurde gezeigt,
dass der BMI das gesamte Fettgewebe des Korpers mit einem Fehler von nur 10%
oder weniger schitzt. Der Vorteil des BMI, insbesondere im Vergleich zum ,,idealen
Korpergewicht®, liegt in der Unabhéngigkeit von der Korperldnge. Allerdings ist auch

hier eine Unzuverldssigkeit zu beachten, bei Personen mit extremem Alter,

Kopergrofie und sehr muskuldrem Koperbau. Die 1995 neu erarbeiteten Einteilungen

fiir den BMI sind wie folgt definiert:”**'*!
e BMI <18,5 = Untergewicht
e BMI 18,5 -24,9 = Normal / Gesund
e BMI 25 —29,9 =Ubergewicht
e BMI > 30 = Adipositas

Es war erst 1959, als man Untererndhrung mit Infektionen in Zusammenhang brachte.
Erst nachdem Nevin Scrimshaw in einer bedeutenden Arbeit auf die Interaktionen

. , . o169
zwischen Untererndhrung und Infektionen hinwies,

wurde dieser wichtigen
Bezichung Aufmerksamkeit von Klinkern und Forschern zuteil.”” Scrimshaw et al.
tatigten die Aussage, dass Untererndhrung die Anfilligkeit fiir infektiose Krankheiten
erhohe und infektiose Krankheiten wiederum den Erndhrungszustand verschlechtern.
Dies resultiere in einem Teufelskreis der letzten Endes zum klinischen Bild des
Kwashiorkor und zum Tod fiihre.”

Erst viele Jahre spiter wusste man genug iiber das menschliche Immunsystem, um die
negativen Auswirkungen der Untererndhrung auf selbiges ausreichend zu erkléren.'®®
Heute weil man, dass Untererndhrung die Immunitit des Organismus auf

unterschiedliche Arten ungiinstig beeinflusst, sowohl auf humoraler, als auch auf

zelluldrer Ebene. So schrinkt Malnutrition die Funktion des Thymus ein und fiihrt
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damit zu einer gestorten Reifung von T-Lymphozyten. Die resultierende erniedrigte
Zahl an funktionstiichtigen T-Helferzellen, fiihrt zu einer verminderten Zahl an
Antikorper produzierenden Zellen.” AuBerdem ist die Affinitit der produzierten
Antikorper vermindert. Dies flihrt zu einer verschlechterten Reaktion auf présente
Antigene.* Weiterhin ist bei Unterernihrung die Konzentration und Aktivitit der
meisten Komplement-Faktoren vermindert. Da diese als essentielle Opsonine
fungieren, wird durch ihren Mangel die Phagozytose durch Leukozyten vermindert;
dies wirkt sich insbesondere in der Initialphase einer Infektion mit gram-negativen
Bakterien negativ aus.” Zusitzlich werden durch Unterernihrung das
sauerstoffabhiingige sowie das sauerstoffunabhéngige (Laktoferrin, Lysozym,
Hydrolase, Protease) antimikrobielle System der neutrophilen Granulozyten erheblich
in ihrer Funktion beeintrichtigt.'®®

Ein weiterer Weg, auf dem Untererndhrung das Immunsystem alteriert, ist die
behinderte Produktion von Zytokinen. So wurde iiber eine verminderte Expression
von IL-1, IL-2, IL-6, Interferon-y und TNF-a berichtet.”***!'*! AuBerdem ist die

Reaktion von T-Lymphozyten auf Zytokinstimulation beeintrichtigt.'”®

Etliche klinische Studien belegen die negativen Einfliisse der Untererndhrung auf das
Immunsystem. An dieser Stelle sei nur auf zwei neue Publikationen aus dem Jahre
2004 hingewiesen. In einer Studie an afrikanischen Kindern, wurde gezeigt, dass
Untererndhrung eines von fiinf Indizes war, das signifikant mit dem Vorliegen von
Infektionen der Blutbahn assoziiert war."’” Eine andere Studie belegte, dass bei
kritisch Kranken eine Kalorienzufuhr von weniger als 25% der empfohlenen Menge,

zu einer gesteigerten Rate an Infektionen der Blutbahn fiihrt."’

Chandra kommt zu dem Schluss, dass Untererndhrung die weltweit hdufigste Ursache

fiir Inmundefizienz darstellt.*!

Insbesondere aufgrund der nachweislich negativen Effekte auf das Immunsystem, ist
die Untererndhrung regelmédfBig in der Diskussion um seine Bedeutung als
Risikofaktor fiir das perioperative Outcome. Dies ist auch deshalb eine Frage von
grofler Bedeutung, da berichtet wurde, dass bis zu 30% aller Patienten, die sich

gastrointestinalen Operationen unterziehen miissen, untererndhrt sind.”® Gallagher-
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Allred et al. kommen in einem Review zu dem Ergebnis, dass unterernéhrte Patienten
zwei- bis dreifach hiufiger perioperative Komplikationen erleiden, sowie eine hohere
Mortalitit aufweisen, als gut erndhrte vergleichbare Patienten.”” Den Autoren zufolge
kann Untererndhrung den Krankenhausaufenthalt um bis zu 90% verldangern. Windsor
wiederum erkennt in seinem Review zum Thema des chirurgischen Risikos
unterernihrter Patienten Untererndhrung durchaus als Risikofaktor an.'”® Er merkt
aber an, dass dieses Risiko moglicherweise so gering sei, dass es neben weitaus
wichtigeren Faktoren fiir das Operationsoutcome, wie zum Beispiel den Féhigkeiten
des Chirurgen und Anwendung geeigneter Antibiotika, nicht sehr schwer wiegen
wiirde. Gleiches wird in einer aktuellen orthopddischen Studie zu postoperativen
Wundinfektionen und Untererndhrung geschlussfolgert'”' Windsor fiihrt weiterhin an,
dass es wegen der hdufig zusitzlich vorliegenden Risikofaktoren Schwierigkeiten
bereite, klar zu differenzieren, ob Untererndhrung tatsdchlich ein schwerwiegender
eigenstindiger Risikofaktor ist, oder ob es sich lediglich um eine hiufige Assoziation
handelt.'”®

Ein klarer Risikofaktor allerdings scheint Untererndhrung zu sein, wenn sie gepaart
mit offensichtlich gestérten Organfunktionen einhergeht. In diesem Fall sind
signifikant gehduft postoperative Sepsis und Pneumonien beobachtet worden.'””

Eine andere Studie wiederum identifizierte einen Gewichtsverlust von nur 10%, wie
auch einen erniedrigten Albuminspiegel, als unabhdngige Risikofaktoren fiir die
Entwicklung von schweren postoperativen septischen Komplikationen.*> In einer
Publikation aus dem Jahre 2005 berichteten Miki et al, dass unterernidhrte altere
Tumorpatienten schwerwiegendere postoperative inflammatorische Komplikationen
erlitten als gut erndhrte alte Patienten. Dies ging einher mit einer reduzierten

Expression von IL-1 Rezeptor Antagonisten in der unterernihrten Gruppe.'*®

Zusammenfassend kommt man zu dem Ergebnis, dass Unterernihrung ein weit
verbreiteter pathologischer Zustand ist, der mit erheblichen negativen Folgen fiir den
Patienten verbunden sein kann. Sie ist ein eindeutig identifizierter Risikofaktor fiir
Morbiditit und Mortalitit. Die Bedeutung als Risikofaktor fiir die perioperative Phase
und insbesondere fiir das Outcome bei postoperativer Sepsis, ist nicht eindeutig

geklart. Dazu soll die vorliegende Dissertation einen Beitrag leisten.
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1.7 CMRTs (Klinik modellierende randomisierte Studien)

Es wurde schon anfangs erwihnt, dass es in den letzten Jahren viele Enttduschungen
auf dem Gebiet der Sepsisforschung gegeben hat. Viele Therapieansitze, die in
Tierversuchen viel versprechende Resultate zeigten, versagten in anschlieBenden
klinischen Studien.****

Die Griinde fiir diese frustrierenden Ergebnisse sind sicherlich vielfdltig. So ist unter
anderem die Physiologie von Versuchstier und Mensch natiirlich nicht vollig gleich.®’
Als weiterer, wichtiger Grund fiir das Versagen der Forschungsansitze, ist die nicht
ausreichend kliniknahe Durchfithrung der Tierversuche zu diskutieren.'”**® So
wurden viele Versuche an Tieren mit sehr niedriger Komplexitét durchgefiihrt. Diesen
Versuchen gelingt es nicht, die klinische Situation, der der Patient ausgesetzt ist, in
ihrer Gesamtheit ausreichend nachzubilden. Beispielsweise seien die Anwendung von
Antibiotika, Schmerzmittel und Anésthetika genannt, deren Interaktion mit der zu
evaluierenden Substanz mdglicherweise durchaus Anderungen in deren Wirkung
verursachen konnen.

Oberstes Ziel, um Tierstudien so vergleichbar wie moglich zu machen, muss es daher
sein, das Studiendesign so nah wie moglich an die klinische Realitit heranzufiihren.
Dies schlie3t die Studienplanung, das Studiendesign und die Durchfiihrung ein. Dabei
muss eine Durchfiihrbarkeit der Versuche weiterhin gewéhrleistet bleiben.

Lorenz et al. entwickelten in Anbetracht dieser Forderungen ein Sepsisprophylaxe-
Modell der experimentellen, fikalen Peritonitis bei der Ratte.''® Dieses Modell
bezieht eine Vielzahl von klinischen Faktoren in die Versuche an der Ratte mit ein

17;19
"1 Unter

und wurde deshalb CMRT (,,Clinic modeling randomized trials*“) genannt.
Berticksichtigung der standardisierten Kriterien fiir randomisierte klinische Studien
anhand des CONSORT Statements,'*” werden unter anderem Fallzahlberechnungen
anhand der Formel von Friedman et al. durchgefiihrt.”' Dabei wird z.B. ein klinisch
relevanter Unterschied zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppen von 30%
zugrunde gelegt. Dies bedeutet, dass eine Uberlebensverbesserung von 50 auf 80%
angestrebt wird (d=0,3) und nicht etwa ein Sprung von 0 auf 100%. Es wird weiterhin
entsprechend des ,,Intention-to-treat” Vorsatzes vorgegangen, eine Randomisierung

und Verblindung durchgefiihrt und eine adidquate statistische Evaluierung

angeschlossen. Zusitzlich werden die Tiere anisthetisiert wund erhalten
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Volumensubstitution und Antibiotika in klinisch relevanter Dosierung. Sie werden
einer Operation unterzogen, bei der humane Stuhlkeime in das kleine Becken
inokuliert werden und erhalten eine adiquate Analgesie.*’

CMRTs sind aufgrund dieser klinischen Nidhe eine sehr gute Mdoglichkeit, neue
Therapieansdtze zu evaluieren. Auch kdnnen potentielle Risikofaktoren auf ihre
Bedeutung fiir das Sepsis-Outcome im klinik-simulierten Umfeld erforscht werden.
Insbesondere fiir die Evaluation von Risikofaktoren scheint es wichtig, mdglichst
viele klinische Faktoren und deren Interaktion in die Studie mit einzubeziehen, denn
nicht jeder potentielle Risikofaktor tridgt auch im komplexen klinischen Umfeld noch
groBe Bedeutung.'”®

Deshalb wurde das CMRT-Modell gewéhlt, um die Fragestellungen der vorliegenden

Dissertation zu explorieren.

1.8 Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Auswirkung von Risikofaktoren auf
das Uberleben und die Immunabwehr (Zytokinspiegel, Phagozytoseaktivitit und
Blutbild) in der postoperativen Sepsis. Es soll in Rattenstudien, die dem Konzept der
Klinik modellierenden, randomisierten Tierstudien (CMRT) folgen, die Bedeutung
von perioperativer Hypothermie und praoperativer Untererndhrung als Risikofaktoren
fiir das Outcome bei postoperativer abdomineller Sepsis evaluiert werden. Weiterhin
soll iiberpriift werden, inwieweit G-CSF (Granulozyten-Colonie-Stimulierender-

Faktor) das Uberleben bei Vorliegen von Hypothermie verbessern kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir alle Versuche wurden méannliche Wistar-Ratten der Firma Harlan-Winkelmann,
Borchen, mit einem durchschnittlichen Gewicht von 230-280g fiir die Hypothermie-
Versuche und 150-200g fiir die Untererndhrungs-Versuche verwendet. Auf die
Verwendung von weiblichen Versuchstieren wurde bewusst verzichtet, aufgrund
moglicher Abweichungen bedingt durch den weiblichen Zyklus. Das Alter betrug
durchschnittlich sechs Wochen. Die Versuchstiere wurden unter kontrollierten
Standardbedingungen bei 27°C Raumtemperatur und 55% Luftfeuchtigkeit, jeweils zu
viert (bei den Versuchen zur Untererndhrung jeweils einzeln) in Macrolon-Kéfigen
Typ 3, bei kiinstlichem Tag / Nachtrhythmus (Licht von 7:00-19:00 Uhr, 100 Lux)
gehalten. Beginnend vier Tage vor bis zwolf Stunden vor Versuchsbeginn wurden die
Versuchstiere mit der Standarddidt Altromin 1313, Altromin, Lage, Deutschland und
Wasser ad libitum versorgt.

Den internationalen Richtlinien fiir den Umgang mit Versuchstieren wurde durchweg
Folge geleistet.'™*

Die Versuche wurden von der zustindigen Tierschutzkommission beim
Regierungsprisidium in Gieen genehmigt (Az: II 25.3-19 ¢ 20-15 (1) 55/00 — 20/19
—1/00).

2.2 Reagenzien, Materialien

e Stuhlaufarbeitung
Fiir die Bereitung der Stuhlsuspension wurden Thioglykolat, Bariumsulfat,
Glycerin (mindestens 87%) und Katalase (2000-5000 U/mg) verwendet.

e Versuchsablauf am Tier
Fiir die Narkose bei den Versuchstieren wurde Fentanyl (Janssen, Neuss) und
Droperidol (Dihydrobenzperidol, Janssen, Neuss) verwendet. Als Antibiose diente

die Kombination Cefuroxim / Metronidazol (Smith Kline Beecham, Miinchen).
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Zur postoperativen Analgesie wurde Tramadol (Mundipharm, Limburg)
eingesetzt. Weiterhin wurden Ringer-Losung (Braun, Melsungen), G-CSF
(Filgrastim, Amgen Inc., Miinchen) und Glukose 5 (Braun, Melsungen)
verwendet. Als Nahtmaterial kam Vicryl 3-0 (Ethicon, Norderstedt) zum Einsatz.
e Biochemische / Immunologische Untersuchungen

Zur Antikoagulation der Blutproben wurde Heparin (Liquemin, Roche, Basel,
Schweiz) und EDTA (Sarstedt, Niimbrecht) verwendet. Die Messung der
Zytokine IL-6, IL-10, TNF-o und MIP-2 wurde mit entsprechenden Ratten-
ELISA-Kits der Firma Biosource International (Camarillo, CA, USA)
durchgefiihrt. Von der Firma Orpegen-Pharma (Heidelberg) wurden Phagozytose-
Kits zur Phagozytosemessung bezogen. Weiterhin stand ein Flowzytometer
(FACScan, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), ein automatischer
Zellzdhler (Coulter Max-M, Krefeld) und eine Eppendorf-Zentrifuge (10000G,
Eppendorf, Hamburg) zur Verfligung.

2.3 Aufarbeitung der Stuhlsuspension

Es wurden Stuhlproben von drei gesunden minnlichen Spendern im Verhéltnis 1:1
mit einer Thioglykolat-Boullion (14,5g Thioglykolat, 50g Bariumsulfat und 500ml
H,O0, iiber Nacht mit N, begast) und anschlieBend mit 10%igem Glycerin gemischt.
Dieser Stuhlsuspension wurden 0,19mg Katalase pro 100ml zugegeben, welche aus
boviner Leber aufgereinigt wurde. AnschlieBend wurde diese Losung homogen
gemischt und unter anaeroben Bedingungen in einer anaeroben Werkbank durch
chirurgische Gaze gefiltert. Die nun fertige Suspension wurde in Einzeldosen zu 10, 5
und 2ml in Probenrdhrchen bei —80°C eingefroren. Auf diese Weise war eine gleich
bleibende Qualitét der Stuhlsuspension fiir mindestens sechs Monate gewahrleistet, so

dass alle Versuchstiere aller Versuchsreihen Stuhl der gleichen Qualitit erhielten.''
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2.4 Versuchsablauf am einzelnen Tier

2.4.1 Versuchsdesign

In der ersten Versuchsreihe wurde eine Stuhl-Dosis-Wirkungskurve erstellt. In der
zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss des Faktors Hypothermie (32°C) auf den
septischen Verlauf in der Ratte iiberpriift. In der dritten Versuchsreihe wurde die

Auswirkung von chronischer Unterernédhrung evaluiert.

2.4.1.1 Stuhl-Dosis-Wirkungskurve

Es wurde die Mortalitét bei verschiedenen intraperitoneal inokulierten Volumina einer

1:2,5 verdiinnten Stuhlsuspension untersucht. Vier Gruppen wurden hierzu gebildet:

e Gruppe A: Stuhldosis 1,4ml/kg Korpergewicht
e Gruppe B: Stuhldosis 1,8ml/kg Korpergewicht
e Gruppe C: Stuhldosis 2,2ml/kg Korpergewicht
e Gruppe D: Stuhldosis 2,6ml/kg Korpergewicht

Die Gruppengrofle betrug 10 Tiere pro Gruppe. Alle Tiere erhielten eine
Antibiotikaprophylaxe (siche unten).

2.4.1.2 Versuchsreihe zur Hypothermie

Es wurden drei voneinander unabhédngige Versuche durchgefiihrt. Der Versuch 1
bestand aus sechs Blocken, Versuch 2 aus einem und Versuch 3 aus vier Blocken, die
an unterschiedlichen Versuchstagen durchgefiihrt wurden. An jedem Versuchstag
wurden Tiere aus allen Gruppen behandelt, jeweils mit einem Viertel bzw. Sechstel

der gesamten Gruppengrofe.

Versuch 1: Der Einfluss von prioperativer Hypothermie auf die Uberlebensrate,

Zytokinausschiittung und Differentialblutbild
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Versuch 1 wurde im Design einer Gruppen-Sequenz Studie durchgefiihrt.''? Zuerst

wurden folgende drei randomisierte Gruppen gebildet:

e Gruppe A: Die Tiere dieser Gruppe wurden préoperativ (eine Stunde vor
Laparotomie) auf 32°C gekiihlt und erhielten eine intraperitoneale
Applikation der Stuhlsuspension.

(prioperative Kiihlung + Infektion)

e Gruppe B: Die Tiere dieser Gruppe wurden genau wie in die in Gruppe A
gekiihlt, bekamen aber kein Stuhlinokulum, es wurde also keine Infektion
durchgefiihrt.

(prioperative Kiihlung ohne Infektion)

e Gruppe C: Die Tiere dieser Gruppe wurden nicht gekiihlt, waren also iiber
den ganzen Versuch hinweg normotherm (38°C). Wie in Gruppe A wurde
auch hier eine Infektion mit Stuhlinokulum durchgefiihrt.

(Normothermie + Infektion)
Alle Tiere erhielten eine Antibiotikaprophylaxe (siehe unten).

Jede Gruppe bestand initial aus 12 Versuchstieren (n = 12). Die Gruppengroflen
wurden anhand der Formel von Friedman et al.”' ermittelt mit einem geschitzten
Uberlebensunterschied von 30% zwischen den Gruppen A und C (a-Fehler = 0,025;
1-B =0,8).

Nach diesem Versuch wurde eine Zwischenanalyse durchgefiihrt. Basierend auf dem
tatsiichlich beobachteten Uberlebensunterschied zwischen den Gruppen A und C
(25%) wurde eine erneute Fallzahlberechnung durchgefithrt,”' welche eine
Gruppengrofe von 42 ergab. Dies zugrunde legend, wurde der Versuch um jeweils

weitere 30 Ratten in den Gruppen A und C erginzt.

Es wurde bei jeweils der Hilfte der Versuchstiere jeder der anfianglichen Gruppen
(Zuteilung randomisiert, jeweils 6 Ratten) eine Stunde vor und eine Stunde nach
Laparotomie Blut abgenommen. Daraus wurden die Zytokine MIP-2 und IL-10

bestimmt. Zusdtzlich wurde Blut von jeweils 10 Ratten der beiden Endgruppen
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(Zuteilung randomisiert) asserviert. Hieraus wurden die Zytokine IL-6 und MIP-2

bestimmt, sowie ein Differentialblutbild erstellt.

Versuch 2: Der Einfluss von postoperativer Hypothermie auf das Uberleben: niedrige

Komplexizitit (ohne Antibiotikaprophylaxe)

Es wurden zwei randomisierte Gruppen gebildet:

e Gruppe A: Die Tiere dieser Gruppe wurden postoperativ (fiir eine Stunde
unmittelbar nach der Laparotomie) auf 32°C gekiihlt und erhielten eine
intraperitoneale Applikation der Stuhlsuspension. Es wurden keine
Antibiotika eingesetzt.

(postoperative Hypothermie + Infektion ohne Antibiotika)

e Gruppe B: Die Tiere dieser Gruppe wurden nicht gekiihlt, behielten also
wiéhrend des gesamten Versuches Normothermie (38°C). Auch in Gruppe
B erfolgte eine abdominelle Kontamination und Infektion und es wurden
ebenfalls keine Antibiotika verabreicht.

(Normothermie + Infektion ohne Antibiotika)

Jede Gruppe umfasste 10 Versuchstiere (n = 10).

Versuch 3: Der Einfluss von postoperativer Hypothermie und zusitzlich appliziertem

G-CSF auf das Uberleben, Differentialblutbild, Zytokinausschiittung und

Phagozytoseaktivitit von Granulozyten und Monozyten; hohere Komplexizitit (mit

Antibiotikaprophylaxe)

Es wurden drei randomisierte Gruppen gebildet:

e Gruppe A: Die Tiere dieser Gruppe wurden postoperativ (fiir eine Stunde
unmittelbar nach der Laparotomie) auf 32°C gekiihlt und erhielten eine
intraperitoneale Applikation der Stuhlsuspension.

(postoperative Hypothermie + Infektion)



2 Material und Methoden Seite 33

e Gruppe B: Die Tiere dieser Gruppe wurden wie die der Gruppe A
postoperativ gekiihlt, erhielten aber zuséitzlich eine G-CSF Prophylaxe.
Wie in Gruppe A erfolgte auch hier eine abdominelle Kontamination und
Infektion.

(postoperative Hypothermie + G-CSF + Infektion)

e Gruppe C: Die Tiere dieser Gruppe wurden nicht gekiihlt, behielten also
wihrend des gesamten Versuches Normothermie (38°C). Auch in Gruppe
C erfolgte eine abdominelle Kontamination und Infektion.

(Normothermie + Infektion)

Jede Gruppe umfasste 20 Versuchstiere (n = 20). Die Berechnung erfolgte wie oben
beschrieben nach der Formel von Friedman et al.”’

Alle Versuchstiere erhielten eine Antibiotikaprophylaxe (siche unten).

Allen Versuchstieren wurde jeweils eine Stunde vor und nach abdomineller
Kontamination und Infektion Blut abgenommen und daraus ein Differentialblutbild
erstellt sowie die Zytokine TNF-a, MIP-2 und IL-6 gemessen und die

Phagozytoseaktivitdt der Granulozyten und Monozyten getestet.

2.4.1.3 Versuchsreihe zur Unterernihrung

Es wurden drei Versuche durchgefiihrt. Die Versuche 2 und 3 bestanden aus je zwei
Blocken, die an unterschiedlichen Versuchstagen durchgefiihrt wurden. An jedem
Versuchstag wurden alle Gruppen mit jeweils der Halfte der gesamten Gruppengrof3e

gefiihrt.

Versuch 1: Vorversuch zur Erprobung der Entwicklung chronischer Untererndhrung

Bevor mit einem groBen Versuch zur Evaluation der chronischen Untererndhrung
begonnen werden konnte, musste zunichst ein kleiner, orientierender Vorversuch mit
wenigen Tieren durchgefiihrt werden. Hierbei sollte die Methodik zur Entwicklung
der chronischen Untererndhrung in einem Zeitraum von drei Wochen und zur
Abschitzung der GroBe des Effektes der Untererndhrung auf das septische Outcome

iiberpriift werden.
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Gewihlt wurde eine Gruppengrofie von fiinf Versuchstieren pro Gruppe.

e Gruppe A: Die Tiere dieser Gruppe waren normal und altersentsprechend
gendhrt. Es wurde an ihnen eine abdominelle Kontamination und Infektion
durchgefiihrt.

(Normal ernéhrt)

o Gruppe B: Die Tiere dieser Gruppe wurden in den drei Wochen vor
Laparotomie auf 50% Futter eingeschrankt und somit chronisch
untererndhrt. Auch hier wurde eine abdominelle Kontamination und
Infektion durchgefiihrt.

(Unterernéihrt)

Bei allen Tieren wurde eine Antibiotikaprophylaxe durchgefiihrt. Die Tiere beider
Gruppen entstammten einer Lieferung, das heiflt sie waren gleich alt, aber durch die
Untererndhrung in Gruppe B entstand ein Gewichtsunterschied zwischen den

Gruppen.

Versuch 2: Einfluss der chronischen Unterernihrung auf die Uberlebensraten und

Zytokinfreisetzung -gleiches Alter der Tiere beider Gruppen bei ACI-

Basierend auf den Ergebnissen von Versuch 1 wurde ein weiterer Versuch mit

groBerer Fallzahl durchgefiihrt. Die Formel nach Friedman et al.”’

ergab eine
GruppengroBBe von 30 Tieren (n = 30). Die Gruppeneinteilung erfolgte analog zu

Versuch 1:

e Gruppe A: Normal ernédhrt
e Gruppe B: Untererndhrt

Bei allen Tieren wurde eine Antibiotikaprophylaxe durchgefiihrt.
Wie schon in Versuch 1 stammten alle Ratten dieses Versuches aus einer Lieferung
und waren somit gleich alt und durch die Untererndhrung in Gruppe B im Gewicht

differierend.
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Sieben Versuchstieren pro Gruppe (Zuteilung zuféllig) wurde nach Laparotomie Blut

abgenommen. Daraus wurden die Zytokine TNF-o, MIP-2 und IL-6 bestimmt.

Versuch 3: Einfluss der chronischen Unterernihrung auf die Uberlebensrate und

Zytokinfreisetzung -gleiches Gewicht der Tiere beider Gruppen bei ACI-

Dieser dritte Versuch wurde analog Versuch 2 durchgefiihrt mit der Anderung, dass
die Tiere beider Gruppen nun nicht mehr gleich alt, sondern annéhernd
gewichtsgleich waren. Dies wurde erzielt indem die Ratten der Gruppe A erst nach
der dreiwdchigen Untererndhrungsphase von Gruppe B geliefert wurden, mit einem
Gewicht vergleichbar dem der untererndhrten Tiere.

Als Gruppengrof3e wurde in diesem Fall n = 20 zugrunde gelegt.

e Gruppe A: Normal erndhrt
e Gruppe B: Unterernéhrt

Bei allen Tieren wurde eine Antibiotikaprophylaxe durchgefiihrt.
Auch in Versuch 3 wurde sieben Versuchstieren pro Gruppe (Zuteilung randomisiert)
eine Stunde nach Laparotomie Blut abgenommen. Daraus wurden die Zytokine TNF-

o, MIP-2 und IL-6 bestimmt.

2.4.2 Allgemeiner Versuchsaufbau und operative Durchfiihrung

Alle fiir den jeweiligen Versuchstag benétigten Ratten wurden vier Tage vor dem
Operationstag ~ geliefert. Zwolf Stunden vor Versuchsbeginn wurde den
Versuchstieren die Nahrung entzogen; Wasser war weiterhin ad libitum verfiigbar.
Zum gleichen Zeitpunkt wurde jede einzelne Ratte mit einer Ohrmarke versehen und
gewogen. Anhand der zufdllig zugeteilten Nummern auf der Ohrmarke wurde die
Randomisierung durchgefiihrt und die Tiere auf die entsprechenden Versuchsgruppen
aufgeteilt. 20 Versuchstieren im dritten Versuch der Hypothermiereihe (siche 2.4.1)
wurde ebenfalls zwolf Stunden vor der Operation 20ug/kg Korpergewicht G-CSF
subkutan injiziert. Das G-CSF wurde im Verhiltnis 1:15 mit Glukose 5% verdiinnt.

Den Tieren, die keine G-CSF Injektion bekamen, wurde als Placebo gleiches
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Volumen reiner Ringer-Losung subkutan injiziert. Die G-CSF- bzw. Placebogabe in
den entsprechenden Versuchen wurde 12 und 36 Stunden nach der Operation
wiederholt.

Am Versuchstag selbst wurden alle Ratten abermals gewogen, um die, durch die
Nahrungskarenz verursachten Gewichtsdnderungen iiber Nacht erfassen und
entsprechende Anpassungen in den zu applizierenden Volumina (Narkose, Antibiose,
Stuhl-Inokulum) durchfiihren zu kénnen.

Durch intraperitoneale Injektion von einem 1:1 Gemisch aus Fentanyl und Droperidol
(0,2 und 10mg/kg Korpergewicht) wurde die Narkose eingeleitet. Anschliefend
wurde eine Schwanzvenenkaniilierung  durchgefiihrt, iiber welche zur
Volumensubstitution 2ml Ringer-Losung intravends appliziert wurden. Dies ist
vergleichbar mit der Volumensubstitution beim Menschen.

Zu den Zeitpunkten t = -1h (eine Stunde vor der Laparotomie zur Applikation des
Stuhl-Inokulums) und t = +1h erfolgten intravendse Gaben der Antibiotika Cefuroxim
und Metronidazol in einer klinisch gebrduchlichen Dosierung (10 und 3,5mg/kg
Korpergewicht). Diese Antibiotikagabe erfolgte nicht im Hypothermie-Versuch 3
(2.4.1.2).

Eine Stunde nach Antibiotikaprophylaxe (t = Oh) wurde zur Durchfithrung einer
abdominellen Kontamination und Infektion eine Laparotomie vorgenommen. Das
Vorgehen wurde der klinischen Situation bei einem chirurgischen Eingriff
nachempfunden. Uber eine mittige, etwa 2cm lange Inzision wurde die
Peritonealhdhle erdffnet und ein definiertes Volumen der 1:2,5 mit Ringer-Losung
verdiinnten Stuhlsuspension intraperitoneal in das kleine Becken verabreicht. Fiir die
Bestimmung des zu verabreichenden Volumens der Stuhlsuspension, diente die unter
2.4.1.1 beschriebene Stuhl-Dosis-Wirkungskurve. Das Volumen, das in der Stuhl-
Dosis-Wirkungskurve eine Mortalitdt von etwa 40% bewirkte, wurde fiir alle weiteren
Versuche auller Versuch 2 der Hypothermie (siehe 2.4.1.2) zugrunde gelegt. Da in
Versuch 2 keine Antibiotikaprophylaxe erfolgte, wurde nur 50% des definierten
Stuhlvolumens verwendet.

Anschliefend wurde schichtweise das Peritoneum und die Haut mit chirurgischer
Nabhttechnik verschlossen. Dabei kam resorbierbares Vicryl 3-0 Nahtmaterial

(Ethicon, Norderstedt, Deutschland) zum Einsatz.
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Zur postoperativen Analgesie wurde zum Zeitpunkt t = +1h eine subkutane Injektion
von 20mg/kg Korpergewicht Tramadol vorgenommen. Um die Schmerzfreiheit der
Tiere iiber den gesamten Beobachtungszeitraum aufrechtzuerhalten wurde die
Tramadolinjektion in 24 Stunden Abstinden wiederholt.

Zu den Zeitpunkten t = -lh und t = +1h wurde einzelnen Ratten mittels einer
heparinisierten Glaskapillare Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus abgenommen.
Abgenommen wurde jeweils 1ml Blut das mit 100ul EDTA und 0,2ml Blut das mit
100 LE. Heparin versetzt wurde. Das verlorene Blutvolumen wurde durch 2,4ml
Ringer-Losung ersetzt.

Nach erfolgter Antibiotika- und Analgetikainjektion eine Stunde nach Laparotomie
wurden die Tiere zuriick in die Kifige gesetzt und mit Futter und Wasser ad libitum
versorgt.

Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich iiber 120 Stunden nach der Operation. Als
primdrer Endpunkt war die 120 Stunden Mortalitit festgesetzt, als sekundére
Endpunkte die Zytokinlevel im Plasma, die Phagozytoseleistung der Granulozyten
und das Differentialblutbild vor und nach Stuhlinokulum. Alle iiberlebenden Tiere

wurden nach den 120 Stunden Beobachtung durch CO, Begasung getotet.

2.4.3 Zusitzliches Vorgehen bei den Versuchen zur Hypothermie

Bei den Versuchen, die sich mit der Evaluation des Einflusses der Hypothermie auf
den septischen Verlauf beschéftigten, war es erforderlich entweder préoperativ (t =
-1h) oder postoperativ (t = Oh) (sieche 2.4.1) eine Hypothermie bei den Tieren der
entsprechenden Gruppen einzustellen. Zielwert war eine Korperkerntemperatur von
32°C. Diese wurde im gesamten Verlauf der Kiihlung mittels rektaler Thermometer
kontrolliert. Es wurde eine Oberflichenkiihlung mittels in Plastikbeutel
eingeschweiiten Eises durchgefiihrt. Die Korpertemperatur wurde dabei iiber eine
Stunde konstant bei 32°C gehalten. Nach Abschluss der Kiihlungsphase wurden die
gekiihlten Tiere unter einer Infrarotlampe iiber den Zeitraum von einer Stunde

langsam bis zu normaler Korperkerntemperatur (38°C) erwéirmt.
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2.4.4 Zusitzliches Vorgehen bei den Versuchen zur Unterernidhrung

Bei den Versuchen, die sich mit der Evaluation des Einflusses der chronischen
Untererndhrung auf den septischen Verlauf beschiftigten, war bei der Hilfte der

Ratten préoperativ eine leichte chronische Untererndhrung erforderlich. Orientierend

1.78 1.145

an der Methodik von Glass et al.”” und Picarel-Blanchot et a wurde ein
Nahrungsentzug von 50% gewihlt, bei normaler Laborkost in pulverisierter Form
(CE-2, Clea Japan Inc., Japan). Der Nahrungsentzug wurde auf drei Wochen
begrenzt. Die bestellten minnlichen Wistar-Ratten hatten bei Laborlieferung ein

;14 .
78,145 erwarteten wir

Gewicht zwischen 165 und 175g. Ausgehend von den Studien
eine  Gewichtszunahme der normal erndhrten Ratten im  dreiwdchigen
Beobachtungszeitraum auf etwa 300g, eine Zunahme der untererndhrten Ratten auf
etwa 200g. Somit war mit der Entwicklung einer Gewichtsdifferenz zwischen den
beiden Gruppen von annidhernd 100g zu rechnen.

In alle Kéfige wurden Metallgitter eingelegt, um die Ratten daran zu hindern Einstreu
und eigene Exkremente zu fressen und damit das Ergebnis zu beeinflussen. Am ersten
Tag nach Laborankunft wurden alle Ratten zur Gewohnung an die neue
Futterkonsistenz mit dem oben erwédhnten CE-2 Futter ad libitum versorgt. Eine
pulverformige Nahrung war nétig, da die geringen, den untererndhrten Ratten zur
Verfligung stehenden Mengen in gepresster Form nicht zuverldssig abgewogen
werden konnten. Das CE-2 Futter wurde in speziellen umwerfsicheren
Glasbehiltnissen in den Kéfigen bereitgestellt.

Nach der eintigigen Eingewohnungsphase wurden die Ratten gewogen und die
Gewichte auf einem Verlaufsprotokoll verzeichnet. Im Folgenden wurden die Ratten
der normal erndhrten Gruppe weiterhin mit Nahrung ad libitum versorgt, wobei
jeweils morgens um 9:00Uhr eine definierte, ausreichend gro3e Menge zur Verfiigung
gestellt und am nichsten Morgen erneut gewogen wurde. Die Differenz gab die
verzehrte Futtermenge pro Ratte der normal erndhrten Gruppe in 24h an. Aus den
Werten fiir alle Ratten dieser Gruppe wurde ein Durchschnittswert errechnet. Dieser
durchschnittliche = 24h-Nahrungsverbrauch wurde fiir die Berechnung der
Nahrungsmengen der untererndhrten Gruppe zugrunde gelegt. Jeweils 50% dieser
Menge wurde jeder einzelnen Ratte der untererndhrten Gruppe am folgenden Tag,

ebenfalls um 9:00 Uhr morgens, zur Verfiigung gestellt. Somit stand den
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untererndhrten Ratten immer genau die Hélfte der von den normal erndhrten Ratten
verzehrten Nahrungsmenge zur Verfiigung. Parallel zur Bestimmung der
Nahrungsmengen wurden auch alle Ratten gewogen. Die Nahrungsmengenanpassung
und Gewichtserhebung wurde alle drei bis vier Tage durchgefiihrt. Auf diese Weise
wurde liber 21 Tage verfahren.

Im Weiteren wurde analog dem unter Punkt 2.4.2 geschilderten Ablauf vorgegangen.

2.5 Erstellung des Differentialblutbildes, Messung von Zytokinen

und Phagozytoseaktivitit der Granulozyten und Monozyten

Wie unter Punkt 2.4.2 geschildert, wurde randomisiert einigen Versuchstieren Blut
abgenommen. 1ml Blut wurde in einem Eppendorf-Cup mit 100ul EDTA und 0,2ml
Blut in einem zweiten Eppendorf-Cup mit 100 I.E. Heparin versetzt.

Ein Teil des heparinisierten Vollblutes wurde unmittelbar nach Blutabnahme dazu
verwendet,  mittels eines  fiir = Rattenblut  geeichten = Coulter-MaxM
Blutzelldifferenzierungsautomaten (Coulter, Krefeld, Deutschland) ein
Differentialblutbild zu erstellen.

Der zweite Teil wurde zur Messung der phagozytotischen Aktivitit von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten verwendet. Hierzu wurde, ebenfalls kurz nach
Entnahme, mit einem Phagotest-Kit der Firma Orpegen-Pharma die Phagozytose von
Fluorescin-Isothiocyonat opsonierten E.Coli mit Hilfe eines Flowzytometers
(FACScan) gemessen.

Das mit EDTA versetzte Vollblut wurde unmittelbar nach Entnahme zentrifugiert und
das Plasma bei —70°C eingefroren. Zu einem spdteren Zeitpunkt wurde mit
entsprechenden Rat-ELISA-Kits der Firma Biosource die Zytokine TNF-a, MIP-2,
IL-6 und IL-10 gemessen.
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2.6 Statistik

Die Fallzahlberechnungen fiir die Versuche wurden anhand der Formel von Friedman
et al. durchgefiihrt.”' Im Versuch mit prioperativer Hypothermie (siche 2.4.1.2)
wurde ein Gruppen-Sequenz Verfahren verwendet.''

Die Werte in den einzelnen Mortalitdtsexperimenten sind als Raten angegeben. Fiir
die statistische Bewertung der Uberlebensraten wurde der Pearson Chi-Quadrat Test
verwendet. Weiterhin diente die Kaplan-Meier-Analyse zur Darstellung der
Uberlebenskurven. Unterschiede zwischen den Kurven wurden mittels Log-Rank-Test
ermittelt.

Fiir die Analyse der Zytokinwerte, Blutzellparameter und Phagozytose wurde ein
nicht parametrischer Test verwendet. Hierzu wurde bei mehr als zwei Gruppen der
Kruskall-Wallis-Test und bei zwei Gruppen der Wilcoxontest verwendet. Die Werte

sind als Mittelwert und Standardabweichung angegeben.

Ein p < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Alle Berechnungen wurden mit Hilfe

der SPSS Software’®durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Stuhl-Dosis-Wirkungskurve

Unter Verwendung des unter Punkt 2.4.2 beschriebenen operativen Vorgehens,
wurden die Uberlebensraten unter Inokulierung aufsteigender Volumina der 1:2,5 mit
Ringer-Losung verdiinnten Stuhlsuspension (1,4ml/kg; 1,8ml/kg, 2,2ml/kg, 2,6ml/kg
Korpergewicht) ermittelt. Alle Tiere erhielten zu den Zeitpunkten t = -1h und t = +1h
eine intravendse Antibiotikaprophylaxe mit Cefuroxim und Metronidazol in einer
klinisch gebrauchlichen Dosierung (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht).

Bei einem intraperitoneal inokulierten Stuhlsuspensionsvolumen von 1,4ml/kg
Korpergewicht (KG) wurde eine Uberlebensrate von 100%, bei einem Volumen von
1,8ml/kg KG eine Uberlebensrate von 60% erzielt. Die Dosierung von 2,2ml/kg KG
ergab eine Uberlebensrate von ebenfalls 60%, wihrend eine Applikation von 2,6ml/kg
KG eine Uberlebensrate von 10% zur Folge hatte (Abb. 3.1).

Dieses Ergebnis zeigt eine Abhidngigkeit der 120-Stunden-Mortalitdt von der
Dosierung der Stuhlsuspension. Auch die statistische Berechnung ergab einen
signifikanten Unterschied in der Uberlebensrate zwischen den verschiedenen Gruppen
mit p < 0,001 im Chi-Quadrat-Test.

Im mittleren Mortalititsbereich war keine genaue Differenzierung zwischen den
Dosierungen 1,8ml/kg KG und 2,2ml/’kg KG mdglich. Es kann aber an diesem
Ergebnis nidherungsweise abgelesen werden, dass es fiir die gewiinschte 30-50%ige
Mortalitit in den  Kontrollgruppen der folgenden Versuche einer
Stuhlinokulumdosierung zwischen 1,8ml’kg Kg und 2,2ml’kg KG bedarf. Es wurde
eine Dosierung von 1,9ml/kg KG fiir alle kommenden Versuche zugrunde gelegt.
Einzig fiir Versuch 2 in der Hypothermiereihe (siehe 2.4.1.2), wurde 50% dieser
Dosis, 1ml/’kg KG verwendet, da in diesem Versuch keine Antibiotikaprophylaxe
erfolgte.
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Abb. 3.1:  Stuhl-Dosis-Wirkungskurve
Es wurde in vier Gruppen (n = 10 Tiere pro Gruppe) der Einfluss von intraabdomineller
Inokulation von 1,4; 1,8; 2,2 und 2,6ml/kg KG dosierter Stuhlsuspension auf die 120-
Stunden-Uberlebensrate untersucht. Antibiotikaprophylaxe erfolgte mit Cefuroxim und

Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Chi-Quadrat-Test p < 0,001.
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3.2  Versuchsreihe zur Hypothermie

3.2.1 Versuch 1: Der Einfluss von prioperativer Hypothermie auf das

Uberleben, Zytokinausschiittung und Differentialblutbild

Im ersten Abschnitt dieses Versuches (vor Interimsanalyse), wurde einer
Kontrollgruppe bestehend aus einer Stunde praoperativ auf 32°C gekiihlten aber nicht
infizierten Ratten (Gruppe B) eine Gruppe mit préoperativ gekiihlten und infizierten
Ratten (Gruppe A) und eine Gruppe mit durchweg normothermen und infizierten
Ratten (Gruppe C) entgegengestellt. Alle Tiere erhielten zu den Zeitpunkten t = -1h
und t = +1h eine intravendse Antibiotikaprophylaxe mit Cefuroxim und Metronidazol
in einer Dosierung von 10 und 3,5 mg/kg Korpergewicht.

In der Hypothermie-Gruppe (Gruppe A) wurde eine Uberlebensrate von 50%
beobachtet, im Gegensatz zu einer Uberlebensrate von 75% in der Nomothermie-
Gruppe (Gruppe C). Alle Versuchstiere der Kontrollgruppe ohne Infektion (Gruppe
B) iiberlebten 120 Stunden (Abb. 3.2).

In der statistischen Priifung mittels des Chi-Quadrat-Testes ergab sich iiber alle drei
Gruppen eine Signifikanz mit p = 0,024.

Der Versuch zeigte eine Tendenz zur Verschlechterung des Uberlebens bei
préoperativ gekiihlten Ratten mit Peritonitis gegeniiber normothermen Ratten von 75
auf 50 Prozent. Dieser Unterschied war allerdings bei der gewiahlten Gruppengrofle (n

= 12 Tiere pro Gruppe) statistisch nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test: p = 0,08).
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Abb.3.2: Einfluss von prioperativer Hypothermie auf die Uberlebensrate; vor

Interimsanalyse

In der Versuchsreihe von n = 12 Tiere pro Gruppe wurde der Effekt von praoperativer
Hypothermie bei, durch abdominelle Kontamination und Infektion mit Stuhlkeimen
(ACI) induzierter, Peritonitis (Gruppe A) mit perioperativer Normothermie (Gruppe C)
verglichen. Eine Kontrollgruppe wurde ebenfalls gekiihlt aber es wurde keine Peritonitis
induziert (Gruppe B). Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und
Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Chi-Quadrat-Test iiber alle drei
Gruppen: p = 0,024; tiber Gruppen A und C: p = 0,08.

Diesem Versuch anschlieBend, wurde entsprechend des Gruppen-Sequenz Designs

eine Zwischenanalyse durchgefiihrt. Basierend auf dem tatsdchlich beobachteten

Uberlebensunterschied zwischen den Gruppen A und C (25%), wurde eine erneute

Fallzahlberechnung durchgefiihrt, welche eine Gruppengrofle von 42 Tieren ergab.

Dies zugrunde legend, wurde der Versuch um weitere 30 Ratten in den Gruppen A

und C ergéinzt.
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Nach Einschluss aller 42 Tiere in den Gruppen A und C in den Versuch wurde eine
Uberlebensrate von 40% bei den hypothermen Ratten (Gruppe A; 16 von 42)
gefunden, hingegen eine Uberlebensrate von 62% bei den normothermen Ratten
(Gruppe C; 26 von 42). Im Chi-Quadrat-Test ergab sich eine statistische Signifikanz
mit p = 0,048 (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3:  Einfluss einer priioperativer Hypothermie auf die Uberlebensrate
Dargestellt ist der Effekt von préoperativer Hypothermie (Gruppe A) im Vergleich mit
perioperativer Normothermie (Gruppe C). Bei allen Ratten wurde durch abdominelle
Kontamination und Infektion (ACI) eine Peritonitis induziert. Nach Interimsanalyse
entsprechend des Gruppen-Sequenz Designs enthielten beide Gruppen je 42 Ratten (n =
42). Die hypotherme Kontrollgruppe (Gruppe B) ohne Infektion ist hier nicht mehr
dargestellt. Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und

Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Chi-Quadrat-Test: p = 0,048.
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Weiterhin wurde, wie im Kapitel ,,Material und Methoden* beschrieben, insgesamt 38
Tieren vor und nach Laparotomie Blut entnommen und die Zytokine MIP-2, IL-10

und IL-6, sowie ein Differentialblutbild bestimmt.

In Abbildung 3.4 sind vom Differentialblutbild auszugsweise die Leukozyten
(gesamt) und die neutrophilen Granulozyten dargestellt. In der statistischen
Auswertung anhand nichtparametrischer Tests ergaben sich statistisch signifikante
Unterschiede fiir die abhdngigen Variablen Leukozytenzahl und neutrophile
Granulozyten vor versus nach ACI: Leukozyten p = 0,01; Granulozyten p = 0,001. Im
Vergleich der Gruppen A und C miteinander errechneten sich durchweg
nichtsignifikante Werte: Leukozyten vor ACI: p = 0,54; Leukozyten nach ACI: p =
0,52; Granulozyten vor ACI: p = 0,75; Granulozyten nach ACI: p = 0,26.
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Abb. 3.4: Leukozyten und neutrophile Granulozyten bei prioperativer Hypothermie und
Normothermie
Dargestellt sind als Mittelwerte die Gesamtleukozytenzahl und die Zahl der neutrophilen
Granulozyten (PMN) im Vollblut eine Stunde vor und eine Stunde nach abdomineller
Kontamination und Infektion (ACI, n = 6/Gruppe). Gruppe A wurde préoperativ gekiihlt,
Gruppe C behielt Normothermie. Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit
Cefuroxim und Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht).
Nicht-parametrischer Test fiir unabhéngige Stichproben zum Vergleich der Gruppen A
und C: Leukozyten vor ACI: p = 0,54; Leukozyten nach ACI: p = 0,52; PMN vor ACI: p
=0,75; PMN nach ACI: p =0,26.

Im Vergleich vor-Infektion/nach-Infektions war sowohl fiir das IL-10 als auch fiir das
MIP-2 und IL-6 festzustellen, dass durch die abdominelle Kontamination und
Infektion (ACI) ein starker Anstieg um das vielfache der Ausgangswerte der
Plasmazytokinspiegel erfolgte. Die basalen IL-10, MIP-2 und IL-6 Werte vor
Laparotomie sind den Abbildungen 3.5 — 3.7 zu entnehmen; in allen drei Féllen war
kein statistischer Unterschied zwischen den Gruppen vor Infektion festzustellen.

Der durchschnittliche Plasmaspiegel des Zytokins IL-10 nach Infektion, war bei den
gekiihlten Tieren (Gruppe A) gegeniiber den ungekiihlten Tieren (Gruppe C)
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statistisch signifikant um etwa das zweifache erhoht (Gruppe C: 945pg/ml; Gruppe A:
1843pg/ml). In der nicht infizierten Gruppe (Gruppe B) betrug der Spiegel 520pg/ml
(p = 0,001). Im statistischen Einzelvergleich der Gruppen A und C (gekiihlt gegen
ungekiihlt) anhand des Post-Hoc-Testes, errechnete sich ein p = 0,001 (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: IL-10 Plasmaspiegel in Abhiingigkeit von prioperativer Hypothermie

Aus vor und nach abdomineller Kontamination und Infektion (ACI, £ 1 Stunde)
entnommenem Blut, wurden die Plasmaspiegel des Zytokins IL-10 bestimmt (n =
6/Gruppe). Dargestellt sind die Mittelwerte + S.D. Gruppe A wurde préaoperativ gekiihlt,
Gruppe C behielt Normothermie. Gruppe B wurde als Kontrollgruppe gekiihlt aber nicht
infiziert. Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und
Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Nicht parametrischer Test fiir abhdngige
Stichproben fiir IL-10 nach ACI: p =0,001.



3 Ergebnisse Seite 49

Bei der Messung des MIP-2 zeigte sich ein dhnliches Bild. Die gekiihlten Tiere
(Gruppe A) hatten einen gegeniiber den normothermen Tieren (Gruppe C) erhohten
postinfektiosen Spiegel (98pg/ml zu 64pg/ml). Die nichtinfizierten Tiere (Gruppe B)
wiesen einen MIP-2 Spiegel von 17pg/ml auf. Im nicht parametrischen Test fiir

abhéngige Stichproben zeigte sich eine statistische Signifikanz: p = 0,043 (Abb. 3.6).
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Abb.3.6: MIP-2 Plasmaspiegel in Abhiingigkeit von prioperativer Hypothermie

Aus vor und nach abdomineller Kontamination und Infektion (ACI, = 1 Stunde)
entnommenem Blut, wurden die Plasmaspiegel des Zytokins MIP-2 bestimmt (n =
16/Gruppe). Dargestellt sind die Mittelwerte + S.D. Gruppe A wurde praoperativ gekiihlt,
Gruppe C behielt Normothermie. Gruppe B wurde als Kontrollgruppe gekiihlt aber nicht
infiziert. Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und
Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Nicht parametrischer Test fiir abhdngige
Stichproben fiir MIP-2 nach ACI: p = 0,043.
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Anders als bei den Zytokinen IL-10 und MIP-2 war IL-6 in der gekiihlten Gruppe
(Gruppe A) supprimiert im Vergleich zu den normothermen Ratten (Gruppe C):
106pg/ml gegeniiber 276pg/ml. Dieser Unterschied stellte sich in der statistischen
Priifung mittels des nicht parametrischenTests als signifikant dar mit p = 0,047 (Abb.
3.7).
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Abb. 3.7:  IL-6 Plasmaspiegel in Abhingigkeit von prioperativer Hypothermie
Aus vor und nach abdomineller Kontamination und Infektion (ACI, = 1 Stunde)
entnommenem Blut, wurden die Plasmaspiegel des Zytokins IL-6 bestimmt (n =
10/Gruppe). Dargestellt sind Mittelwerte £ S.D. Gruppe A wurde préoperativ gekiihlt,
Gruppe C behielt Normothermie. Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit
Cefuroxim und Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Nicht parametrischer
Test fiir abhéngige Stichproben fiir IL-6 nach ACIL: p = 0,047.
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3.2.2 Versuch 2: Der Einfluss von postoperativer Hypothermie auf das

Uberleben (niedrige Komplexizitiit - keine Antibiotikaprophylaxe)

In der zweiten und dritten Versuchsreihe zur Hypothermie wurde, im Gegensatz zu
den ersten beiden Versuchsreihen, der Effekt von postoperativer Hypothermie bei
durch Stuhlinokulum induzierter Peritonitis untersucht. Versuch 2 wurde ohne,

Versuch 3 dagegen mit Antibiotikaprophylaxe durchgefiihrt.

In der normothermen Kontrollgruppe (Gruppe B) wurde eine Uberlebensrate von 50%
(5 von 10 Tieren) beobachtet. Bei den postoperativ gekiihlten Tieren (Gruppe A) war
das Uberleben verschlechtert, es iiberlebten nur 10% der Tiere (Abb. 3.8 und 3.9).
Dieses Ergebnis stellt sich im Pearson-Chi-Quadrat-Test als signifikant dar: p < 0,05;
df=1.
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Abb. 3.8a
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Einfluss von postoperativer Hypothermie auf das Uberleben (ohne Antibiotikagabe)
In der Versuchsreihe von n = 10 Tieren pro Gruppe wurde der Effekt von postoperativer
Hypothermie (Gruppe A) bei, durch abdominelle Kontamination und Infektion (ACI)
induzierter, Peritonitis mit perioperativer Normothermie (Gruppe B) verglichen. Es
erfolgte keine Antibiotikaprophylaxe. Dargestellt sind die Uberlebensraten als
Balkendiagramm (Abb. 3.7a) und die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier (Abb. 3.7b).
Chi-Quadrat-Test und Log Rank Test: p < 0,05.
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3.2.3 Versuch 3: Der Einfluss von postoperativer Hypothermie und zusétzlich
appliziertem G-CSF auf das Uberleben, Differentialblutbild,
Zytokinplasmaspiegel und Phagozytoseaktivitit von Granulozyten und

Monozyten (hohere Komplexizitit - mit Antibiotikaprophylaxe)

In der dritten Versuchsreihe zur Hypothermie wurde der Effekt von postoperativer
Hypothermie bei durch Stuhlinokulum induzierter Peritonitis untersucht (Gruppe A
und C). Gruppe B wurde zusétzlich zur postoperativen Hypothermie prophylaktisch
mit G-CSF behandelt. Anders als in Versuch 2 erhielten alle Tiere zu den Zeitpunkten
t = -1h und t = +1h eine intravendse Antibiotikaprophylaxe mit Cefuroxim und
Metronidazol in einer klinisch gebrduchlichen Dosierung (10 und 3,5mg/kg
Korpergewicht).

In der normothermen Kontrollgruppe (Gruppe C) wurde eine Uberlebensrate von 50%
beobachtet. Bei den postoperativ gekiihlten Tieren (Gruppe A) war das Uberleben
verschlechtert, es iiberlebten nur 20% der 20 Tiere. In Gruppe B allerdings, die
zusitzlich zur Hypothermie G-CSF erhielt, wurde eine Uberlebensrate von 60%
gefunden (Abb. 3.9).

In der statistischen Analyse mittels des Pearson-Chi-Quadrat-Testes errechnet sich
iiber alle drei Gruppen ein p = 0,029. An dieses statistisch signifikante Ergebnis
anschlieend, wurden die Gruppen im Einzelnen gegeneinander getestet. Auch der
Unterschied in der Uberlebensrate zwischen Gruppe A und C, also postoperative
Kiihlung gegen perioperative Normothermie, ist statistisch signifikant mit p = 0,047.
Der Unterschied in der Uberlebensrate zwischen den gekiihlten Tieren (Gruppe A)
und den gekiihlten Tieren, die zusitzlich eine G-CSF Prophylaxe erhielten (Gruppe
B), stellt sich ebenfalls statistisch signifikant dar (p = 0,01 im Chi-Quadrat-Test).
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Abb. 3.9a
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Einfluss von postoperativer Hypothermie und zusétzlicher G-CSF Applikation auf
das Uberleben (mit Antibiotikagabe)

In der Versuchsreihe von n = 20 Tiere pro Gruppe wurde der Effekt von postoperativer
Hypothermie (Gruppe A) und zusitzlicher G-CSF Applikation (-12, +12, +36h, 20u/kg
KG; Gruppe B) bei, durch abdominelle Kontamination und Infektion (ACI) induzierter,
Peritonitis ~ mit  perioperativer ~ Normothermie (Gruppe C)  verglichen.
Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und Metronidazol (10 und
3,5mg/kg Korpergewicht). Dargestellt sind die Uberlebensraten als Balkendiagramm
(Abb. 3.8a) und die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier (Abb. 3.8b). Chi-Quadrat-Test
iiber alle drei Gruppen: p = 0,029; Gruppe A gegen Gruppe C: p = 0,047; Gruppe A
gegen Gruppe B: p = 0,01. Log-Rank-Test iiber alle drei Gruppen: p < 0,05.
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Allen Ratten wurde vor und nach Laparotomie Blut abgenommen und daraus ein
Differentialblutbild erstellt und die Zytokine TNF-o, IL-6 und MIP-2 gemessen.
AufBlerdem wurde die Phagozytoseaktivitit von Granulozyten und Monozyten getestet.
In Abbildung 3.10 sind vom Differentialblutbild auszugsweise die Leukozyten
(gesamt) und die neutrophilen Granulozyten dargestellt. Wie erwartet sah man einen
statistisch signifikanten Anstieg sowohl der Gesamtleukozytenzahl als auch der
neutrophilen Granulozyten vor durchgefiihrter Laparotomie in der mit G-CSF
vorbehandelten Gruppe (Gruppe B). Im nicht parametrischenTest ergab sich in beiden
Féllen ein p < 0,001. Des Weiteren fiel ein stirkerer Abfall der Leukozytenzahl im
peripheren Blut nach durchgefiihrter Infektion bei den nicht gekiihlten Tieren (Gruppe
C) im Vergleich zu der Kiihlgruppe (Gruppe A) auf. In Gruppe C fand ein Abfall der
zirkulierenden Leukozyten von 7,5 auf 4,2G/1 statt, in Gruppe A lediglich ein Abfall
von 7,7 auf 6,1G/l. Dies war statistisch signifikant mit einem p < 0,001. Selbige
statistische Priifung fiir die neutrophilen Granulozyten stellte sich als nicht signifikant

dar (p =0,27).
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Abb. 3.10: Leukozyten und neutrophile Granulozyten bei postoperativer Hypothermie und

Normothermie, bzw. bei zusitzlicher G-CSF Prophylaxe

Dargestellt sind als Mittelwerte die Gesamtleukozytenzahl und die Zahl der neutrophilen
Granulozyten (PMN) im Vollblut eine Stunde vor und eine Stunde nach abdomineller
Kontamination und Infektion (ACI, n = 20/Gruppe). Gruppe A wurde postoperativ
gekiihlt, Gruppe B wurde ebenfalls gekiihlt und erhielt zusétzlich eine G-CSF Prophylaxe
(-12, +12, +36h, 20wkg KG) und Gruppe C behielt Normothermie.
Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und Metronidazol (10 und
3,5mg/kg Korpergewicht).

Nicht parametrischer Test: Leukozyten- sowie Granulozytenzahl vor ACI in Gruppe B im
Vergleich zu Gruppen A und C: p < 0,001; Leukozytenabfall im vor-zu-nach ACI
Vergleich in Gruppe A verglichen mit C: p <0,001.
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Wie im Kapitel ,Material und Methoden beschrieben, wurde auller dem
Differentialblutbild auch die Phagozytoseaktivitit von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten nach durchgefiihrter abdomineller Kontamination und Infektion gemessen
(Abb. 3.11). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen gefunden werden. Im nicht parametrischenTest ergab sich fiir

die neutrophilen Granulozyten ein p = 0,112 und fiir die Monozyten ein p = 0,384.
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Abb. 3.11: Die Phagozytoseaktivitit von neutrophilen Granulozyten und Monozyten bei
postoperativer Hypothermie und Normothermie, bzw. bei zusitzlicher G-CSF
Prophylaxe
Dargestellt ist die Phagozytoseaktivitdt von neutrophilen Granulozyten (PMN) und
Monozyten als Mittelwerte + S.D., eine Stunde nach durchgefiihrter abdomineller
Kontamination und Infektion (ACI), gemessen in der jeweiligen Rate phagozytoseaktiver
Zellen (n = 20/Gruppe). Gruppe A wurde postoperativ gekiihlt, Gruppe B wurde ebenfalls
gekiihlt und erhielt zusétzlich eine G-CSF Prophylaxe (-12, +12, +36h, 20p/kg KG) und
Gruppe C behielt Normothermie. Nicht parametrischer Test fiir neutrophile Granulozyten:
p = 0,112, fiir Monozyten: p = 0,384.
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Weiterhin wurden die Plasmaspiegel der Zytokine TNF-o, MIP-2 und IL-6 aus den
nach Infektion entnommenen Blutproben (+ 1 Stunde) bestimmt (Abb. 3.12). Fiir die
Konzentrationen des TNF-o konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen gefunden werden (p = 0,553).

Der hochste MIP-2 Spiegel wurde mit 240pg/ml bei den gekiihlten Tieren (Gruppe A)
gemessen. Bei den normothermen Tieren (Gruppe C) betrug er lediglich 68pg/ml. Bei
den Tieren mit G-CSF Prophylaxe (Gruppe B) wurde 178pg/ml gemessen. Diese
Unterschiede waren statistisch signifikant mit p < 0,001.

Fiir das IL-6 ergab sich ein sehr dhnliches Bild. Auch hier wurde der hochste Wert mit
511pg/ml in Gruppe A gemessen, der niedrigste mit 100pg/ml in Gruppe C. Gruppe B
lag dazwischen mit 247pg/ml. Auch diese Unterschiede zeigten Signifikanz mit p <
0,001.
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Abb. 3.12:

TNF-o, MIP-2 und IL-6 Plasmaspiegel bei postoperativer Hypothermie und
Normothermie, bzw. bei zusétzlicher G-CSF Prophylaxe

Dargestellt sind die Mittelwerte +£ S.D. der Plasmaspiegel der Zytokine TNF-o, MIP-2
und IL-6 nach durchgefiihrter abdomineller Kontamination und Infektion (ACI, n =
20/Gruppe). Gruppe A wurde postoperativ gekiihlt, Gruppe B wurde ebenfalls gekiihlt
und erhielt zusitzlich eine G-CSF Prophylaxe (-12, +12, +36h, 20pn/kg KG) und Gruppe
C behielt Normothermie. Nicht parametrischer Test fiir TNF-ou: p = 0,553; fiir MIP-2: p <
0,001; fir IL-6: p < 0,001.
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3.3 Versuchsreihe zur Unterernihrung

3.3.1 Versuch 1: Vorversuch zur Etablierung der Entwicklung chronischer

Unterernihrung

In diesem Versuch musste zuerst die Methodik zur Entwicklung einer chronischen
Untererndhrung etabliert werden. Das genaue Vorgehen ist im Kapitel ,,Material und
Methoden* beschrieben.

Bei der ersten Gewichtsmessung einen Tag nach Lieferung ergaben sich folgende
Durchschnittswerte fiir beide Gruppen: Gruppe A (normal gendhrte Tiere): 173g,
Gruppe B (untererndhrte Tiere): 172g, wobei die Gewichtsverteilung bei den
einzelnen Ratten sehr homogen war. Die Gewichtsentwicklung in Gruppe A iiber die
20 Tage stellte sich anndhernd linear dar, mit einem Endgewicht von durchschnittlich
250g. Das Durchschnittsgewicht bei den unterernidhrten Tieren fiel initial leicht um
20g, stieg dann aber wieder um fast den gleichen Betrag, so dass am Tag 19 das
Durchschnittsgewicht mit 168g leicht unter dem Ausgangsgewicht lag. Uber den
gesamten Zeitraum entwickelte sich also eine mittlere Gewichtsdifferenz zwischen

beiden Gruppen von 83g (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Gewichtsentwicklung der normal ernihrten und der unterernihrten Tiere im
20tagigen Beobachtungszeitraum
Dargestellt ist die mittlere Gewichtsentwicklung wéhrend der 20tdgigen
Untererndhrungsphase (n = 5/Gruppe). Gruppe A ist normal erndhrt und im Wachstum
nicht beeintréchtigt, Gruppe B ist auf 50% Nahrung begrenzt. Die Gewichtserhebung fand

alle drei bis vier Tage statt.

Neben der Gewichtsentwicklung wurde ebenfalls die konsumierte Futtermenge der
Tiere protokolliert. Der durchschnittliche Futterverbrauch in den ersten 24h in Gruppe
A betrug 13,7g. Somit wurde den Ratten der Gruppe B am folgenden Tag jeweils 6,8g
zur Verfiigung gestellt. Die weitere Entwicklung der Nahrungsaufnahme in Gruppe A
stellte sich ebenfalls anndhernd linear dar wund stieg innerhalb des
Beobachtungszeitraumes auf 20,7g an. Gruppe B wurde strikt auf jeweils 50% dieser

Werte eingeschriankt (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: 24 Stunden Nahrungsmengen der normal ernihrten und der unterernihrten Tiere

im 20téigigen Beobachtungszeitraum

Dargestellt ist die mittlere Nahrungsmenge pro Ratte in je 24 Stunden wéahrend der
20tagigen Untererndhrungsphase (n = 5/Gruppe). Gruppe A wurde das Futter ad libitum
angeboten, Gruppe B wurde 50% dieser Menge des jeweiligen Vortages zur Verfligung

gestellt. Die Nahrungsmengenmessung und Angleichung fand alle drei bis vier Tage statt.
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Eine Beeintrdchtigung der Tiere hinsichtlich einer Verdnderung des
Allgemeinzustandes (Fell, Aussehen) und des Verhaltens (Lethargie, Aggression) war
nicht festzustellen.

Nach Entwicklung der oben angegebenen Gewichtsdifferenz zwischen den beiden
Gruppen wurden alle zehn Ratten am 20. Tag nach Lieferung operiert und eine
abdominelle Kontamination und Infektion (ACI) durchgefiihrt. Alle Tiere erhielten zu
den Zeitpunkten t = -1h und t = +1h eine intravendse Antibiotikaprophylaxe mit
Cefuroxim und Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Der primére
Endpunkt, die 120 Stunden Uberlebensrate der septischen Tiere, erbrachte folgendes
Ergebnis: In der normal erndhrten Gruppe (Gruppe A) iiberlebten zwei von flnf
Ratten. Dies entspricht einer 120 Stunden Uberlebensrate von 40%. Von den
untererndhrten Tieren liberlebte eines von fiinfen. Dies entspricht einer 120 Stunden
Uberlebensrate von 20%. Die statistische Priifung der Gruppenunterschiede wurde im

Hauptversuch durchgefiihrt.

3.3.2 Versuch 2: Einfluss der chronischen Unterernihrung auf die
Uberlebensrate und Zytokinfreisetzung; gleiches Alter der Tiere beider

Gruppen bei ACI

Es wurde mit der in Versuch 1 erprobten Methodik dieser Hauptversuch mit einer
groBeren Tierzahl durchgefiihrt (n = 30 Tiere pro Gruppe).

Die Gewichtsentwicklung stellte sich analog zum Vorversuch dar. Am Ende des
dreiwochigen Untererndhrungszeitraumes wiesen die normal erndhrten Tiere (Gruppe
A) ein durchschnittliches Gewicht von 282g auf. In der unterernihrten Gruppe B war
dieses bei 162g durchschnittlich 120g geringer.

Entgegen der im Vorversuch beobachteten Tendenz iiberlebten in Versuch 2 nur 37%
aller normal erndhrten Tiere aus Gruppe A. In Gruppe B hingegen iiberlebten 67% der
Tiere die induzierte Peritonitis (Abb. 3.15). Dies ist ein Unterschied zwischen beiden
Gruppen von neun Tieren. In der statistischen Auswertung mittels des Chi-Quadrat-

Testes stellte sich dieser Unterschied als signifikant dar; p = 0,038.
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Abb. 3.15: Einfluss der chronischen Unterernihrung auf die Uberlebensrate bei gleichem Alter
der Tiere beider Gruppen
Dargestellt ist der Einfluss von chronischer Unterernihrung auf die Uberlebensrate (n =
30/Gruppe). Die Tiere in Gruppe A waren normal erndhrt, den Tieren der Gruppe B
wurde tiber drei Wochen 50% Nahrung entzogen. Zum Zeitpunkt der Infektion hatten die
Tiere beider Gruppen das gleiche Alter, unterschieden sich aber im Gewicht um
durchschnittlich 120g. Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und
Metronidazol (10 und 3,5mg/kg Korpergewicht). Chi-Quadrat-Test: p = 0,038.
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Weiterhin wurde sieben Tieren pro Gruppe eine Stunde nach Laparotomie Blut
abgenommen und die Zytokine TNF-o, MIP-2 und IL-6 gemessen.

Der durchschnittliche Plasmaspiegel des proinflammatorischen Zytokins TNF-o war
bei den untererndhrten Tieren (Gruppe B) gegeniiber den normal erndhrten Tieren
(Gruppe A) statistisch signifikant um etwa das sechsfache erhoht (Gruppe A:
13pg/ml, Gruppe B: 77pg/ml). Im nicht parametrischen Test ergab sich p = 0,032.

Bei der Messung des Chemokins MIP-2 ergab sich ein dhnliches Bild. Die Tiere der
Gruppe B wiesen mit 68pg/ml einen etwa dreifach hoheren Plasmaspiegel auf als
Gruppe A mit 22pg/ml. Dieser Unterschied stellte sich mit einem p = 0,03 als
statistisch signifikant dar.

Bei dem Zytokin IL-6 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen. In Gruppe A wurde ein durchschnittlicher Spiegel von 30pg/ml gemessen,
in Gruppe B ein Spiegel von 48pg/ml (Abb. 3.16). Es errechnete sich ein p = 0,577.
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Abb. 3.16: TNF-o, MIP-2 und IL-6 Plasmaspiegel bei chronischer Unterernihrung bzw.
normalem Ernihrungszustand bei gleichem Alter aller Tiere
Dargestellt sind die Mittelwerte +£ S.D. der Plasmaspiegel der Zytokine TNF-o, MIP-2
und IL-6 nach durchgefiihrter abdomineller Kontamination und Infektion (n = 7/Gruppe).
Gruppe A war normal erndhrt, Gruppe B wurde iiber drei Wochen auf 50% Nahrung
beschrankt. Zum Zeitpunkt der Infektion hatten die Tiere beider Gruppen das gleiche
Alter, unterschieden sich aber im Gewicht um durchschnittlich 120g.  Nicht
parametrischer Test fiir TNF-au: p = 0,032; fiir MIP-2: p = 0,03; fiir IL-6: p = 0,577.
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3.3.3 Versuch 3: Einfluss der chronischen Unterernihrung auf die
Uberlebensrate und Zytokinfreisetzung; gleiches Gewicht der Tiere

beider Gruppen bei ACI

In diesem Versuch wurde analog zu Versuch 2 verfahren, mit der Anderung, dass die
Tiere nicht einer Lieferung entstammten und somit nicht gleichen Alters waren. Die
Gewichtsentwicklung in der unterernidhrten Gruppe B stellte sich analog zu den
Versuchen 1 und 2 dar. Das durchschnittliche Gewicht bei Lieferung betrug 163g und
nach drei Wochen Nahrungsentzug (50%) 172g. Die Tiere der normal erndhrten
Gruppe A wurden erst vier Tage vor dem Versuchstag geliefert um ein an Gruppe B
angeglichenes Gewicht zu erzielen. Am Versuchstag wogen diese Tiere
durchschnittlich 182g.

In beiden Gruppen wurde eine 120 Stunden Uberlebensrate von 50% nach
durchgefiihrter abdomineller Kontamination und Infektion gefunden (Abb. 3.17).
Somit konnte beziiglich der Uberlebensrate bei normal ernihrten bzw. chronisch
untererndhrten Tieren kein signifikanter Unterschied beobachtet werden. Chi-

Quadrat-Test: p= 1.
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Abb. 3.17: Einfluss der chronischen Unterernihrung auf die Uberlebensrate bei gleichem
Gewicht der Tiere beider Gruppen
Dargestellt ist der Einfluss von chronischer Unterernihrung auf die Uberlebensrate (n =
20/Gruppe). Die Tiere in Gruppe A waren normal erndhrt, den Tieren der Gruppe B
wurde iiber drei Wochen 50% Nahrung entzogen. Zum Zeitpunkt der Infektion hatten die
Tiere beider Gruppen anndhernd das gleiche Gewicht, unterschieden sich aber im Alter.
Antibiotikaprophylaxe erfolgte bei allen Tieren mit Cefuroxim und Metronidazol (10 und

3,5mg/kg Korpergewicht). Chi-Quadrat-Test: p = 1.
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Auch in diesem Versuch wurde sieben Ratten pro Gruppe eine Stunden nach
Laparotomie Blut abgenommen und daraus die Plasmaspiegel der Zytokine TNF-a.,
MIP-2 und IL-6 bestimmt (Abb. 3.18).

Der Unterschied der Zytokinspiegel zwischen beiden Gruppen war bei allen drei
gemessenen Zytokinen statistisch nicht signifikant.

In Gruppe A betrug der durchschnittliche TNF-a Gehalt 36pg/ml wogegen in Gruppe
B 19pg/ml gemessen wurde. Nicht parametrischer Test fiir unabhéngige Stichproben:
p=0,127.

Der MIP-2 Gehalt betrug in Gruppe A 54pg/ml, in Gruppe B 39pg/ml (p = 0,399).

In Gruppe A wurde fiir das Zytokin IL-6 ein Plasmaspiegel von 26pg/ml gemessen, in
Gruppe B betrug dieser 20pg/ml (p = 0,74).
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Abb. 3.18:

TNF-o, MIP-2 und IL-6 Plasmaspiegel bei chronischer Unterernihrung bzw.
normalem Ernihrungszustand bei gleichem Gewicht beider Gruppen

Dargestellt sind die Plasmaspiegel der Zytokine TNF-a, MIP-2 und IL-6 nach
durchgefiihrter abdomineller Kontamination und Infektion als Mittelwerte + S.D. (n =
7/Gruppe). Gruppe A war normal erndhrt, Gruppe B wurde iiber drei Wochen auf 50%
Nahrung beschrinkt. Zum Zeitpunkt der Infektion hatten die Tiere beider Gruppen ein
anndhernd gleiches Gewicht, unterschieden sich aber im Alter. Nicht parametrischer Test
fiir unabhéingige Stichproben fiir TNF-a: p = 0,127; fiir MIP-2: p = 0,399; fiir [L-6: p =
0,74.
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4 Diskussion

4.1 CMRTs

Trotz jahrzehntelanger intensiver experimenteller und klinischer Forschung, stellt die
Sepsis heute mehr als je zuvor ein zentrales Problem auf der Intensivstation dar. Zwar
ist es durch die immensen Fortschritte in der Intensivmedizin gelungen, die
Gesamtmortalitidt innerhalb der letzten 25 Jahre von 28 auf 18% zu senken, dennoch
wird die Mortalitdt bei septischem Schock mit Multiorganversagen mit bis zu 70%
angegeben.''® Zusitzlich steigt die Inzidenz der Sepsis jahrlich um 8,7% an, so dass
die Anzahl an Todesfillen von Jahr zu Jahr groBer wird.''®

Eine Vielzahl an Tierversuchen wurde innerhalb der letzten 20 Jahre durchgefiihrt,
mit der Zielsetzung eine Therapiemdglichkeit auf immunmodulatorischer Ebene zu

2:26:33:64:65:2 . . . . . .
2633:64:65205 yjele dieser Versuche zeigten vielversprechende Ergebnisse in

finden.
der Phase der Tierversuche. Bei anschlieBenden klinischen Studien verfehlten
allerdings die meisten dieser Ansétze das Ziel, den positiven Effekt bei Tieren am
Menschen zu reproduzieren. Mitunter wurden sogar negative Effekte am Menschen

beobachtet,¥%2%

Zwar ist die Physiologie von Mensch und Tier nicht vollig gleich,
aber allein dies ist sicherlich nicht der alleinige Grund fiir die Diskrepanz zwischen
Tier- und klinischen Studien. Vielmehr muss man hier das Design und die
Durchfiihrung der Tierversuche diskutieren. Die meisten der oben aufgefiihrten
Studien wurden ,,reduktionistisch®, in klinisch nicht relevanter Form mit niedriger
Komplexitit durchgefiihrt.'”*® Beispielsweise wurde in den Versuchen entweder
keine Antibiotikaprophylaxe durchgefiihrt, oder in klinisch uniiblicher Dosierung
bzw. Verabreichung (intramuskulér, intraperitoneal). Solchen Tierstudien gelingt es
nicht die komplexe Situation eines septischen Patienten nachzubilden.

In dem in dieser Dissertation verwendeten Tiermodell, den ,,Clinic modeling
randomized trials* (CMRTs), ist das Nachbilden der klinischen Komplexitit ein
integraler Bestandteil.'' Neben klinisch relevanten Fallzahlberechnungen,
Randomisierung, Verblindung und statistischer Analyse, werden die Ratten mehreren

Interventionen unterzogen. So erhédlt jedes Versuchstier eine perioperative

Antibiotikaprophylaxe, =~ Volumensubstitution, = Anésthesie, Laparotomie und
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peritoneale Infektion mit einer standardisierten humanen Stuhlsuspension, sowie eine
postoperative Analgesie. Erst kiirzlich wurde auch in anderen Tiermodellen eine
Antibiotikaprophylaxe als wichtiger Aspekt fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse

184;190

auf den Menschen diskutiert. In CMRTs ist seit Threr Entwicklung eine

perioperative Antibiose in klinisch iiblicher Dosierung enthalten.”’

Aufgrund dieser Komplexitdt ist das hier verwendete Tiermodell von klinischer
Bedeutung und eignet sich besonders gut fiir die Evaluation von perioperativen
Risikofaktoren. Da nicht jeder potentielle Risikofaktor auch im komplexen klinischen
Umfeld, insbesondere der perioperativen Phase und der Intensivstation, grof3e
Bedeutung trigt,"”® muss das Studiendesign moglichst weit der tatsichlichen Situation
angeglichen werden. Das hier gewéhlte Tiermodell entspricht diesen Voraussetzungen

und ist deshalb fiir die Bearbeitung der Fragestellung als relevant anzusehen.

In der Forderung, das Studiendesign so nah wie mdglich der klinischen Realitdt
anzugleichen, liegen auch die Limitationen des gewdhlten Tiermodells. In einem
Paper bearbeitete Esmon die Fragestellung, warum Tiermodelle nicht in der Lage
sind, Sepsis beim Menschen adiquat nachzubilden.®® Er weist darauf hin, dass in der
klinischen Realitdt die groBe Mehrheit septischer Patienten auf der Intensivstation
versorgt werde, unter Zuhilfenahme von kiinstlicher Beatmung am Respirator,
Volumensubstitution und Vasopressortherapie. Zwar schlie3t das gewéhlte Modell die
Volumensubstitution ein, nicht aber eine gezielte Unterstiitzung der Atmung oder des
Blutdruckes. Dies ist moglicherweise deshalb von Bedeutung, da die Lungenfunktion
eine entscheidende Rolle beim Sepsis Outcome spielt.”” Allerdings ist hier ein Punkt
erreicht, an dem die Durchfiihrbarkeit der Tierversuche nicht mehr gewihrleistet
wire.

Weiterhin limitierend ist der Fakt, dass die Mehrheit der septischen Patienten
entweder sehr alt, oder Neugeborene sind. Die allermeisten der Sepsismodelle am
Tier, wie auch das hier gebrauchte, verwenden Tiere im jungen Erwachsenenalter.

Dies schrinkt die Generalisierbarkeit der Studienergebnisse ein.”’
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4.2  Stuhl-Dosis-Wirkungskurve

Ein weiterer wichtiger Aspekt von Tierversuchen ist ihre Standardisierbarkeit und
Reproduzierbarkeit. Um dies zu gewéhrleisten, wurde eine Stuhl-Dosis-
Wirkungskurve erstellt (Abb. 3.1), mit dem Ziel, die zu inokulierende Stuhldosis zu
identifizieren, die zu einer Mortalitit von 30-50% fiihrt. Dies entspricht in etwa der
Mortalitit bei septischem Schock.”

Mit einer Uberlebensrate von 100% bei einer Dosis von 1,4ml/kg KG, 10% bei
2,6ml/kg KG und einem Uberleben von 60% bei sowohl 1,8 als auch 2,2ml/kg KG,
ergab sich eine klare Abhdngigkeit der Mortalitdt von der inokulierten Stuhldosis
(siche Abb. 3.1). Im statistischen Test stellte sich dieser Zusammenhang als
signifikant dar. Im mittleren Bereich ldsst sich keine Differenzierung zwischen den
Dosierungen vornehmen. Dies ist moglicherweise mit der Gruppengrofe von nur n =
10 zu erkldaren. Nichtsdestotrotz kann man durch extrapolieren der Daten die
Stuhldosis schitzen, die ndtig ist, um eine Mortalitiit von etwa 40% (Uberlebensrate
von 60%) zu erzielen. Diese Dosis entspricht 1,9ml/kg KG und wurde entsprechend
fiir die weiteren Versuche dieser Dissertation zugrunde gelegt, mit Ausnahme von
Versuch 2 der Hypothermiereihe (siche 2.4.1.2). In diesem Versuch wurde keine
Antibiotikaprophylaxe durchgefiihrt. Um auf &hnliche Mortalititswerte in der
Kontrollgruppe zu kommen, wurde in diesem Versuch nur 50% dieser Dosis (1 ml/kg
KG) verwendet.

Schon in fritheren Versuchsrethen mit dem CMRT Modell wurde durch Erstellen von
Stuhl-Dosis-Wirkungskurven die Beziehung von Mortalitdt und Stuhldosis und damit
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aufgezeigt. """

Das hier gewihlte Modell ist somit besser standardisierbar und reproduzierbar als
andere Tiermodelle der intra-abdominellen Sepsis, wie beispielsweise das ,,cecal
ligation and puncture, CLP“ Modell."”” Es wurde gezeigt, dass die Variabilitit
beziiglich der Lange der Ligatur, sowie die Lokalisation, Anzahl und Durchmesser
der Durchstechungen des Kolons, ausgeprigten Einfluss auf die erzielte Mortalitét
nehmen.'” Dies verursacht Schwierigkeiten in der Vergleichbarkeit von

Studienergebnissen.
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4.3 Versuchsreihe zur Hypothermie

Perioperative Hypothermie ist ein Zustand, dem der Anésthesist tiglich gegeniiber
steht. In der Mehrzahl aller Operationen kommt es zu einem ungewollten Abfall der
Korpertemperatur um mehr als 2°C.'* Obwohl klar ist, dass perioperative
Unterkiihlung ein Risikofaktor fiir ein negatives Outcome ist, wird die induzierte
Hypothermie als eine adjunktive Therapieform, beispielsweise nach Herz-Kreislauf-

Stillstand propagiert und findet klinisch mehr und mehr Einsatz."*®

In der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss von perioperativer Hypothermie
auf das postoperative Sepsisoutcome Tlberpriift. Der Zustand der induzierten
Hypothermie wurde durch eine Kiihlung der Versuchstiere iiber eine Stunde vor
Beginn der Operation erzielt. Die postoperative Unterkiihlung hingegen, wurde durch
eine Kiihlung der Tiere iiber eine Stunde unmittelbar nach Operation simuliert. Da die
durchgefiihrte Laparotomie pro Versuchstier nur wenige Minuten dauerte, entspricht
die Kiihlung unmittelbar nach Operation weitestgehend einer ungewollten
Unterkiihlung, die wéahrend einer ldngeren Operation auftritt und fiir eine gewisse Zeit
nach Ende der Operation fortbesteht. Im Weiteren werden beide Zustinde als

priaoperative bzw. postoperative Hypothermie bezeichnet.

Es ist bekannt, dass Hypothermie viele negative Auswirkungen auf den Organismus
hat."**!*" So kann es beispielsweise unter Hypothermie zu schweren kardiovaskuldren

Komplikationen  kommen.®’

Ventrikuldire  Tachykardien,  Asystolien  und
Myokardinfarkte sind beobachtet worden.®® Weiterhin kann es zu Stérungen der
Gerinnungsfunktion =~ kommen,  sowie  zu  Fliissigkeitsverlusten = durch
hypothermieinduzierte Diurese.**'*’

Aus fritheren Versuchen im CMRT Design ist bekannt, dass es bei den Ratten im
septischen Verlauf nur zu moderaten Depression von Puls und Blutdruck kommt.”!
Torbati et al. berichteten, dass sogar zwei Stunden systemische Hypothermie bei
Ratten in Kombination mit Andsthesie nur geringe Auswirkungen auf kardiovaskulére

182

Parameter zeigt. ~~ Ebenfalls senkte Hypothermie die spontane Ventilation der Ratten

nur gering, solange die Korpertemperatur iiber 31° gehalten wurde. Die geringe
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Depression der Ventilation zeigte in der Studie keinen Einfluss auf die arterielle
Oxygenation.'*

Aus diesen Beobachtungen wurde fiir die vorliegende Studie geschlussfolgert, dass
eine einstliindige milde Hypothermie von 32°C ohne das Risiko schwerwiegender
Nebenwirkungen durchgefiihrt werden konnte.

Auch das Risiko durch hypothermieinduzierte Fliissigkeitsverluste, wurde durch die
im Design vorgesehene perioperative Volumensubstitution abgemildert. Der Zweck
der Volumensubstitution war nicht etwa eine Optimierung der Sepsistherapie. Daher
wurde sowohl vor als auch nach Infektion das gleiche Volumen substituiert.
Moglicherweise hitte man durch eine aggressivere Volumengabe nach Infektion eine
Verbesserung des Sepsisoutcomes erzielen konnen, was aber nicht die Zielsetzung
dieser Studie war.

Weiterhin wurde die Wiedererwdrmung nach Ende der hypothermen Phase langsam

durchgefiihrt, um das Risiko eines Kreislaufkollapses zu minimieren.'®*'*

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Tierversuche unter Hypothermie mit nur
einem geringen Risiko von lebensbedrohlichen systemischen Nebenwirkungen
durchfithrbar waren. In der Tat ist keines der Versuchstiere innerhalb der

unmittelbaren perioperativen Phase verstorben.

4.3.1 Der Einfluss von priioperativer Hypothermie auf die Uberlebensrate,

Zytokinausschiittung und Differentialblutbild

Neben den erwidhnten schweren Nebenwirkungen der Hypothermie, iiber die in der
Literatur weitestgehend Einigkeit herrscht, muss man die Auswirkungen auf das
Immunsystem diskutieren. Hier herrschen durchaus kontroverse Meinungen vor. In
vielen in-vitro-Studien wie Tierversuchen wurde gezeigt, dass Hypothermie per se die

: : - 160164
systemische Immunreaktion supprimiert.

Dies wiegt wahrscheinlich nur gering
in der Abwesenheit von Kontamination und Infektion. Dies wird in der vorliegenden
Studie bestitigt: es wurde eine 100%ige Uberlebensrate der hypothermen
Kontrollgruppe beobachtet, die keiner Stuhlinokulation unterzogen wurde (siche Abb.

3.2).
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Hingegen war die Mortalitit bei infizierten Ratten, die einer einstiindigen
praoperativen Hypothermie ausgesetzt waren erhoht, gegeniiber infizierten
normothermen Ratten. Vor der Interimsanalyse zeigte sich erwartungsgemall nur ein
Trend (sieche Abb. 3.2), bei endgiiltiger GruppengroBe von n = 42 war dieser
Unterschied dann statistisch signifikant (siche Abb. 3.3). Somit erweist sich in der
vorliegenden Studie prdoperative milde Hypothermie als Risikofaktor fiir ein

verschlechtertes postoperatives Sepsisoutcome.

Bei Betrachtung der in diesem Versuch gemessenen Zytokine, stellt man fest, dass die
eine Stunde vor Infektion gemessenen Werte fiir IL-10, IL-6 und MIP-2 sich nicht
zwischen den Gruppen unterscheiden (sieche Abb. 3.5 — 3.7). Dies war durchaus
erwartet, da sich zum Blutabnahmezeitpunkt die Gruppen noch nicht voneinander
unterschieden. Die Unterkiihlung wurde erst nach der Blutabnahme induziert. Bei
Betrachtung der postinfektiosen Werte allerdings féllt auf, dass die préoperative
Hypothermie zu einer signifikant erhohten Konzentration des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 fiihrte (sieche Abb. 3.5), sowie zu einer Reduktion des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-6 (siche Abb. 3.7). Hieraus kann man die
Schlussfolgerung ziehen, dass schon eine Stunde milde Hypothermie zu einer
Verinderung des Immunstatus in Richtung einer supprimierten Immunantwort
fihrt.””!' Durch eine Stérung der mehrfach in der Literatur beschriecbenen
empfindlichen Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen im
Verlauf der Sepsis,'™ bewirkt prioperative milde Hypothermie somit méglicherweise
eine Verschlechterung des Sepsisiiberlebens. In mehreren Publikationen wird die
Vermutung geduBert, ein Uberwiegen der anti-inflammatorischen Reaktion zu Beginn
der Sepsis bzw. ein Persistenz selbiger, sei ein Indikator fiir ein schlechtes

131;132
Outcome.

Es wurde gezeigt, dass eine hohe Konzentration von IL-10 in den
Anfangsstadien der Sepsis mit einer erhohten Mortalitiit assoziiert ist.'>*

Eine Anzahl an Studien berichteten iiber eine Suppression von pro-inflammatorischen
Zytokinen und eine gesteigerte Expression von anti-inflammatorischen Zytokinen
unter dem Einfluss von Hypothermie. So wurde von Kimura et al. eine reduzierte
bzw. verspitete Expression von TNF-a, IL-1 und IL-6 in einer in-vitro-Kultur von

100

mononukledren Zellen bei 33°C beobachtet.~ Matsuoka et al. fanden eine reduzierte

Expression der selben Zytokine bei Ratten mit Pankreatitis bei 32°C im Vergleich zu
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normothermen Tieren.'"” Zwei weitere Studien stimmten in der Beobachtung iiberein,
dass Hypothermie die Freisetzung von IL-10 in der Lunge steigert und die Freisetzung

von IL-6 und IL-1 hingegen herabsetzt.'*'**

Diese aufgefiihrten Beobachtungen unterstiitzen die Interpretation der vorliegenden
Daten als eine Verschlechterung des Sepsisoutcomes durch prioperative
Hypothermie, aufgrund einer Storung der Zytokinbalance in Richtung

Immunsuppression.

Bei Betrachtung der Messwerte fiir Leukozyten und neutrophile Granulozyten
(PMNs) im peripheren Blut vor und nach Infektion féllt auf, dass es eine Stunde nach
durchgefiihrter abdomineller Kontamination zu einem statistisch signifikanten Abfall
der Gesamt-Leukozyten in beiden Gruppen kam (sieche Abb. 3.4). Im Gegenzug war
ein signifikanter Anstieg der PMNs in beiden Gruppen nach Infektion zu beobachten.
Die Konstellation von Leukozytopenie und Granulozytose innerhalb der ersten Stunde
nach peritonealer Infektion, wurde schon in friiheren Studien beobachtet.”” Es wurde
berichtet, dass primdr Lymphozyten und Monozyten fiir den Abfall der Gesamt-
Leukozyten im peripheren Blut verantwortlich seien. Es wurde in derselben Studie
beobachtet, dass es nach zwei Tagen zu einer Wiederherstellung der urspriinglichen
Leukozytenzahl kam. Beziiglich dieser Aussage kann mit vorliegender Studie kein
Vergleich gezogen werden, da nach Ablauf der ersten postoperativen Stunde keine
weiteren Blutabnahmen erfolgten. Es ist anzunehmen, dass die Leukozytopenie im
peripheren Blut innerhalb der ersten Stunde nach Infektion auf ein Auswandern von
Lymphozyten und Monozyten in das Peritoneum zuriickzufiihren ist. Der Anstieg der
PMNs ist wahrscheinlich durch eine entziindungsbedingte Rekrutierung selbiger zu
erkldren.

Im Vergleich von sowohl Gesamt-Leukozyten als auch PMNs zwischen beiden
Gruppen, ldsst sich kein statistischer Zusammenhang erkennen (siche Abb. 3.4).
Allenthalben lassen sich nicht signifikante Trends ausmachen. So fillt in der
hypothermen Gruppe sowohl der Abfall der Leukozyten nach Infektion, als auch der
Anstieg der PMNs geringer als in der normothermen Gruppe aus. Dieser Sachverhalt,
wenn auch nicht statistisch signifikant, ldsst sich gut durch die von anderen Autoren

beschriebenen Nebenwirkungen der Hypothermie erkldren: Hypothermie reduziert die
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Anzahl zirkulierender Granulozyten, behindert die Rekrutierung selbiger und
verlangsamt das Auswandern von Entziindungszellen zum Entziindungsherd.”'!
Diese Mechanismen haben moglicherweise Anteil an der beobachteten
Verschlechterung des Uberlebens in der prioperativ hypothermen Gruppe. Weitere
Erkldrungen fiir den negativen Effekt der Hypothermie in dieser Studie, konnten die
an anderer Stelle Dbeschriebene hypothermiebedingte Reduzierung von

2

Sauerstoffradikalen sein,'” sowie die behinderte phagozytische Aktivitit von

peritonealen Monozyten und Makrophagen unter Hypothermie.'®

4.3.2 Der Einfluss von postoperativer Hypothermie und zusitzlich appliziertem
G-CSF auf die Uberlebensrate, Differentialblutbild, Zytokinausschiittung

und Phagozytoseaktivitiat von Granulozyten und Monozyten

In dieser Versuchsreihe wurde im Gegensatz zu der Vorhergehenden (siehe 4.3.1) der
Einfluss von postoperativer Hypothermie auf den perioperativen Sepsisverlauf
untersucht. Wie in der ersten Versuchsreihe gezeigt wurde, hat pridoperative
Unterkiihlung einen negativen Einfluss auf das postoperative Sepsisoutcome. Es
wurde auBlerdem gezeigt, dass dies wahrscheinlich in einer Storung der sehr
empfindlichen Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen
begriindet ist.'"” Dies legt die Vermutung nahe, dass Hypothermie mdglicherweise
unterschiedliche Auswirkungen zeigt, je nach dem Zeitpunkt, an dem sie innerhalb
des septischen Geschehens auftritt. Um dies zu untersuchen, wurde die hypotherme
Phase unmittelbar nach Infektion, anstelle davor, durchgefiihrt. Dieses Design

entspricht am ehesten einer postoperativen Unterkiihlung, wie weiter oben erldutert.

Es wurden zwei separate Versuche zur postoperativen Hypothermie durchgefiihrt. Im
ersten Versuch mit niedriger Komplexizitit wurde keine Antibiotikaprophylaxe
durchgefiihrt; im zweiten Versuch mit hoher Komplexizitdt erhielten alle Ratten eine
Antibiose in klinisch {blicher Dosierung. Um auch im Versuch ohne
Antibiotikaprophylaxe eine 30 — 50%ige Mortalitét in der Kontrollgruppe zu erzielen,
wurde nur die Halfte der Stuhldosis appliziert. In der Tat gelang es, in beiden

Versuchen eine Mortalitét in den Kontrollgruppen von 50% zu erzielen (siehe Abb.
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3.8 und 3.9). Hingegen iiberlebten in den Hypothermiegruppen nur 10% im Versuch
mit niedriger Komplexizitit und 20% im Versuch mit héherer Komplexizitit. Dieser
Zusammenhang ist in beiden Versuchen statistisch signifikant (siche Abb. 3.8 und
3.9). Wie im Versuch mit pridoperativer Hypothermie, zeigt auch postoperative
Hypothermie einen signifikant negativen Einfluss auf das Sepsisiiberleben. Das
bedeutet, dass sowohl Unterkiihlung vor, als auch Unterkiihlung nach der Operation
bzw. Infektion, als Risikofaktor anzusehen ist und nach Moglichkeit vermieden

werden sollte.

Bei Betrachtung der gemessenen Zytokinwerte stellt sich allerdings die Frage, ob die
negativen Auswirkungen dieser beiden Formen von Unterkiihlung moglicherweise in
unterschiedlichen Mechanismen begriindet sind. Zwar sind die TNF-a Spiegel in allen
Gruppen gleich, die gemessenen Werte flir IL-6 und MIP-2 unterscheiden sich aber
signifikant. So weist die unterkiihlte Gruppe ein 3,5fach erhohtes MIP-2 auf im
Vergleich zur normothermen Gruppe. Das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 ist
sogar fiinffach erhoht bei den hypothermen Ratten. Insbesondere das erhohte IL-6 legt
den Schluss nahe, dass es sich hier um einen Zustand der Hyperinflammation handelt.
Im vorherigen Versuch wurde aufgrund der Zytokinwerte die Schlussfolgerung
gezogen, dass praoperative Hypothermie die empfindliche Balance der pro- und anti-
inflammatorischen Zytokine in Richtung Immunsuppression bewegt.'® In Anlehnung
daran legen die vorliegenden Daten dieses Versuches nahe, dass auch postoperative
Hypothermie die Zytokinbalance stort. Nur in diesem Falle kommt es nicht zu einer
verringerten Immunantwort, sondern zu einem Zustand der Hyperinflammation. Das
Ergebnis in Bezug auf das perioperative Sepsisoutcome ist das gleiche, es kommt zu
einer Verschlechterung. Dies ist wenig liberraschend, da aus anderen Studien bekannt
ist, dass sowohl eine Stérung der Zytokinbalance in der Anfangsphase der Sepsis in
Richtung der pro-inflammatorischen Reaktion, sowie in Richtung der anti-
inflammatorischen Reaktion, eine Verschlechterung des Uberlebens nach sich
zieht.'®

Wihrend eine supprimierte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen durch
Hypothermie -wie im vorigen Versuch beobachtet- eine in der Literatur haufig
beschriebene Beobachtung ist,'**'%!"%!1®* findet man nur wenige Daten iiber eine

gesteigerte Expression selbiger bei Unterkithlung. Lediglich ein publizierter
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Fallbericht von zwei Patienten mit akzidentieller Unterkiihlung, beschreibt gesteigerte
IL-6 Spiegel.* Dieser Bericht und die vorliegenden Daten legen den Schluss nahe,
dass der Effekt von Unterkiihlung auf den Organismus mit dem Zeitpunkt des

Auftretens variiert.

AuBer einer reinen Hypothermiegruppe, wurde in diesem Versuch eine hypotherme
Gruppe mit zusétzlicher G-CSF Applikation gefiihrt. Es ist aus vorherigen Versuchen
anhand des CMRT Modells bekannt, dass eine G-CSF Prophylaxe vor der Induktion
einer Sepsis zu einer Verbesserung des Uberlebens von normothermen Ratten fiihrt.' "
Weiterhin wurde in fritheren Versuchen die optimale Dosierung von G-CSF erforscht,
sowie die optimalen Applikationszeitpunkte im perioperativen Verlauf.'® Auf diesen
Erkenntnissen beruht die in dieser Studie verwendete G-CSF Dosis sowie die
Applikationszeitpunkte. Es ist zu beachten, dass in Tieren etwa die zehnfache Dosis
im Vergleich zum Menschen notwendig ist, um eine Immunstimulation zu erzielen.'®
Bei Betrachtung der Mortalitdt in dieser Gruppe stellt man fest, dass der negative
Effekt der Unterkiihlung durch G-CSF vollstindig aufgehoben wurde (sieche Abb.
3.9); dieser Zusammenhang ist statistisch signifikant. Genau betrachtet, ist das
Uberleben in der hypothermen G-CSF Gruppe sogar groBer als das in der
normothermen Gruppe. Allerdings ist dies nicht signifikant, so dass hier nur die
Aussage getroffen werden kann, dass die perioperative Applikation von G-CSF die
erhohte Mortalitdt unter Hypothermie verhindert.

Eine mogliche Erklirung fir den Mechanismus dieses G-CSF Effektes kann
wiederum in der Zytokinanalyse gefunden werden. Der stark erhdhte IL-6 Spiegel in
der Hypothermie Gruppe, ist unter Einfluss von G-CSF signifikant auf etwa die Hilfte
reduziert (siche Abb. 3.12). Ebenso ist der erhohte MIP-2 Spiegel unter G-CSF
abgemildert. Diese Beobachtung legt die Interpretation nahe, dass der vorteilhafte
Effekt von G-CSF bei hypothermen Ratten zumindest teilweise durch eine
Normalisierung der durch Unterkiihlung gestorten Zytokinbalance zu erkldren ist.
Diese These wird durch die Erkenntnis vieler Studien unterstiitzt, dass G-CSF im
Stande ist, die systemische Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen zu

IRITSTATISTI0 Njcht nur die systemische, sondern auch die lokale

drosseln.
Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine am Entziindungsherd, wie hier

dem Peritoneum, wird durch G-CSF reduziert."”
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Weitere bekannte Wirkungen des G-CSFs konnen mogliche Erklarungen sein, fiir den
in dieser Studie beobachteten positiven Effekt auf das Uberleben bei Hypothermie. So
bewirkt G-CSF unter anderem eine tempordre Erhohung der Zahl der Leukozyten,
insbesondere der neurophilen Granulozyten, im peripheren Blut. Dies geschieht durch
eine Verminderung der Reifungszeit im Knochenmark und durch die Freisetzung von

1794 Diesen Effekt kann man in vorliegender Studie sehr gut

PMNs aus Speicherpools.
am erstellten Blutbild ablesen (sieche Abb. 3.10). In der mit G-CSF vorbehandelten
Gruppe sind sowohl die Gesamt-Leukozyten, als auch PMNs vor Operation
signifikant gegeniiber den anderen Gruppen erhoht.

Bei weiterer Betrachtung des Blutbildes ergibt sich ein sehr dhnliches Bild wie im
vorherigen Versuch mit praoperativer Hypothermie. Innerhalb der ersten Stunde nach
Infektion kommt es in allen Gruppen zu einem Abfall der zirkulierenden Gesamt-
Leukozyten. Dies ist, wie schon zuvor beschrieben, mit groer Wahrscheinlichkeit auf
ein  Auswandern von Lymphozyten und Monozyten zum Infektionsherd
zuriickzufithren.”” Genau wie im vorherigen Versuch kommt es auch hier zu einem
geringeren Abfall der Leukozyten in der gekiihlten Gruppe. Allerdings stellt sich
dieser Zusammenhang hier erstmals als statistisch signifikant dar. Die Erkldrung
konnte wieder die gebremste Auswanderung von Entziindungszellen unter

29-31

Hypothermie sein. Den vergleichsweise stirkeren Abfall der Leukozyten in der G-

CSF Gruppe trotz vorliegender Hypothermie, kann man moglicherweise mit der
Fihigkeit von G-CSF, die Migration der Granulozyten zu steigern, erkldren.'””*

Bei Betrachtung der PMNs fillt auf, dass es in den beiden nicht mit G-CSF
behandelten Gruppen zu einem Anstieg innerhalb der ersten Stunde nach Infektion
kommt. Dies ist wiederum dem Versuch mit prdoperativer Hypothermie sehr dhnlich.
Wabhrscheinlich ist dies in der gesteigerten Rekrutierung von PMNs als Reaktion auf
die Infektion begriindet. In der hypothermen Gruppe ist der Anstieg der PMNs etwas
ausgeprigter als in der normothermen Gruppe, wenn auch nicht signifikant. Die
Erklarung hierfiir ist moglicherweise in der gesteigerten MIP-2 Expression in dieser
Gruppe zu suchen. So steigert MIP-2 nimlich die Rekrutierung von PMNs.”* Der
gleiche Mechanismus kann den beobachteten Abfall der PMNs in der G-CSF Gruppe
nach Infektion erkliren (siche Abb. 3.10). So wurde ja eine signifikante Reduzierung

des MIP-2 Levels beobachtet, wenn postoperative Hypothermie mit einer G-CSF
Prophylaxe kombiniert wurde (siche Abb. 3.12).
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Eine besonders wichtige Wirkung des G-CSFs, die moglicherweise Anteil am
positiven Effekt in dieser Studie hat, ist eine Steigerung der antimikrobiellen Funktion
von neutrophilen Granulozyten. So ist bekannt, dass es unter G-CSF zu einer
Erh6éhung der Migrations- und Phagozytoserate kommt, sowie zu einer gesteigerten

Bildung von Sauerstoffradikalen.'®*

Dies ist gerade im Zusammenhang mit
Hypothermie sehr wichtig, da man weil3, dass Unterkiihlung die phagozytische sowie
chemotaktische Aktivitit der Granulozyten hemmt.”®>' Dariiber hinaus ist unter
Hypothermie die Produktion von Sauerstoffradikalen gehemmt.'*

Um die Wirkung von G-CSF auf die Phagozytoserate unter Hypothermie zu
explorieren, wurde im vorliegenden Versuch die Phagozytoserate der neutrophilen
Granulozyten und der Monozyten in allen drei Gruppen nach erfolgter Kontamination
und Infektion gemessen (siehe Abb. 3.11). Es zeigten sich dabei sehr dhnliche Werte
in allen Gruppen. Weder bei den PMNs, noch bei den Monozyten ergab sich ein
signifikanter Unterschied. Somit kann der forderliche Einfluss von G-CSF auf die
Phagozytoserate von neutrophilen Granulozyten in der vorliegenden Studie mit
postoperativer Hypothermie nicht reproduziert werden. Eine mogliche Erklarung fiir
diesen Zustand ist, dass in der vorliegenden Studie eine ausreichend hohe G-CSF
Dosis verwendet wurde, um die Anzahl an PMNs und deren Rekrutierung signifikant
zu steigern, die Dosis jedoch nicht ausreichte, um die Phagozytoserate unter
Hypothermie zu verbessern. Diese These wird durch die Beobachtung unterstiitzt,
dass die verschiedenen Effekte von G-CSF in hierarchischer Weise
konzentrationsabhingig sind.*’” So bedarf es nur einer niedrigen G-CSF
Konzentration, um die Apoptose der Granulozyten zu hemmen, aber einer hohen
Konzentration, um hématopoetische Stammzellen zu stimulieren und anti-
inflammatorische Effekte zu induzieren.®” Weiterhin wird die These durch eine Studie
von Ishikawa et al. untermauert, in der G-CSF Patienten mit schweren
Kopfverletzungen und induzierter milder Hypothermie verabreicht wurde.” Es
zeigten sich positive immunologische Effekte, und es wurde demonstriert, dass G-

CSF die Phagozytoseaktivitit von Granulozyten unter Hypothermie signifikant
steigert.
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4.3.3 Perioperative Hypothermie als Risikofaktor?

In Zusammenfassung beider in vorliegender Dissertation durchgefiihrten
Versuchreihen zum Einfluss prd- und postoperativer milder Hypothermie auf das
postoperative Sepsisoutcome, kann man sagen, dass perioperative Hypothermie sich
signifikant negativ auf die Mortalitétsrate auswirkt. Sowohl eine Induzierung der
Unterkiihlung vor, als auch nach der Laparotomie, fiihrt zu einer Reduzierung des
Uberlebens. Damit muss man Hypothermie als perioperativen Risikofaktor annehmen.
Offenbar scheinen sich allerdings die Mechanismen zu unterscheiden, die fiir pra- und
postoperative Hypothermie zu diesem Ergebnis flihren. Prdoperativ induzierte
Unterkiihlung fiihrt zu einer Immunsuppression, postoperativ induzierte Hypothermie
hingegen zu einer Hyperinflammation. Dabei ist die Auswirkung auf die Mortalitit
die gleiche.

Selbstverstindlich lassen sich diese Ergebnisse aus Tierversuchen nicht Eins zu Eins
auf den Menschen tibertragen. Aufgrund der klinischen Néahe des gewihlten Modells,
haben diese Ergebnisse dennoch Bedeutung fiir den klinischen Alltag.''* Sie
unterstiitzen die Empfehlung, bei jedem Patienten, insbesondere Patienten die sich
kolonchirurgischen Eingriffen unterziehen, die perioperative Normothermie zu

erhalten.®!*

Weiterhin sollte in klinischen Studien zu neuen Sepsistherapien
Hypothermie sorgfiltig ausgeschlossen werden, da diese als Risikofaktor mit dem
Ergebnis interferieren konnte.

In Fillen, in denen eine induzierte Hypothermie sich als eindeutig vorteilhaft erwiesen
hat, dies ist zur Zeit nur beim Zustand nach Reanimation der Fall,"*® konnte eine G-
CSF Prophylaxe eine Mdglichkeit bieten, die gestdrte Immunreaktion des Patienten
auf eine bakterielle Peritonitis zu verbessern. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
unterstiitzen diese These. Es bedarf nun randomisierter klinischer Studien, bevor eine
klinische Empfehlung diesbeziiglich ausgesprochen werden kann.

Neben den unter 4.1 erlduterten Limitierungen des Tiermodells selber, ist eine weitere
Limitierung in Bezug auf die Hypothermie zu erwéhnen. Viele Tiere, darunter Ratten,
Hasen und Schweine, haben eine hohere Korpertemperatur als Menschen. Daher stellt
die gewihlte milde Hypothermie von 32°C bei Ratten eine profundere Unterkiihlung

dar, als beim Menschen.'*® Dies schrinkt daher die Ubertragbarkeit der Ergebnisse

dieser Studie auf den Menschen ein.
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4.4 Versuchsreihe zur Unterernihrung

Untererndhrung ist ein sehr hédufiges klinisches Problem. Die Prédvalenz in
hospitalisierten Patienten wird auf 20 — 60% geschitzt,”>>%** bei dlteren Menschen
auf iiber 50%."

In der Literatur ist Untererndhrung eindeutig als unabhdngiger Risikofaktor fiir

Morbiditdt und Mortalitdt identifiziert.**"*’

Dariiber hinaus weifl man heute, dass
Untererndhrung zahlreiche negative Auswirkungen auf das Immunsystem hat. So
behindert sie die Immunitit des Organismus auf zelluldrer wir humoraler Ebene.”

Trotz aller bewiesenen negativen Effekte der Untererndhrung, insbesondere auf die
Infektabwehr, herrscht Uneinigkeit iiber die Bedeutung als perioperativer

Risikofaktor.'”®

4.4.1 Versuch 1: Vorversuch zur Erprobung der Entwicklung chronischer

Unterernihrung

In der vorliegenden Studie sollte der Effekt von chronischer Untererndhrung auf das
postoperative Sepsisoutcome untersucht werden. Dazu war es notwendig, eine
chronische Untererndhrung in einem Teil der Ratten zu induzieren. Um eine einfache
Durchfiihrbarkeit der Versuche zu gewihrleisten, wurde ein einfacher
Nahrungsentzug von 50% iiber einen Zeitraum von drei Wochen gewihlt."”® Es wurde

78;145
> und es

orientierend an der Methodik zweier publizierter Studien vorgegangen,
sollten die in diesen Studien dargestellten Untererndhrungsverldufe mit einem
Vorversuch mit kleiner GruppengroBe (n = 5) verglichen werden, um die
Reproduzierbarkeit der Methodik sicherzustellen.

Diesen beiden Studien ist zu entnehmen, dass bei den normal erndhrten Tieren eine
etwa lineare Gewichtszunahme zu erwarten ist. Im Gegenzug ist bei Tieren, denen
50% der normalen Nahrungsmenge vorenthalten wird, eine gewisse Stagnation im
Wachstum zu erwarten. Weiterhin ist ausgehend vom Ausgangsgewicht der Ratten im
Vorversuch, bei einem dreiwdchigen 50%igen Nahrungsentzug, ein zu entwickelnder

78;145

Gewichtsunterschied von etwa 100 Gramm zu erwarten. In der Tat lielen sich

diese Beobachtungen sehr gut reproduzieren (siche Abb. 3.13 und 3.14). In Abb. 3.13
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erkennt man eine anndhernd lineare Gewichtszunahme der normal erndhrten Tiere,
sowie eine Gewichtsstagnation in der untererndhrten Gruppe. Mehrere Studien
unterstiitzen diese Beobachtung: ein Nahrungsentzug von 30 — 50% verhindert das
normale Wachstum junger Ratten.”™*"*'**  Am Ende der dreiwdchigen
Untererndhrungsphase lag ein durchschnittlicher Gewichtsunterschied zwischen den
Gruppen von knapp tiber 80 Gramm vor (siche Abb. 3.13). Dieses entspricht sehr gut

den erwarteten 100 Gramm.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die gewidhlte Methodik auf

reproduzierbare Weise eine Unterernédhrung bei Ratten induziert.

An dieser Stelle muss erwéhnt werden, dass ein einfacher Nahrungsentzug nicht ohne
weiteres mit einer echten Malnutrition gleichgesetzt werden kann. Unter dem
Terminus Malnutrition wird {iblicherweise eine Protein-Kalorien-Untererndhrung
verstanden, also ein Mangel an nicht nur Kalorien, sondern auch Protein und weiteren
wichtigen Nahrungsbestandteilen. Es wurde berichtet, dass man in Labortieren einen
20 — 50%igen Nahrungsentzug mit normalem, nicht purifiziertem Laborfutter, wie
dem in dieser Studie verwendeten CE-2 (CLEA Japan), durchfiihren kann, ohne eine
signifikante Malnutrition zu induzieren.'™® Auf der anderen Seite allerdings, wurde
berichtet, dass schon ein Nahrungsentzug (ansteigend von 15 — 65%) iiber 35 Tage
eine gestorte inflammatorische Reaktion bei Endotoxindmie bewirkt.”> Daraus wurde
fiir diese Studie geschlussfolgert, dass ein Nahrungsentzug von konstant 50% iiber
drei Wochen nicht mit einer Protein-Malnutrition, wie beispielsweise bei Kindern der
dritten Welt vorherrschend, gleichgesetzt werden kann, aber dennoch dem
Immunsystem ein ausreichend grofer Schaden zugefiigt wird, um die Fragestellung
zu bearbeiten. Dariiber hinaus entspricht ein einfacher Kalorienentzug wahrscheinlich
eher der Art von Untererndhrung, die man bei dlteren Menschen in westlichen

Industrienationen im prioperativen Umfeld antrifft.”
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4.42 Versuch 2: Einfluss chronischer Unterernihrung auf die Uberlebensrate

und Zytokinfreisetzung ; gleiches Alter der Tiere beider Gruppen bei ACI

Die im Vorversuch erprobte Methodik zur Entwicklung von Untererndhrung wurde
analog in einem Versuch mit einer grofleren Anzahl an Tieren (n = 30) angewendet.
Nach durchgefiihrter Kontamination und Infektion wurde eine Uberlebensrate von
37% in der normal erndhrten Gruppe beobachtet, hingegen iiberlebten 67% aller
untererndhrten Tiere (siche Abb. 3.15). Dieses Ergebnis ist auf den ersten Blick sehr
iiberraschend und entspricht in keiner Weise den im Vorfeld getiitigten Uberlegungen.
Das Ergebnis suggeriert einen protektiven Effekt von Untererndhrung. In der Tat ist
chronischer Nahrungsentzug das bisher einzige Verfahren, dass bei Versuchtieren das
Altern verlangsamt, das Leben verlingert und die Inzidenz von malignen

Erkrankungen herabsetzt.'’

Allerdings erklért dies sicher nicht den hier beobachteten
,protektiven™ Effekt der Unterndhrung im septischen Umfeld, insbesondere da man
weiB, dass Untererndhrung die Immunreaktion negativ beeinflusst.”

Bei nidherer Betrachtung findet sich aber eine recht einfache und eindeutige
Erklirung, fiir die {iberraschenden Uberlebensraten: In einer Studie von Kuzlan et al.
wurde herausgefunden, dass die peritoneale Oberfldche von Ratten nicht proportional

104

zum Korpergewicht wéchst. " Demnach haben jlingere Ratten mit entsprechend

niedrigerem Korpergewicht, eine relativ groflere peritoneale Oberflache, als éltere,

grofere Ratten.'™

Da die in vorliegendem Versuch untererndhrten Ratten in ihrer
Gewichtsentwicklung stagnierten und somit nur fast halb so schwer waren wie die
Kontrolltiere, kann man schlussfolgern, dass die untererndhrten Ratten eine in
Relation zum Korpergewicht groflere peritoneale Oberfliche hatten, als die
Kontrolltiere. Das verabreichte Stuhlvolumen wurde aber in beiden Gruppen anhand
der gleichen Formel berechnet und somit vom Kopergewicht allein abhédngig
gemacht. Dies bedeutet, dass bei den normal erndhrten, schwereren Kontrolltieren pro
peritonealer Oberflicheneinheit mehr Stuhlkeime verabreicht wurde. Das
Verteilungsvolumen ist also kleiner. Somit wurde bei den normalgewichtigen Tieren
ungewollt eine schwerere Infektion induziert, als bei den unterernihrten Ratten. Dies

erklart die auf den ersten Blick iiberraschende Mortalitidtssenkung unter

Nahrungsentzug.
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Diese These wird durch die Zytokinmessung unterstiitzt: Alle drei gemessenen
Zytokine (TNF-a, MIP-2, IL-6) sind in der Kontrollgruppe eine Stunde nach Infektion
erniedrigt (siche Abb. 3.16). Die relativ stirkere Infektion in dieser Gruppe hat das
Immunsystem iiberfordert. Man weil3, dass sich eine Immunsuppression in der frithen

Phase der Sepsis negativ auf das Uberleben auswirkt.'?'*13%!%°

20:110 oine Stuhl-

Zwar wurde in vorliegender, sowie in zahlreichen fritheren Studien,
Dosis-Wirkungskurve erstellt (sieche 4.2), um den Effekt von verschiedenen
Stuhlvolumina auf die Mortalitdt zu untersuchen, jedoch wurden dazu immer Ratten
mit einheitlichem Korpergewicht verwendet. Daher ist ein unterschiedlicher Effekt
von gleichen Stuhlvolumina bei unterschiedlich schweren Tieren nicht aufgefallen.
Basierend auf den Beobachtungen dieser Studie, bedarf es einer Objektivierung dieses
Zusammenhanges in weiteren Tierstudien. Auf diese Weise konnte man in
zukiinftigen Versuchen mit dem CMRT Modell die Stuhldosis besser an das

tatsdchliche Gewicht der Ratten anpassen und die Reproduzier- und

Interpretierbarkeit der Ergebnisse noch weiter verbessern.

4.43 Versuch 3: Einfluss von chronischer Unterernihrung auf die
Uberlebensrate und Zytokinfreisetzung; gleiches Gewicht der Tiere

beider Gruppen bei ACI

Um die in Versuch 2 aufgetretenen Problematik beziiglich des unterschiedlichen
Gewichts der Ratten am Operationstag zu eliminieren, wurde in diesem Versuch einer
Gruppe von Ratten iiber den Zeitraum von drei Wochen 50% der Nahrung entzogen.
Die Gruppe von Kontrolltieren wurde erst kurz vor dem Operationszeitpunk geliefert,
mit einem an die untererndhrte Gruppe angepassten durchschnittlichen Gewicht.
Somit bestand zwar ein Altersunterschied zwischen den Gruppen von etwa 3 Wochen,
aber eine Induktion von gleich schweren Infektionen in beiden Gruppen war auf diese

Art und Weise gewéhrleistet.

Anders als im vorhergehenden Versuch wurde in beiden Gruppen eine Mortalitit von

50% beobachtet (siche Abb. 3.17). Das bedeutet, dass es durch die Umstellung der
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Methodik gelang, den positiven Effekt des niedrigeren Gewichtes in Gruppe B
aufzuheben. Es sollte nun mdglich sein, den eigentlichen Effekt der Untererndhrung
auf den septischen Verlauf zu erkennen. Die Beobachtung identischer
Uberlebensraten in beiden Gruppen legt die Schlussfolgerung nahe, dass ein 50%iger
Nahrungsentzug {iber drei Wochen keinen Einfluss auf das Uberleben bei
postoperativer Sepsis in diesem Tiermodell hat. Zumindest ist dieser Effekt so gering,
dass er im simulierten komplexen klinischen Umfeld keine ausreichend grof3e
Bedeutung trigt.

Bei Betrachtung der eine Stunde nach durchgefiihrter Infektion gemessenen
Zytokinwerte fallt auf, dass die Expression fiir sowohl TNF-a, als auch MIP-2 und IL-
6 in der untererndhrten Gruppe geringer ausfillt, als in der Kontrollgruppe (sieche Abb.
3.18). Dies sind jedoch nur Trends; statistische Signifikanzen lassen sich nicht
errechnen. Dennoch fiigt sich diese Beobachtung sehr gut in den aktuellen
Wissenstand der Forschung ein: Viele Studien haben eine Reduktion der

284054121 1 nd bei einfachem

Zytokinexpression bei Malnutrition bzw. Untererndhrung
Nahrungsentzug beschrieben.” Nach bestem Wissen des Autors ist nie eine
gesteigerte Ausschiittung von Zytokinen aufgrund von Untererndhrung berichtet

worden.

4.4.4 Prioperative Unterernihrung als Risikofaktor?

Es kann als gesichert angesehen werden, dass Untererndhrung das Immunsystem

18 Dies geschieht auf zelluldrer wie humoraler Ebene. So schréinkt

negativ beeinflusst.
Untererndhrung die Funktion des Thymus ein und fiihrt zu einer gestorten Reifung der
T-Lymphozyten.”” Dies fiihrt zu einer Reduktion in der Anzahl Antikorper
produzierender Zellen. Die Funktion der neutrophilen Granulozyten wird auf

168

verschiedene Weise eingeschrinkt. Weiterhin ist bei Untererndhrung die

Expression unter anderem der Zytokine IL-1, IL-2, IL-6 und TNF-a

. 28:40;54;75;121
reduziert 25403475

Diese Beobachtung wird durch die vorliegende Studie
unterstiitzt, wenn auch statistisch nicht signifikant. Es ist also durchaus moglich, dass
auch in dieser Studie der dreiwOchige Nahrungsentzug einen negativen Effekt auf das

Immunsystem gehabt hat.
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Durchaus kontrovers wird die Bedeutung dieser negativen Effekte fiir den
perioperativen Verlauf diskutiert. Es wurde von einer 90%igen Verldngerung des
Krankenhausaufenthaltes, sowie einer Haufung der perioperativen Komplikationen
um das Dreifache berichtet.”> An anderer Stelle jedoch wird die Bedeutung von

151;198
”® Laut den

Untererndhrung als perioperativer Risikofaktor durchaus angezweifelt.
Autoren dieser beiden Publikationen ist es zweifelhaft, ob Untererndhrung im
komplexen perioperativen Umfeld groes Gewicht trdgt. Neben weitaus schwerer
wiegenden perioperativen Faktoren wie den Fihigkeiten des Chirurgen, oder einer
geeigneten Antibiotikaprophylaxe, sei es schwierig Untererndhrung klar als
Risikofaktor abzugrenzen.'” Diese Auffassung wird durch die vorliegende Studie
bestitigt. Eine der Hauptzielsetzungen des gewéhlten CMRT Modells ist die
Simulation der klinischen Komplexitit, inklusive Antibiotikaprophylaxe und
chirurgischer Intervention (siche 4.1). Moglicherweise hitte man in vorliegender
Studie eine hohere Mortalitét in der unterernéhrten Gruppe erkennen kdnnen, wenn
der Versuch in niedrigerer, realitdtsfernerer Komplexitdt durchgefiihrt worden wiére.
Im Umfeld zahlreicher klinischer Faktoren und Interventionen jedoch, kann
Untererndhrung nicht als selbstindiger Risikofaktor fiir ein verschlechtertes
postoperatives Sepsisiiberleben abgegrenzt werden. Dies stellt die Notwendigkeit
einer praoperativen Korrektur von Untererndhrungszustinden in Frage. Unter
Umstidnden wiegt der Benefit einer frithzeitigen Operation schwerer, als der Benefit
eines besseren Erndhrungszustandes, insbesondere da zum Erreichen eines solchen die
Operation verschoben werden miisste. Dies wird durch eine Studie untermauert, die
herausfand, dass eine forcierte Erndhrung im Krankenhaus zu spidt komme, um

signifikante Effekte zu zeigen.”

Trotz der hier diskutierten zweifelhaften Bedeutung von Untererndhrung fiir das
Sepsisoutcome ist Vorsicht geboten. Aufgrund des geringeren Kdoperfettanteils sind
untererndhrte Individuen besonders prédisponiert, eine perioperative Hypothermie zu

113

entwickeln.”” Wie im ersten Teil dieser Dissertation gezeigt wurde, hat perioperative

Hypothermie sehr wohl negative Folgen fiir den septischen Verlauf.
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S Zusammenfassung

Trotz erheblicher Fortschritte in der Intensivmedizin und Forschung, stellt das
Krankheitsbild der Sepsis aufgrund stetig steigender Inzidenz und nur marginal
zuriickgehender Mortalitdt ein immer wichtiger werdendes Problem auf der
Intensivstation dar. Insbesondere Patienten, die groBen abdominalchirurgischen
Eingriffen unterzogen werden, sind gefdhrdet eine postoperative Sepsis zu
entwickeln, of mit infauster Prognose. Da zurzeit eine kausale Therapie der Sepsis
limitiert ist und die Mittel der Intensivmedizin begrenzt sind, erscheint es wichtig,
Risikofaktoren fiir ein verschlechtertes Sepsisoutcome zu kennen. Dies gilt
insbesondere dann, wenn diese modifizierbar sind. Auch fiir die Planung und
Durchfiihrung klinischer Studien ist die Kenntnis von Risikofaktoren wichtig, da ein
Nichtbeachten dieser die Interpretierbarkeit der Ergebnisse einschrinkt. In dieser
Dissertation wurde die Bedeutung von perioperativer milder Hypothermie (32°C) und
chronischer Untererndhrung als Risikofaktoren fiir ein verschlechtertes postoperatives
Sepsisiiberleben evaluiert. Sowohl Unterkiihlung, prd- und postoperativ, als auch
Untererndhrung lassen sich hdufig bei chirurgischen Patienten im perioperativen
Verlauf beobachten. Fiir beide Faktoren sind negative Effekte auf das Immunsystem
beschrieben worden, die Bedeutung fiir den postoperativen Verlauf wird jedoch
kontrovers diskutiert.

In dieser Dissertation wurde das CMRT Modell verwendet, bei dem unter Simulation
klinischer Komplexizitit eine fdkale Peritonitis in Wistar-Ratten induziert wird. In
zwei Versuchen wurde der Effekt von sowohl vor, als auch nach Operation
induzierter milder Unterkiihlung auf die 120-Stunden-Mortalitit untersucht.
Zusitzlich wurde der Effekt von perioperativer G-CSF Prophylaxe bei Hypothermie
studiert. In einer separaten Versuchsreihe wurde der Einfluss von 50%igem
Nahrungsentzug tiber drei Wochen auf die postoperative Mortalitét untersucht.
Sowohl bei pré-, als auch bei postoperativ induzierter Hypothermie zeigte sich ein
signifikant verschlechtertes Uberleben der Ratten. Bei zusitzlicher G-CSF Prophylaxe
war die Mortalitdt wieder normalisiert und der normothermen Gruppe gleich. Im
Versuch mit pridoperativer Hypothermie zeigten die Zytokinmessungen eine
verminderte Immunreaktion der unterkiihlten Ratten, mit signifikant reduzierter 1L-6

und signifikant gesteigerter IL-10 Expression. Im Versuch mit postoperativer
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Hypothermie zeigte sich anhand einer signifikant gesteigerten IL-6 Expression ein
hyperinflammatorischer Zustand der gekiihlten Tiere. Unter zusitzlicher G-CSF
Prophylaxe war dies in abgemilderter Form zu beobachten.

In der Versuchsrethe mit chronischem Nahrungsentzug zeigte sich eine
Mortalititsrate von 50% in beiden Gruppen. Die unterernihrte Gruppe wies eine nicht
signifikante Suppression der Zytokine TNF-a, MIP-2 und IL-6 auf.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass perioperative milde Hypothermie
einen negativen Effekt auf das Uberleben der postoperativen Sepsis hat, unabhingig
davon, ob sie vor oder nach der Operation induziert wird. In beiden Féllen scheint
dieser Effekt in einer Storung der empfindlichen Zytokinbalance in der frithen Phase
der Sepsis begriindet zu sein. Allerdings dringt prédoperative Hypothermie diese
Balance in Richtung Immunsuppression, postoperative Unterkiithlung hingegen in
Richtung Hyperinflammation. Aufgrund der klinischen Nihe des verwendeten
Tiermodells, unterstiitzen diese Daten die Empfehlung, Patienten im perioperativen
Umfeld normotherm zu halten. Sollte eine perioperative Hypothermie eindeutig
indiziert sein, kann moglicherweise eine G-CSF Prophylaxe die negativen
Auswirkungen der Kiihlung auf das Immunsystem abmildern. Die Ergebnisse dieser
Arbeit unterstiitzen diese These. Klinische Studien sind nun erforderlich, um eine
Empfehlung auszusprechen zu kdnnen.

Chronische Untererndhrung zeigt trotz nachgewiesener negativer Auswirkungen auf
das Immunsystem in dieser Arbeit keinen Effekt auf die postoperative Mortalitit.
Diese Beobachtung unterstiitzt die These, dass Unterernihrung im komplexen
perioperativen Umfeld keine ausreichend grofle Bedeutung tridgt und somit nicht als
unabhdngiger Risikofaktor identifiziert werden kann. Die vorliegende Arbeit
untermauert damit die Forderung, eine notwendige operative Versorgung nicht

aufgrund einer vorherrschenden Untererndhrung aufzuschieben.
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