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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1  Antibakterielle Chemotherapeutika

Chemotherapeutika im engeren Sinne sind chemisch synthetisch hergestellte Substanzen, die
entweder  antimikrobiell (antimikrobielle  Chemotherapie)  oder  antineoplastisch
(antineoplastische Chemotherapie) wirksam sind. Die antimikrobielle Chemotherapie kann sich
dabei gegen Bakterien, Viren, Pilze oder Protozoen richten (Drewelow/Reisinger 2006).

Der amerikanische Mikrobiologe S. Waksman fuhrte 1945 den Begriff ,Antibiotikum’ fir ,eine
chemische Substanz mikrobiellen Ursprungs, die antibiotische Wirkung entfaltet’ in die
medizinische Fachsprache ein. Grundlage fir diese Nomenklatur waren L. Pasteurs
Beobachtungen 1877 zur Wirkweise der ,Antibiotika’ (-biose/-biosis grichisch Leben im Sinne
von Lebens-, Lebensvorgange betreffend, Verhaltensweisen lebender Organismen betreffend)
ohne diese jedoch erklaren zu kénnen: ,Leben verhindert Leben® (Schott 2000).
Schatzungsweise existieren in der Natur 6000 - 8000 antibiotisch wirksame Substanzen; nur
ein kleiner Teil davon kommt zur therapeutischen Anwendung, da die Stoffe meist hoch
toxisch und chemisch instabil sind (Pedroni et Zweifel 1984).

Da viele Antibiotika auch chemisch synthetisch oder halbsynthetisch hergestellt werden
kdénnen, ist eine Abgrenzung zwischen den Begriffen Chemotherapeutika und Antibiotika
zunehmend schwierig. Der Begriff Antibiotika wird in der Regel bevorzugt.
(Drewelow/Reisinger 2006)
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1.2 Die Gruppe der Carbapeneme

Die Gruppe der Carbapeneme entwickelte sich seit den 70er Jahren mehr oder weniger direkt
aus Olivanic-Sauren des Keims Streptomyces olivaceus, welche bei einem Screening fir B-
Laktamaseinhibitoren auffielen. Ausschlaggebend hierflir waren erste Erfolge auf der Suche
nach B-Laktam-Antibiotika im Jahr 1971 mit der Entdeckung des Cephalosporins aus
Streptomyces spezies. Erst mit der eher zufélligen Entdeckung von Thienamycin im Rahmen
eines Forschungsprojektes zur Identifizierung von Peptidoglycan-Synthese-Inhibitoren gelang
es Albers-Schonburg et al. 1978, ein chemisch stabiles Molekil zu finden. Thienamycin
unterscheidet sich nur in seiner trans-Konfiguration von Olivianic-Saure sowie den klassischen

Penicillinen und Cephalosporinen (alle cis-Konfiguration).

Abb. |: Chemische Struktur der Carbapeneme (aus: Bonfiglio et al. 2002, Recent developments in
carbapenems. Expert Opinion Investigating Drugs)

Insgesamt umfasst die Gruppe der B-Laktam-Antibiotika heute eine Vielzahl von allgemein gut
vertraglichen Substanzen und stellt mehr als die Halfte aller verwendeten antibiotischen
Medikamente. Sie zeigen ein sehr breites Wirkungsspektrum im gramnegativen und
grampositiven Bereich einschlieBlich der Anaerobier und eine hohe B-Lactamase-Stabilitat.

Aufgrund ihres Wirkungsspektrums werden die Carbapeneme in 2 Gruppen eingeteilt. Zur
Gruppe 1 zahlen die alteren Vertreter Imipenem/Cilastatin und Meropenem. Zur Gruppe 2
zahlt das im Jahr 2002 neu eingefiihrte Ertapenem, das sich von den anderen Carbapenemen
durch eine geringere Wirksamkeit auf Pseudomonas spp. und Acinetobacter spp.
unterscheidet (Drewelow/Reisinger 2006, Cunha 2002).
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Imipenem wird in durch eine renale Dipeptidase (Dehydropeptidase 1) in einen
nephrotoxischen Metaboliten umgewandelt. Durch die Kombination mit dem Dihydropeptidase-
Inhibitor Cilastatin (in Zienam® in Kombination mit Imipenem) werden die Hydrolyse und damit
die Nephrotoxizitat vermindert. Meropenem und Ertapenem sind stabil gegentber diesem

Enzym und brauchen keinen Kombinationspartner.

Alle Carbapeneme sind weitestgehend B-Lactamase-stabil. Auf Methycillin-resistente
Staphylokokken (MRSA) zeigen sie keine Wirkung. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal
sind die pharmakokinetischen Parameter. Die Verteilung der Carbapeneme erfolgt
Uberwiegend extrazelluldr, das relative Verteilungsvolumen liegt zwischen 0,1 Ikg KG
(Ertapenem) und 0,2 I/kg KG (Imipenem, Meropenem). Die Proteinbindung wird fir Ertapenem
mit > 90 %, fur Imipenem/Cilastatin und Meropenem deutlich niedriger mit 20 % bzw. 2 %
angegeben.

Plasma Extracellular fluid Tissue cells

Drug-protein Drug—protein

)

Free drug

Abb. II: Verteilung von B-Laktam- Antibiotika zwischen Serum und interstitiellem Raum. Nur die nicht an
Protein gebundenen Molekiile gelangen in den Interzellularraum. (aus: Nix et al. 2004, S. ii25)

Alle Carbapeneme werden teilweise metabolisiert und vorzugsweise renal eliminiert. Die
Halbwertszeit bei nierengesunden Patienten liegt bei den &lteren Carbapenemen bei einer
Stunde. Ertapenem zeigt wegen der hdéheren Pharmaproteinbindung eine langere
Halbwertszeit von etwa 4 Stunden und kann daher einmal taglich dosiert werden.
Carbapeneme wirken wie alle B-Laktam-Antibiotika bakterizid und zeigen eine zeitabhangige
Pharmakodynamik. (Drewelow/Reisinger 2006)
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1.2.1 Wirkspektrum der Carbapeneme

Carbapeneme zeichnen sich durch ein breites Wirkspektrum gegen grampositive und
gramnegative Erreger sowie gegen Anaerobier aus. Speziell von Ertapenem nicht erfasst
werden Pseudomonas spp., Enterococcus ssp. und Methicillin-resistente Staphylococcus
aureus (Cunha 2002). Alle Carbepeneme sind durch ihr chemisches Grundgerist stabil gegen
fast alle klinisch relevanten B-Lactamasen.

1.2.2 Klinischer Stellenwert der Carbapeneme

Das breite Wirkspekirum, die allgemein gute Vertraglichkeit und der relativ Uberschaubare
Anteil an unerwinschten Arzneimittelwirkungen macht die Gruppe der Carbapeneme zu einer
wichtigen Therapieoption bei der Behandlung schwerer Infektionen. Livermore et al. 2003
unterstreichen die entscheidende Stellung der Carbapeneme bei ambulant erworbenen
schweren Infektionen mit inhomogenem Keimspektrum (Aerobier und Anaerobier). Ertapenem
besitzt in Deutschland/Europa die Zulassung flr intraabdominelle Infektionen, ambulant
erworbenen Pneumonien sowie akute gynékologische Infektionen (Fachinformation Invanz®).
In den USA besteht eine offizielle Zulassung dartber hinaus fir Hautinfektionen sowie fir
schwere Harnwegsinfektionen (Livermore et al. 2003). Fir Meropenem ist die deutsche
Zulassungsindikation unter anderem erweitert auf nosokomiale Infektionen, Meningitiden,
Infektionen der Haut und des Weichteilgewebes, Infektionen der Nieren und Harnwege sowie
bei Fieberschiben in der Neutropenie bei Verdacht auf bakterielle Infektion (Fachinformation
Meronem®). Impenem ist ebenfalls zugelassen bei Knochen- und Gelenksinfektionen

(Fachinformation Zienam®).
Unerwiinschte Wirkungen der Carbapeneme

Die wichtigste unerwiinschte Wirkung der Carbapeneme besteht in der Selektion von
resistenten Mikroorganismen aufgrund der breiten Wirksamkeit. Auch Hefen kénnen
selektioniert werden und zur sekundaren Infektionsgefahr fir den Patienten werden (z.B. orale
Candidiasis). Weiter kénnen Allergien (auch Kreuzallergien mit Penicillinen) auftreten.
Krampfanfélle sind in erster Linie auf Cilastatin zurGckzufihren und treten daher unter
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Meropenem und Ertapenem seltener auf. AuBerdem treten Ubelkeit, Erbrechen und Durchfélle
auf. Phlebitiden an der Injektionsstelle, Veranderungen des Blutbildes und der Blutgerinnung,
Erhdhung der Transaminasen (haufig wahrend der Behandlung bei Kindern beobachtet) und
pseudomembrandse Kolitis kbnnen vorkommen (Drewelow/Reisinger 2006).

1.3 Die akute Pankreatitis

Die akute Pankreatitis wird pathologisch in zwei Formen unterteilt:
a) die akute interstitielle (6dematdse), oft selbstlimitierende Pankreatitis
b) die akut (hdmorrhagisch-) nekrotisierende Pankreatitis mit Teil- oder Totalnekrose (Abb. IlI).

Neuere Erkenntnisse in der Pathophysiologie der Erkrankung lassen jedoch eine klare
Trennung beider Formen nicht mehr sicher zu. Vielmehr scheint es einen flieBenden Ubergang
beider Formen zu geben (Dominguez-Mufioz 2005, Beger et al. 2002). Daher unterscheidet
eine neuere Nomenklatur nach klinischen Aspekten zwischen ,milder’ und ,schwerer’ akuter

Pankreatitis (Atlanta-Klassifikation von 1992).

Definitionen der akuten Pankreatitis nach der Atlanta-Klassifikation, entsprechend dem
International Symposium of Acute Pancreatitis, Atlanta 1992 (aus: Dominguez-Mufioz 2005):

e Acute pancreatitis: acute inflammatory process of the pancreas, with variable

involvement of other regional tissues or remote organ systems.

e Severe acute pancreatitis: associated with organ failure and/or local

complications, such as necrosis, abscess or pseudocyst.

e Mild acute pancreatitis: associated with minimal organ dysfunction and an

uneventful recovery, and lacks features of severe acute pancreatits.

Die nekrotische/hdmorrhagische Auspragung einer Pankreatitis ist in ihrer Kklinischen
Haufigkeit sehr viel seltener. Dominguez-Mufioz spricht in seiner Zusammenstellung (2005)
von 15 - 20 % der Falle akuter Pankreatitis. Oft ist der Krankheitsverlauf in dieser Gruppe
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hingegen gravierender und nicht selten letal (mit Teilnekrose Letalitdt ca. 15 %, mit
Totalnekrose >50 %; Herold 2001). Problematisch sind dabei nicht die mild-6dematésen
Verlaufsformen bei ca. 80-90 % der Patienten, sondern die akut nekrotisierende Entziindung
(10-20% der Falle). Je mehr nekrotisches Areal im Organ vorliegt, desto héher ist das
Infektionsrisiko und umso schlechter ist die Prognose (Schmid et al. 1999). Kommt es zur
Totalnekrose, steigt die Letalitdt dabei auf mehr als 50% an, meist durch septische
Komplikationen im Rahmen einer bakteriellen Infektionen von Nekroseherden (Herold 2001).
Beger et al. (2002) geben eine Letalitat der nekrotisierenden Pankreatitis von 15-25% an.

Dabei ist die akute Pankreatitis primar kein infektidéser Prozess. Durch sich ausbildende
Nekrosen und entzindlich bedingte Permeabilitdtsverdnderungen kommt es zur sekundéren
Keimbesiedlung aus dem umliegenden Gewebe (endogene Keime der physiologischen
Darmflora, Abb. IV). Die Folge sind septische Komplikationen mit Multiorganversagen. Der
Zeitpunkt der bakteriellen Besiedlung bestimmt ebenfalls die Prognose. Eine Heilungschance
ist umso schlechter, je friher die Infektion auftritt; meist geschieht dies in der zweiten oder
dritten Woche der Erkrankung. Die Frihphase der schweren Pankreatitis mit
,pankreatogenem’ Schock wird dank der heutigen intensivmedizinischen Méglichkeiten haufig
Uberlebt. Die infektiésen Komplikationen sind entscheidend fir die hohe Mortalitdt der
Erkrankung. Da die Infektion von Pankreasnekrosen ein sekundéres Phanomen ist, stellt sich
die Frage nach dem Nutzen eines prophylaktischen Einsatzes von Antibiotika in der
FrGhphase der Erkrankung. Klinische Studien mit unterschiedlichen Fragestellungen
(Antibiotikaprophylaxe vs. Kontrolle ohne Antibiotikaprophylaxe: z.B. Pederzoli et al 1993,
Sainio et al 1995, Schwarz et al 1997, Spiacak et al. 2003; verschiedene Antibiotikaregime:
z.B. Bassi et al. 1998, Nordback et al. 2001, Isenmann et al. 2004, Maravi-Poma et al. 2003)
zeigten, dass eine Senkung der infektidsen Komlikationen bei verminderter Infektionsrate
nekrotischer Areale durch den Einsatz von Antibiotika prinzipiell méglich ist. Eine deutliche
Senkung der Mortalitdt zeichnet sich vereinzelt ab (Sanio et al., Delcenserie et al. 1996,
Nordback et al. 2001). Der Wahl eines geeigneten Praparates kommt dabei besondere
Bedeutung zu. Neben dem Erregerspekirum ist die Penetrationsfahigkeit in das Organ zu
bedenken. Es ist bekannt, dass nicht alle hochpotenten Breitspektrum-Antibiotika Uber
vergleichbare Gewebeparameter fir das Pankreas verfugen und therapeutisch wirksame

Arzneimittelkonzentrationen im Pankreasgewebe nicht immer erreicht werden.
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Abb. Ill: Verédnderungen der Azinusepithelzellen bei akut nekrotisierender Pankreatitis. Auflésung der
Membransysteme der Zellen. Ubergreifen der Nekrose auf die Kapillarwande. (aus: Morgenroth et al.
1989: Pankreatitis. Walter de Gruyter, Berlin New York, S. 44)

Neben der akuten Pankreatitis existiert die chronische Form der Pankreatitis mit
a) fokaler Nekrose,
b) segmentaler oder diffuser Fibrose bzw.
c) kalzifizierend
(Klassifikation nach Marseille 1984).

Waéhrend lange Zeit die chronische Pankreatitis als eigenstédndige Erscheinung galt, wird
derzeit davon ausgegangen, dass rezidivierende Schibe einer akuten Pankreatitis die
charakteristischen chronischen Entziindungserscheinungen und Fibrosen der chronischen
Form auslésen kénnen (Dominguez-Mufioz, 2005). Der Fokus auf die optimale Therapie der

akuten Pankreatitis zur Vermeidung chronischer Schaden wird daher umso wichtiger (Steer et
Perides 2005).
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1.3.1 Atiologie der akuten Pankreatitis

Atiologisch spielt fir die akute Pankratitis ein Verschluss der Papilla vateri bzw.
Gallenwegserkrankungen die wichtigste Rolle (45 %). Durch den Rickstau von Galle kommt
es zu einem Druckanstieg in den Pankreasgangen mit entsprechenden Zellschaden. Dieser
fihrt zunachst zu einem Odem und zur Freisetzung von autolytisch wirkenden Enzymen.
Zentrale Funktion wird dabei dem Enzym Trypsin zugeschrieben. Des Weiteren sind
Blutzirkulationsstérungen und Stoffwechselstérungen (besonders Hyperkalzamie und
Hypertrieglyzeridamie) von Bedeutung fur die Genese der Pankreatits.

Auch Alkoholabusus (35 %), Medikamente (5 %) wie zum Beispiel Diuretika, ACE-Hemmer,
Ostrogene und Glukokortikoide, Adipositas und Bauchtraumen (z.B. nach endoskopisch
retrograder Cholangiopankreatographie, ERCP, (1 - 5 %), Organtransplantation) sind als
Ausldser einer Pankreatitis bekannt. Eine idiopathische Form der akuten Pankreatitis wird in
ca. 15 % beobachtet (Steer et Perides 2005, Herold 2001, Greten 2001).

1.3.2 Therapie der akuten Pankreatitis

Therapeutisch wird ein symptomatischer Ansatz verfolgt, d.h. Nahrungskarenz, Spasmolytika
sowie eine suffiziente Schmerztherapie. Eine zeitweilige parenterale, fettarme Erndhrung ist in

einigen Fallen sinnvoll.

Eine  interdisziplindre  Versorgung  auf der Intensivstation ist bei der
nekrotischen/h@morrhagischen Ausprédgung einer Pankreatitis notwendig. Neben der
symptomatischen Therapie mit Nahrungskarenz und ausreichender Analgesie ist oftmals eine
eventuell rezidivierende chirurgische Sanierung der Nekroseherde bei den (berwiegend
multimorbiden Patienten nétig. Hierbei gilt es den richtigen’ Zeitpunkt abzuschétzen (Connor
et al. 2004, Werner et al. 2003, Beger et al. 2002). UT Hopt fasste dies 1998 folgendermaBen
zusammen: ,Die Patienten sterben nicht mehr in der Friihphase an den Folgen des Schocks,
sondern sekundéar in der Spatphase an den Folgen der pankreatogenen Sepsis. Ziel der
therapeutischen Bemlhungen sollte deshalb die Pravention der bakteriellen
Translokation/Infektion sein®.
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1.3.3 Infektion von Nekroseherden bei akuter Pankreatitis

Die besondere prognostische Bedeutung kommt dem Risiko einer -schwer einzudammenden-
Infektion der Nekroseherde zu. Die septischen Komplikationen sind Uberwiegend
verantwortlich fir den oft tédlichen Verlauf der Erkrankung (unter anderen Paraskeva et al.
2005, Solomkin 2003, Isaji et al. 2003, Werner et al. 2003, Uhl et al. 1998, Beger et al. 1986).
Das Keimspektrum bilden dabei in erster Linie Keime der natirlichen Magen-Darm-Flora, wie
E.coli, Klebsiella spp., Proteus spp. und Enterobacter spp. als gramnegative Keime sowie
Staphylococcus aureus ed epidermidis, Enterokokken als grampositive Mikroorganismen und
Anaerobier (Beger et al. 2002, Isenmann et al. 2001). Pathophysiologisch erklart wird die
Méglichkeit der ,Keimwanderung’ durch Anderungen der Permeabilitit auf Grundlage der
Entziindungsvorgange. Mégliche Infektionswege fur die Keime stellen das Blut (1), aufsteigend
aus dem Darm via Ductus pancreaticus (2), die Portalvene und die Leber Uber das
Gallengangssystem (3) sowie Migrationsvorgange aus dem Lymphsystem (4) dar (Abb. IV).
Natirliche Barrieren, wie intakte Membranen, fallen; die Keime kénnen (bersiedeln (u.a.
Ammori 2003).

Abb. IV: M&gliche Wege fur Bakterien in nekrotisches Pankreasgewebe (aus: Uhl et al. 1998: Infections
complicating pancreatitis: diagnosing, treating, preventing. New Horiz. 6(2Suppl): S.73)
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1.4 Der Stellenwert von Antibiotika zur Prophylaxe und Therapie bei akut

nekrotisierender Pankreatitis

Da sich die bakterielle Infektion der Pankreasnekrosen sowie peripankreatischer nekrotischer
Areale als prognostisch wichtigster Faktor herauskristallisiert hat (Butturini et al. 2005, Beger
et al. 1999, Isenmann 1999), liegt die Verabreichung von Antibiotika nahe. Besonders der
prophylaktische Einsatz dieser Arzneimittelgruppe zur Vermeidung infektiéser Komplikationen
der Nekroseareale ist bis heute umstritten. Zusammenfassende Arbeiten Gber die aktuelle
Studienlage liefern dazu u.a. Bassi et al. (2004), DeWaele et al. (2004), Pezzilli (2004),
Villatoro et al. (2004) und Beger et al. (2002). Butturini et al. (2005), Bassi (2005). Sie fassen
dabei zusammen, dass der prophylaktische Einsatz insgesamt die Infektionsrate nekrotischer
Areale reduzieren konnte und zu einer verringerten Morbiditat- und Mortalitdsrate flhrte. Zu
bedenken ist dabei das vermehrte Auftreten von Pilzinfektionen in dem betroffenen Organ (mit
schlechter Prognose) sowie die Problematik der Resistenzentwicklung.

Uber geeignete Préparate und Einsatzkriterien wird daher viel diskutiert. Beger et al. (2002)
bemangeln, dass etwa ' der Arzte Antibiotika auch bei der milden Verlaufsform (ohne
Nekrosen) einsetzt und zudem nur in der Halfte der Falle Praparate mit nachgewiesener
Wirksamkeit angewendet werden. Es konnte gezeigt werden, dass unter Imipenem im
Vergleich zu z.B. Flourchinolonen septische Komplikationen im Rahmen der Erkrankung in
geringerer Anzahl auftraten. Fir Ciprofloxacin und Metronidazol konnte bisher kein positiv-
prophylaktischer Effekt im Rahmen der akut nekrotisierenden Pankreatitis gezeigt werden
(Bassi et al. 1998, Biichler et al. 1992, Isenmann et al. 2004, Maravi-Poma et al. 2003).

1.4.1 Das Penetrationsvermdgen von Antibiotika in das Pankreas

Das Penetrationsvermdgen von Breitspekirum-Antibiotika in das Pankreasgewebe ist
abhangig vom Wirkstoff (Gregg et al. 1985, Burns et al. 1986, Koch et Drewelow 1989). Burns
et al. sprichen von einer Blut-Pankreas-Schranke wie sie z.B. auch fur das Gehirn bekannt ist.
Davey (1990) macht flr das unterschiedliche Penetrationsvermdgen in verschiedene Gewebe
histologisch unterschiedliche Kapillarstrukturen der einzelnen Gewebe verantwortlich. Neben

10
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dem Aufbau der Kapillare und dem Grad der Durchblutung spielen pH-Wert und
Transportmechanismen einzelner Membranen eine entscheidende Rolle. Dem gegenlber
stehen physikochemische Eigenschaften wie MolekullgroBe, Plasma-Protein-Bindung (PPB),
Lipidléslichkeit und lonisationskonstante der einzelnen Substanzen.

In einer Ubersichtsarbeit fassen Butturini et al. (2005) die bisherigen Ergebnisse zum
Penetrationsvermégen von Antibiotika in das Pankreas zusammen. Demnach weisen
Clindamycin, Fluorchinolone, Imipenem, Metronidazol und Mezlocillin eine gute Penetration in
das Pankreasgewebe auf, wohingegen Aminoglycoside, Ampicillin, Cephalosporine und

Tetracycline nur unzureichend in das Pankreasgewebe penetrieren.

1.4.2 Bisherige Erkenntnisse zur Gewebegangigkeit von Carbapenemen

Zur Antibiose im Rahmen der Therapie einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis hat sich
Imipenem etabliert; auch flir Meropenem existieren hinreichende Daten. Die gute
Gewebepenetration beider Praparate in das Pankreasgewebe fihrt zum Erreichen der
Minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) zur Abtdtung der meisten, die lokalen Infektionen
verursachenden Erreger in den Klinisch relevanten Kompartimenten des Pankreas und der

peripankreatischen Gewebeareale.

Der relativ neue Vertreter der Carbapeneme, das Ertapenem, variiert im Keimspektrum nicht
wesentlich von Imipenem oder Meropenem. Die verbesserte klinische Handhabung macht
Ertapenem jedoch zu einer interessanten Alternative fUr das Indikationsgebiet der akut
nekrotisierenden Pankreatitis. Eine Untersuchung bezilglich der Pankreasgewebegangigkeit
des Antibiotikums ist daher aus den genannten Griinden angebracht.

1.5 Tierexperimentelle Modelle bei Untersuchungen zur akuten Pankreatitis

Pharmakokinetische Studien mit Antibiotika bei akut nekrotisierender Pankreatitis am
Menschen sind nur im Rahmen der jeweiligen Therapie mdglich. Sie lassen sich kaum in
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groBer Fallzahl reproduzieren und die individuellen Unterschiede wie Alter, Geschlecht,
Anamnese, Atiologie und Schweregrad der Erkrankung erschweren vergleichende Aussagen.
Flar Untersuchungen im Zusammenhang mit der Pankreatitis spielt daher das Rattenmodell
eine Schlisselrolle.

Einen umfassenden, kritischen Uberblick bestehender Rattenmodelle fiir die
Pankreatitisforschung geben J. Mdéssner et al. in ihrem Buch ,Erkrankungen des
exkretorischen Pankreas’ (1995), Nizze (1980) und Merkord (2003). Die jeweiligen Modelle
unterscheiden sich in der Art der Induktion einer Pankreatitis. Dies geschieht z.B. durch
duodenalen Reflux (Duodenalschleife), retrograde Injektion von Galle, enzyminduziert,
Obstruktion des Pankreasganges, Cholin-Defizit-Ethionin-Erganzungsdiat (CDE-Diat),
hormoninduziert, DBTC-induziert (Dibutylzinndichlorid; systemisches Gift) oder mittels
Olivendl-Injektion. Die unterschiedlichen Modelle |6sen unterschiedliche Formen einer
Pankreatitis aus. Fir Fragestellungen im Zusammenhang mit akut nekrotisierender
Pankreatitis ist das Pankreatitismodell von Wanke et al. (1970) an Ratten etabliert. Hierbei
wird Olivendl retrograd Gber den Ductus pancreaticus in die Bauchspeicheldriise appliziert.
Durch den physikalischen Druck der Injektion sowie durch die durch das Ol ausgeléste
Enzymentgleisung besonders der autolytisch wirksamen Lipase kommt es dabei schnell zum
Azinuszellschaden. Odembildung und Fettgewebsnekrosen sind die Folge. Nach ca. 24 h ist
bereits eine ausgepragte Entziindung der Bauchspeicheldrise nachweisbar. Die
Entziindungsvorgange entsprechen in etwa den menschlichen physiologischen Verhaltnissen.
Anatomisch weicht das Rattenpankreas jedoch von menschlichen Strukturen ab. Bei der Ratte
existiert ein Pankreas diffusum anstelle eines kompakten Organs und zentroazinare Zellen
fehlen (Wanke 1968).

Grundlage dieser Arbeit war das Modell nach Wanke. Es ist in hoher Fallzahl reproduzierbar
und relativ einfach durchzufihren. Zur Verifizierung einer ausgeldsten Pankreatitis bzw. eines

gesundes Pankreas dienten serologische und histologische Untersuchungen.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Trotz aller Fortschritte in der Medizin ist die akute Pankreatitis noch immer mit einer hohen
Mortalitétsrate von 2 - 20 % verbunden. Besonders kritisch ist dabei die schwere Form der der
akut nekrotisierenden Entziindung (10 - 20 % der Félle). Durch sich ausbildende Nekrosen
und entzindlich bedingte Permeabilitdtsverdnderungen kommt es zur sekundaren
Keimbesiedlung aus dem umliegenden Gewebe (endogene Keime der physiologischen
Darmflora, Abb. IV). Die Folge sind septische Komplikationen mit Multiorganversagen. Die
infektidsen Komplikationen sind entscheidend fir die hohe Mortalitédt der Erkrankung. Da die
Infektion von Pankreasnekrosen ein sekundares Phanomen ist, stellt sich die Frage nach dem
Nutzen eines prophylaktischen Einsatzes von Antibiotika in der Frihphase der Erkrankung. Es
ist bekannt, dass nicht alle hochpotenten Breitspekirum-Antibiotika Uber vergleichbare
pharmakokinetische Gewebeparameter fir das Pankreas verfligen.

Aus der Gruppe der Carbapeneme zahlen bisher Imipenem und Meropenem zu den
Substanzen mit geeignetem antibiotischem Wirkspektrum bei ausreichender Penetration in
das Pankreasgewebe. Uber das Penetrationsvermdgen von Ertapenem ist bisher noch wenig
bekannt. Ziel dieser Arbeit waren vergleichende Untersuchungen von Ertapenem und
Meropenem zu Pharmakokinetik und Gewebepenetrationsvermégen in Ratten mit einer akut
nekrotisierenden Pankreatitis (ANP-Tiere) sowie gesunden Kontroll-Tieren (K-Tiere).

Folgende Fragen sollten mit den geplanten Untersuchungen beantwortet werden:

1. Wie hoch sind die Pankreas- und Muskelgewebekonzentrationen im Vergleich zur

Plasmakonzentration?

2. Gibt es Unterschiede beim Vergleich der Gewebepenetration von gesundem und akut

entzindlichem Pankreasgewebe?

3. Welcher Zusammenhang besteht zwischen der Nekroseausdehnung und der
Verteilung des Antibiotikums in das Pankreas?

4. Liegen die ermittelten Pankreasgewebekonzentrationen oberhalb der minimalen
Hemmstoffkonzentration (MHK) flir klinisch relevante bakterielle Erreger infektiéser
Komplikationen bei akut-nekrotisierender Pankreatitis?
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Zur Beantwortung dieser Fragen diente das Tiermodell der akut-nekrotisierenden Pankreatitis
der Ratte nach Wanke. Beim Rattenmodel konnte gezeigt werden, dass eine Ubertragbarkeit
der tierexperimentellen Befunde hinsichtlich der Pankreasgangigkeit von Antibiotika auf den
Menschen besteht (siehe Kapitel 1.5). Systematische Untersuchungen am Menschen sind
schwer realisierbar, am Hund ist die notwendig hohe Versuchstierzahl ethisch nicht vertretbar.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelle Untersuchungen

FOr die geplanten pharmakokinetischen Untersuchungen erschien das Tiermodell zur
Ausldsung einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis durch retrograde Injektion eines Agens
in den Ductus pancreaticus an Ratten geeignet (siehe Kapitel 1.5). Die verwendete
Injektionssubstanz in dieser Studie war Olivendl.

Es erfolgte eine Randomisierung der Ratten in jeweils zwei Gruppen: Auslésung einer
Pankreatitis (ANP-Tiere) vs. Kontrolle (keine Auslésung einer Pankreatitis, lediglich
darstellende Laparotomie, K-Tiere). Die Applikation des jeweiligen Antibiotikums erfolgte flr
alle Tiere am Folgetag Uber eine Schwanzvene in jeweils gewichtsadaptierter Dosierung.
Proben wurden fiir Ertapenem jeweils 10, 30, 60 und 240 min nach Gabe, fir Meropenem
entsprechend der kirzeren Halbwertszeit nach 10, 30, 60 und 120 min enthommen.

Die Genehmigung zur Vornahme von Versuchen an lebenden Wirbeltieren vom 18.03.2003
durch das Landesveterinar- und Lebensmitteluntersuchungsamt Mecklenburg-Vorpommermn
lag vor (Aktenzeichen LVL-MV 310-4/7221.3-1.1-002/03).

2.1.1 Verwendetes Material

Die Antibiotika waren Uber die Apotheke erhaltlich:

e Ertapenem INVANZ®, MSD Sharp&Dohme GmbH Haar
Dosierung 10 mg/kg KG i.v. (Gill et al. 1998)
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e Meropenem MERONEM®, AstraZeneca GmbH Wedel
Dosierung 20 mg/kg KG i.v. (Saglamkaya et al. 2002; Yoshida et al.
1993)

Aufgeldst jeweils in physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%).

Bei dem Olivendl handelte es sich um natives oleum olivarum extra vierge (Oleum olivarum
DAB 10, Caesar&Loretz, Hilden).

Als Narkosemittel diente Ketaminhydrochlorid KETAVET®, Pharmacia&Upjohn, Erlangen, in

einer Konzentration von 100 mg/ml.
Nahtmaterial war ein Vicryl 3-0 Faden der Firma Ethicon®, Briissel, Belgien.

Benutzte Kaniilen waren Sterican® G26 x 4" Luer der Firma Braun Melsungen, Melsungen.

2.1.2 Die Versuchstiere

Pro Versuchsreihe eines Medikamentes fanden 64 méannliche Wistar-Tiere der Charles River
Laboratories in Sulzfeld, Deutschland Verwendung. Sie waren ca. 10 Wochen alt, wogen
zwischen 200 - 300 g und wurden bei Zimmertemperatur mit natirlichen Lichtverhéltnissen zu
je 8 Tieren pro Kafig der vorgeschriebenen Standardgrésse flr eine Woche der Akklimatisation
mit Futter und Wasser ad libitum gehalten. Die Versuche fanden fir alle Messreihen zur
gleichen Tageszeit statt. Es wurden nur Tiere in alters- und gewichtsgerechtem sowie
augenscheinlich gesundem Zustand einbezogen.

Entsprechend des Versuchsaufbaus erfolgte eine Randomisierung der Tiere zu 9 Tieren fir
die Auslésung einer Pankreatitis (ANP-Tiere) sowie 7 Tieren zur Kontrolle (keine Auslésung
einer Pankreatitis, Kontrolltiere) mit jeweils getrennter Kéfighaltung.
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2.1.3 Die experimentelle Durchfiihrung

2.1.3.1 Erster Versuchstag; Induktion der akuten Pankreatitis

Am 1. Tag erfolgte zunachst die Dokumentation des Gewichtes und Narkotisierung der Tiere
der jeweiligen Versuchsreihe mit initial 0,3ml Ketavet® intraperitoneal. Nach ca. 15 min waren
die Tiere soweit eingeschlafen, dass die Bauchdecke mit einem kurzen Léngsschnitt zunachst
als Hautschnitt, dann als Muskelschnitt entlang der Linea alba vom Nabel bis auf Héhe des
Xiphoid eréffnet werden konnte. Zur besseren Ubersicht wurde die Bauchdecke mit einem
Spreizer fixiert. Es erfolgte die anatomisch orientierende Darstellung des Pankreasgewebes.
Dieses liegt im Unterschied zum Menschen bei der Ratte diffus verteilt und nicht so kompakt
vor (Abb. V). AnschlieBend wurde der Pankreasgang, als heller Streif deutlich erkennbar, mit
seiner Miindung im Duodenum aufgesucht. Die duodenale Offnung hebt sich als dunkler Punkt
mit der Papilla duodeni deutlich vom restlichen Gewebe farblich ab.

Abb. V: Pankreas diffusum der Ratte, Injection von Oleum olivarum in den Ductus pancreaticus.

Auslésung einer Pankreatitis, ANP-Tiere

Bei 9 Tieren erfolgte eine transduodenale Sondierung des Ductus pancreaticus Uber die
Papilla duodeni mittels VENOFIX® - Butterfly, Braun Melsungen, Melsungen. Uber diesen
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wurden jeweils 0,2 ml raumtemperiertes Olivendl unter Sichtkontrolle in einem Zeitraum von
ca. 30 sec. mit einer Injektionsspritze des gleichen Herstellers appliziert. Zur Vermeidung
eines sofortigen Riickflusses von Ol in das Duodenum wurde die Papille nach Entfernung des
Butterflys flr etwa eine Minute mit einer chirurgischen Pinzette leicht komprimiert.

Keine Auslosung einer Pankreatitis, K-Tiere

Bei den 7 Tieren der Kontroligruppe erfolgte lediglich eine chirurgische Darstellung der
Anatomie, ohne Manipulation am Ductus pancreaticus und ohne Olivendlinjektion.

AbschlieBend wurde der Darm reponiert und die Bauchdecke schichtweise wieder
verschlossen. Peritoneum, Muskel- und Hautschicht wurden dabei durch eine fortlaufende
Naht mit atraumatischen Vincrylfaden aneinander adaptiert.

Uber Nacht wurden die Tiere in den entsprechenden Kéafigen (ANP-Tiere bzw. K-Tiere) bei
Raumtemperatur, natirlichen Lichtverhaltnissen und Nahrungskarenz gehalten. Wasser ad
libitum stand den Tieren zur Verfugung.

2.1.3.2 Zweiter Versuchstag; Applikation der Antibiotika, Probenentnahme

Nach 24 h wurden die Tiere erneut gewogen und initial mit reduzierter Dosis (0,2 ml) Ketavet®
100 mg/ml intraperitoneal narkotisiert. Im Anschluss erfolgte eine Hyperamisierung der
Schwanzvenen im Wasserbad bei 37°C, so dass die Injektion des jeweiligen Antibiotikums
vereinfacht mdéglich wurde. Die Dosierung des Antibiotikums richtete sich orientierend am
Kérpergewicht der Tiere. Das Ende der Injektion wurde zeitlich dokumentiert.

Probenentnahme

Proben wurden fir Ertapenem jeweils nach 10, 30, 60 und 240 min, fir Meropenem
entsprechend der kirzeren Halbwertszeit nach 10, 30, 60 und 120 min entnommen. Teilweise
mussten die Tiere erneut narkotisiert werden, um nach Ablauf des zu bestimmenden

Zeitraumes Proben entnehmen zu kénnen.
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Fidr die Probenentnahmen wurde die Bauchdecke der Tiere zunachst entlang den Nahten des
Vortages relaparotomiert und mit einem Spreizer fixiert. Unter anatomischer Darstellung
erfolgte die makroskopische Beurteilung des Pankreasgewebes und eventueller
Begleitbefunde (Aszitis, Verkalkungen). Zur Befunddokumentation einer akut nekrotisierenden
Pankreatitis diente folgende Bewertungsskala (Tabelle 1):

Tabelle 1: Makroskopische Beurteilungsskala 24h nach Auslésung einer akut nekrotisierenden
Pankreatitis durch retrograde Olivendlinjektion (Neumann, 1999)

Stadium |  6dematds verquollenes Pankreas,
keine sichtbar nekrotischen Areale, keine Verkalkungen, keine Verfarbungen

Stadium Il 6dematds verquollenes Pankreas,
vereinzelt kleine nekrotische Areale sichtbar, wenige Kalkspritzer

Stadium Il groBflachige grau-weissliche Nekroseherde sichtbar,
zahlreiche Verkalkungen

Uber die freipraparierte Vena cava inferior (Abb. VI) wurden die Tiere zur Serumgewinnung
mithilfe S-MONOVETTEN® der Firma Braun und entsprechender Kaniile entblutet. Erneut
wurde danach das Pankreas aufgesucht und groBziigig aus seinem Gewebsverbund
herausgetrennt. Nach Entfernung von Blut-, FlUssigkeits- und Fettgewebsriickstanden auf
Filterpapier kam das Bauchspeicheldrisengewebe zur Aufbewahrung ohne Zusatze in Cryo-
Réhrchen.
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Abb. VI: Anatomie der Ratte
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AnschlieBend wurden Muskelgewebeproben aus der Bauchdecke entnommenen (GréBe ca.

1 cm3) und gleichermaBen verfahren.

Zur histologischen Aufarbeitung und mikroskopischen Beurteilung des Pankreas wurden aus

jeder Messreihe ca. 0,5 cm? groBe Gewebeproben von zwei zuféllig ausgewéhlten ANP-Tieren

und einem zufallig ermitteltem K-Tier in 4%iger Ca-Formalin-Lésung konserviert.

Probenaufbewahrung

Das gewonnene Blut wurde zeitnah zur Entnahme bei 1500 g fir 10 min zentrifugiert, das

Serum abpipettiert und jeweils in Cryo-Rdéhrchen bis zum Analysezeitpunkt bei -80°C gelagert.
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Die gewonnenen Gewebeproben von Muskel und Pankreas wurden sofort nach Entnahme bei
-80°C tiefgefroren.

Die toten Rattenkérper wurden fachgerecht entsorgt.

2.2 Die Analytik der Serum- und Gewebeproben

2.2.1 Die histologische Begutachtung

Durch Herstellung von Paraffinschnitten mit anschlieBender Hamatoxilin-/ Eosinanfarbung
gelang die Begutachtung am Mikroskop bei 40-60 facher VergréBerung.

2.2.2 Die Bestimmung der Enzymaktivitaten

Die Amylase- und Lipaseaktivitdten im Serum wurden mit handelsiblichen Testkits der Firma
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim (Gesamt-Amylase SYS1 bzw. Lipase-Farbtest SYS1) im
Institut flr Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitat Rostock bestimmit.

2.2.3 Die Antibiotikakonzentrationsbestimmungen

Die Bestimmung der Ertapenem- bzw. Meropenemkonzentration aus den gefrorenen Serum-,
Pankreas- und Muskelproben geschah bis auf die Ertapenemkonzentration in
Muskelgewebeproben mittels der High Pressure Liquid Chromatography- Methode (HPLC).
Zur \Verifizierung der Pankreasgewebespiegel von Ertapenem fand zusétzlich eine
Konzentrationsbestimmung im standardisierten Agardiffusionstest mit Muller Hinton Agar,
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Testkeim Sarcina lutea ACTT 9341, statt. Die finale Keimdichte betragt dabei ca. 5x10° KBE
(Kolonie bildende Einheit)/ml.

Ertapenemkonzentrationen in Muskelgewebeproben wurden ausschlieBlich mit dem oben
genannten Bioassay bestimmt.

Untersuchungsreihe Ertapenem

HPLC fir Ertapenem:

Serumvorbereitung: 200 pl Serum und 200 ul MES wurden mit 600 ul Acetonitril gemischt (10

sec. Vortex), bei 1500 g 5 min zentrifugiert und der Uberstand mit 600 pl Dichlormethan
gemischt (5 sec. Vortex). Nach 5 min Zentrifugation bei 1500 g wurden 10 pl des
resultierenden Uberstands der HPLC-Analyse zugefihrt.

Pankreas-/Muskelgewebeprobenvorbereitung: Die Gewebeproben wurden gefroren grob

zerkleinert und in einer Knochenmihle mit MOPS 1:1 (w/v) homogenisiert. 100 pl des
Homogenats und 100 pl MES wurden mit 300 ul Acetonitril gemischt (10 sec. Vortex), bei 1500
g 5 min zentrifugiert und der Uberstand mit 300 pl Dichlormethan gemischt (5 sec. Vortex).
Nach 5 min Zentrifugation bei 1500 g wurden 10 pl des resultierenden Uberstandes der HPLC-
Analyse zugefuhrt.

Die Messungen erfolgten entsprechend einer im Institut fir Klinische Pharmakologie der
Universitat Rostock entwickelten Methode nach Mundkowski (2006). Bei 15°C fand ohne
weitere Vorbehandlung der Proben eine Gradienten - Reversed - Phase - HPLC unter
Verwendung einer Hypersil® ODS 120-3, 125 mm x 3 mm Doppelsaule (Macherey & Nagel,
Daren) mit UV-Detektion bei 300 nm Anwendung. Die FlieBmittelkomponenten wurden dabei
von initial 95:5 Wasser/Methanol (v/v, 25 mM Ammoniumacetat) Uber 45 min auf 52,5:47,5
geandert. Die Flussrate lag bei 80 pl/min, die Retentionszeit von Ertapenem bei 42 min.
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Untersuchungsreihe Meropenem

HPLC fir Meropenem:

Serumprobenvorbereitung: Es wurden 250 pl Serum mit 750 pl Iso-Propanol zur Proteinfallung

kurz gevortext, anschlieBend 5 min bei 6000 g zentrifugiert, der Uberstand in Stickstoffstrom
eingedampft und in 100 ul HPLC-Wasser aufgenommen. 20 pl des resultierenden Uberstands
wurden der HPLC-Analyse zugeflhrt.

Pankreas-/Muskelgewebevorbereitung: Die  Gewebeproben  wurden  zunachst  mit

physiologischer NaCl-Lésung 1:1 w/v auf Eis homogenisiert. Hiervon wurden 125 pl mit 375 pl
Iso-Propanol versetzt und wie die Serumproben weiter behandelt.

Die Konzentrationsbestimmungen fir Meropenem wurden mittels einer ebenfalls am Institut fir
Klinische Pharmakologie der Universitdt Rostock entwickelten Variante der Methode zur
Quantifizierung von Ertapenem mit UV-Detektion bei 298 nm durchgefihrt. Die Analyse
erfolgte bei 25°C unter Verwendung einer 125 x 3 mm Hypersil® ODS 120-3 Doppelsaule der
Firma Macherey und Nagel, Duren bei einer héheren Flussrate von 200 pl/min und einer

dementsprechend verkirzten Retentionszeit von 4,5 min.

2.3 Verwendete statistische Verfahren

Die Mittelwerte aus den einzelnen Messreihen der Antibiotikakonzentrationen in Serum und
Gewebe ergaben sich aus der Formel:

Mittelwert: 2

n

Die Standardabweichung der Mittelwerte errechnete sich aus der Formel:

,
Standardabweichung s = X

n—1

Zum Herausarbeiten signifikanter statistischer Unterschiede der Mittelwerte zwischen
Pankreatitis- und Kontrollgruppe erfolgte der t-Test nach Student mit p < 0,05.
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Die statistischen Berechnungen erfolgten mit der Software von Microsoft-EXCEL®.
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3 Ergebnisse

Aufgrund frihzeitig verstorbener Tiere konnte nicht immer die volle Anzahl geplanter
Tiergewebeproben ausgewertet werden (Tabelle 2, Tabelle 3). Ursachen fir den Exitus
vereinzelter Tiere sind in Folge der ausgeldsten nekrotisierenden Pankreatitis oder in seltenen

Narkosezwischenfallen zu suchen.

Untersuchungsreihe Ertapenem

Insgesamt konnten fiir Ertapenem aus der ANP-Gruppe 28 Tiere in die Auswertung einflieBen

(Tabelle 2).
Die Anzahl der untersuchten Kontrolltiere (K-Gruppe) belief sich auf n = 25 (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht {iber die Gruppeneinteilung der Ertapenem-Tiere (ANP: akut-nekrotisierende
Pankreatitis/“Olivendlpankreatitis”; K: Kontrolle, keine Olivendlinjektion); Zeit nach Gabe des
Antibiotikums am 2. Versuchstag

Zeit nach Gabe |10 Minuten |30 Minuten |60 Minuten |[240 Minuten

Gruppe ANP | K | ANP K |ANP | K |[ANP | K

Anzahl der Tiere 9 7 9 7 9 7 9 7

Nicht auswertbar | 2 1 3 2 2 - 1 -

Auswertbar 7 6 6 5 7 7 8 7
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Untersuchungsreihe Meropenem
Fir Meropenem flossen 33 ANP-Tiere in die Auswertung ein.

Insgesamt 23 K-Tiere standen fiir eine Beurteilung zur Verfigung (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Gruppeneinteilung der Meropenem-Tiere (ANP: akut-nekrotisierende
Pankreatitis/“Olivendlpankreatitis”; K: Kontrolle, keine Olivendlinjektion), Zeit nach Gabe des
Antibiotikums am 2. Versuchstag

Zeit nach Gabe |10 Minuten |30 Minuten |60 Minuten |120 Minuten

Gruppe ANP | K | ANP K |ANP | K |[ANP | K

Anzahl der Tiere | 10 7 9 7 9 7 9 7

Nicht auswertbar | 2 1 1 2 1 1 - 1

Auswertbar 8 6 8 5 8 6 9 6

3.1  Ergebnisse der pathologischen Gewebeparameter

Ubersichten zur makro- und mikroskopischen Beurteilung sowie die Ergebnisse der Amylase-
und Lipasebestimmungen der einzelnen Proben befinden sich im Anhang (Anhang 1 - 4).

3.1.1 Makroskopische Befunde

Untersuchungsreihe Ertapenem

Der makroskopische Operationsbefund zeigte fir die Untersuchungsreihe Ertapenem finfmal
Stadium | (6dematbs verquollenes Pankreas, keine sichtbar nekrotischen Areale), elfmal
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Stadium Il (6dematés verquollenes Pankreas, vereinzelt kleine nekrotische Areale) und
zwolfmal Stadium 1l (groBflachige grau-weissliche Nekroseherde sichtbar, Anhang 1).

Untersuchungsreihe Meropenem

In der Untersuchungsreihe Meropenem zeigten makroskopisch 13 Tiere Stadium I, 20 Tiere
lieBen sich Stadium Il zuordnen (Anhang 2).

Bei den Kontrolltieren beider Gruppen (Untersuchungsreihe Ertapenem sowie
Untersuchungsreine Meropenem) fanden sich 24 h post operationem makroskopisch
unauffallige Befunde mit reizlosen Verhéaltnissen an Bauchspeicheldrise, Dinndarm und
Peritoneum. Eine Ausnahme ist Probe K16 der Untersuchungsreihe Ertapenem. Hier wurde
makroskopisch ein Stadium Il festgestellt.

3.1.2 Histologische Befunde

Zur histologischen Begutachtung wurden stichprobenartig Pankreasgewebeproben von ANP-

und K-Tieren entnommen.

Die Anhange 5 und 6 zeigen beispielhaft den histologischen Zustand eines akut entziindeten
und eines gesunden Rattenpankreas.

Untersuchungsreihe Ertapenem

Alle acht begutachteten  Pankreasgewebeproben von  ANP-Tieren (zwei pro
Entnahmezeitpunkt)  boten  histologische = Verédnderungen im  Rahmen  eines
Entziindungsgeschehens. In zwei Fallen traten deutliche Nekroseherde auf, die in einem Fall
(Probe ANP4) in der makroskopischen Begutachtung nicht erkennbar war (Anhang 1).

Von den funf enthommenen Gewebeproben aus der K-Gruppe ergaben vier einen histologisch
unauffalligen Befund. In einer Probe (K16), die makroskopisch mit Stadium |l auffallig
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geworden war, konnte auch histologisch eine deutliche Entziindung mit Fettgewebsnekrosen
bestatigt werden.

Untersuchungsreihe Meropenem

Die begutachteten acht Pankreasgewebeproben der ANP-Gruppe zeigten Uberwiegend
histologische Veranderungen im Sinne eines Odems. In Probe ANP23 und ANP68 konnten ein
akutes Entziindungsgeschehen sowie Fettgewebsnekrosen diagnostiziert werden.

Die zwei Gewebeproben der K-Gruppe zeigten normales Pankreasgewebe, in Probe K16 fand
sich leicht 6dematdses Gewebe.

3.1.3 Amylase und Lipase im Serum

Untersuchungsreihe Ertapenem

Fir ANP-Tiere wurden Serumamylasewerte zwischen 1390 und 14952 U/l ermittelt.
Lipasewerte reichten in dieser Tiergruppe von 5,7 bis 78,9 U/l. Der Mittelwert *
Standardabweichung (MW * Stabw) fir Amylase lag bei 4424,7 + 3076,0 U/I, fir Lipase bei
20,59 + 20,2 U/I.

In der K-Gruppe lagen die Ergebnisse fir Amylase zwischen 725 und 5615 U/l (MW * Stabw
1507,4 £ 1018,8 U/l), fir Lipase zwischen 7,9 und 9,7 U/l (MW = Stabw 8,51 + 0,46 U/).

Die Unterschiede zwischen ANP- und K-Gruppe waren sowohl flr die Amylase als auch far die
Lipase statistisch hoch signifikant.
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Amylaseaktivitat der Ertapenem-Tiere Lipaseaktivitat der Ertapenem-Tiere
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Abb. VII: Amylase-und Lipaseaktivitdt im Serum der Ertapenem-Tiere 24 h nach Olivendlinjection (ANP)
&zw. chirurgischer Darstellung des Pankreas (K); signifikanter Unterschied (p < 0.05) zwischen ANP und

Untersuchungsreihe Meropenem

In der ANP-Gruppe wurden Amylaseaktivitdten zwischen 1071 und 8337 U/l (MW + Stabw
3055,4 £ 1958,2 U/l) ermittelt. Serumwerte fir Lipase waren in dieser Versuchsreihe zwischen
272 (maximal) und 5 U/I (minimal) angesiedelt. Der MW + Stabw betrug 36,4 + 33,2 U/I.

In der K-Gruppe lagen die Ergebnisse fur Amylase zwischen 798 und 1869 U/l (MW * Stabw
1133,1 £206,0 U/l), fir Lipase zwischen 5 und 11 U/l (MW = Stabw 6,12 £ 1,52 U/I).
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Amylasewerte der Meropenem-Tiere Lipaseaktivitit der Meropenem-Tiere
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Abb. VIII Amylase-und Lipaseaktivitat im Serum der Meropenem-Tiere 24 h nach Olivendlinjektion
(ANP) bzv}v(. chirurgischer Darstellung des Pankreas (K); signifikanter Unterschied (p < 0.05) zwischen
ANP und K.

Die Unterschiede flir Amylase und Lipase waren fiir ANP- und Kontrollgruppe statistisch hoch
signifikant.

3.2 Ertapenem und Meropenem in Serum und Gewebe der Ratte

Die Einzelwerte der Konzentrationsmessungen in Serum, Pankreas- und Muskelgewebe flr
Ertapenem (HPLC und Bioassay) und Meropenem (HPLC) sind in Anhang 7 und Anhang 8

zusammengefasst.
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3.2.1 Antibiotikakonzentrationen im Serum

Untersuchungsreihe Ertapenem

Mittelwerte, Standardabweichung und Ergebnisse der t-Tests fir die Serumkonzentrationen
von Ertapenem sind in Tabelle 4 zusammengefasst, die Einzelwerte kénnen Anhang 7

entnommen werden.

Abbildung IX fasst die berechneten Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (Stabw)

zusammen.

Die mittlere Serumkonzentration fir Ertapenem lag 10 min post applicationem in der ANP-
Gruppe bei (MW = Stabw) 29,9 + 12,7 mg/l; Einzelwerte lagen zwischen 5,16 und 46,31 mg/l.
In der Kontrollgruppe betrug die mittlere Serumkonzentration 32,6 + 5,8 mg/l (Einzelwerte von
25,53 bis 41,31 mg/l). Nach 30 min lag der mittlere Serumspiegel/Stabw bei 10,2 + 6,3 mg/I
(ANP-Tiere, Einzelwerte zwischen 20,83 und 2,68 mg/l) sowie 17,9 £ 7,5 mg/l (K-Tiere;
Maximum 30,08, Minimum 12,18 mg/l). 60 min post applicationem betrug der MW + Stabw in
der ANP-Gruppe 7,3 + 4,9 mg/l, in der K-Gruppe 8,6 + 3,6 mg/l. Einzelwerte lagen zwischen
12,80 und 0,69 mg/l (ANP-Gruppe) bzw. zwischen 13,90 und 4,33 mg/I (K-Gruppe). Nach 240
min waren kaum noch Ertapenemkonzentrationen zu ermitteln. Der MW + Stabw lag bei 0,04 +
0,04 mg/l (ANP-Gruppe) mit Einzelwerten > 0 mg/l bei 4 Tieren (0,10 bis 0,05 mg/l). In der
Kontrollgruppe war Ertapenem in keiner Probe nachweisbar.
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Tabelle 4: Ertapenemkonzentrationen im Serum der Ratte (MW * Stabw) 24 h nach Auslésung einer
akuten Pankreatitis und i.v. Gabe von 10 mg/kg KG Ertapenem (p: t-Test fir zwei Stichproben

ungleicher Varianz)

Ertapenemkonzentrationen im Serum (mg/l)

10 min post 30 min post 60 min post 240 min post
applicationem applicationem applicationem applicationem
ANP-Tiere MW 29,94 10,24 7,28 0,04
Stabw. (12,71) (6,33) (4,92) (0,04)
K-Tiere MW 32,63 17,93 8,60 n.n.
Stabw. (5,79) (7,50) (3,63)
p-Wert 0,687 0,097 0,577 -
(ANP vs K)
Ertapenemkonzentrationen im Serum von Ratten
45 -
40 B Erta Serum ANP
35 | O Erta Serum K
30
_ 251
£ 20
15 -
10 -
5 |
0

10 min

30 min 60 min

Zeit post applicationem

240 min

Abb. IX Ertapenemkonzentrationen im Serum der Ratte (MW * Stabw) 24 h nach Auslésung einer
akuten Pankreatitis und i.v. Gabe von 10mg/kg KG Ertapenem; Gegenlberstellung der jeweiligen
Pankreatitis- und Kontrollgruppe
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Untersuchungsreihe Meropenem

Die mittleren Serumkonzentrationen fir Meropenem sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Anhang 8 beriicksichtigt die einzelnen Messergebnisse je Tier.

Tabelle 5: Meropenemkonzentrationen im Serum der Ratte (MW + Stabw) 24 h nach Ausldsung einer
akuten Pankreatitis und i.v. Gabe von 20 mg/kg KG Meropenem (p: t - Test flr zwei Stichproben
ungleicher Varianz)

Meropenemkonzentrationen im Serum (mg/l)

10 min post 30 min post 60 min post 120 min post

applicationem applicationem applicationem applicationem
ANP-Tiere MW 21,23 1,85 0,30 2,35
Stabw. 10,05 2,79 0,56 1,59
K-Tiere MW 25,37 0,59 1,87 2,29
Stabw. 6,05 0,60 0,95 1,34
p-Wert 0,391 0,252 0,001 0,938

(ANP vs. K)
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Meropenemkonzentrationen im Serum von Ratten
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Abb. X Meropenemkonzentrationen im Serum der Ratte (MW £ Stabw) 24 h nach Auslésung einer
akuten Pankreatitis und i.v. Gabe von 20 mg/kg KG Meropenem; Gegentberstellung der jeweiligen
Pankreatitis- und Kontrollgruppe

Die mittlere Serumkonzentration fir Meropenem lag 10 min post applicationem (MW + Stabw)
bei 21,2 + 10,1 mg/l (ANP-Gruppe, Einzelwerte zwischen 34,9 und 4,5 mg/l) und 25,4 + 6,1
mg/l (K-Gruppe; Einzelwerte zwischen 32,6 - 14,5 mg/l).

30 min post applicationem lag eine Konzentration von im Mittel + Stabw 1,9 + 2,8 mg/l (ANP-
Tiere, Einzelwerte zwischen 8,55 mg/l und 0 mg/l), sowie von 0,6 + 0,6 mg/l (K-Tiere) vor.

Anzumerken ist, dass durch vorzeitigen Exitus in der K-Gruppe nur 5 von 7 Tieren in die
Untersuchung einflossen (siehe Tabelle 3). Bei 2 Tieren konnte im Serum kein Meropenem
nachgewiesen werden. Nimmt man diese 2 Tiere aus den Berechnungen heraus, bliebe eine
sehr kleine Gruppe von 3 Tieren Ubrig, deren Mittelwert bei 0,99 mg/l lage (Maximum 1,36
mg/l, Minimum 0,62 mg/l).
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60 min post applicationem lag der MW + Stabw bei 0,3 + 0,6 mg/l (ANP-Gruppe); in der K-
Gruppe bei 1,9 £ 1,0 mg/I mit Einzelwerten zwischen 2,66 und 0,0 mg/I.

120 min post applicationem schwankten die Werte um 2,4 £+ 1,6 mg/l (ANP-Gruppe) bzw. 2,3 +
1,3 mg/l (K-Gruppe). Die Spanne reichte von 4,46 bis 0,0 mg/I (ANP-Gruppe) und 3,98 - 0,0
mg/l (K-Gruppe).

3.2.2 Antibiotikakonzentrationen im Pankreasgewebe

Untersuchungsreihe Ertapenem

In keiner der Pankreasgewebeproben aus der Messreihe fur Ertapenem (ANP-Tiere und K-
Tiere) konnte mittels HPLC eine Ertapenemkonzentration gemessen werden. Entsprechende
Ergebnisse lieferte der Agardiffusionstest, ein methodisch vollkommen anderes
Messverfahren. Lediglich sechs Proben der ANP-Tiere sowie eine einzelne K-Probe
erbrachten positive Werte zwischen 3,0 und 0,2 mg/kg (siehe Anhang 7).

Untersuchungsreihe Meropenem

Die fir Meropenem ermittelten Einzelwerte jeder Messreihe (HPLC-Methode) sind in Anhang 8

nachzulesen.
Tabelle 6 fasst die berechneten Mittelwerte + Standardabweichung (MW + Stabw) zusammen.

Nach 10 min lagen die mittleren Pankreasgewebekonzentrationen (+ Stabw) bei 1,8 (+ 0,8)
mg/kg (ANP-Gruppe, Max / Min = 3,24 / 0,8 mg/kg) und 1,1 £ 0,6 mg/kg (K-Gruppe, Max / Min
= 2,22 / 0,48 mg/kg). 30 min post applicationem lag der MW * Stabw bei 2,7 £ 1,2 mg/kg
(ANP-Gruppe, Einzelwerte reichten von 4,38 bis 1,18 mg/kg) bzw. 0,7 £ 0,4 mg/kg (K-Tiere,
Einzelwerte reichten von 1,06 bis 0,0 mg/kg). 60 min post applicationem lag der MW + Stabw
bei 2,1 £ 1,6 mg/kg (ANP-Gruppe, Max. 4,2 mg/kg, Min. 0,0 mg/kg) und 0,8 £ 0,1 mg/kg (K-
Gruppe, Einzelwerte von 1,02 bis 0,62 mg/kg). Nach 120 min hatten die Gewebeproben der
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ANP-Tiere eine mittlere Antibiotikakonzentration = Stabw von 3,8 = 1,9 mg/kg (max. 6,4; min.
1,56 mg/kg); in der K-Gruppe 1,2 + 0,3 mg/kg (maximal bei 1,66, minimal bei 0,92 mg/kg).

In der Untersuchungsreihe besteht ein signifikanter Unterschied der Gewebekonzentration
zwischen ANP-Gruppe und K-Gruppe ab 30 min nach Gabe von Meropenem.

Tabelle 6: Meropenemkonzentrationen im Pankreas der Ratte 24 h nach Ausldésung einer akuten
\P/ar!krea)ltitis und i.v. Gabe von 20 mg/kg KG Meropenem (p: t - Test fir zwei Stichproben ungleicher
arianz

Meropenemkonzentrationen im Pankreas (mg/kg)

10 min post 30 min post 60 min post 120 min post
applicationem applicationem applicationem applicationem
ANP-Tiere MW 1,76 2,74 2,09 3,82
Stabw. 0,82 1,16 1,63 1,91
K-Tiere MW 1,12 0,66 0,75 1,16
Stabw. 0,59 0,40 0,14 0,29
p-Wert 0,132 0,001 0,039 0,003
(ANP vs. K)
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Meropenemkonzentrationen im Pankreas von Ratten
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Zeit post applicationem

Abb. XI Meropenemkonzentrationen im Pankreas der Ratte (MW + Stabw) 24 h nach Auslésung einer
akuten Pankreatitis und i.v. Gabe von 20 mg/kg KG Meropenem; Gegentiberstellung der jeweiligen
Pankreatitis- und Kontrollgruppe

Untersuchungsreihe Ertapenem
Die vollstandigen Konzentrationsbestimmungen (Bioassay) je Tier sind in Anhang 7 aufgeflhrt.

Die mittlere Muskelgewebekonzentration von Ertapenem 10 min post applicationem lag im
Mittel £ Stabw bei 1,3 + 0,6 mg/kg (ANP-Gruppe, Marginalwerte bei 2,2 bzw. 0,6 mg/kg) und in
der K-Gruppe um 1,1 + 0,3 mg/kg (Spanne von 0,8 bis 1,4 mg/kg). Nach 30 min waren
mittelwertig = Stabw in der ANP-Gruppe 0,7 + 0,3 mg/kg bestimmbar (unterer Grenzwert 0,3,
oberer Grenzwert 1,0 mg/kg); in der K-Gruppe 1,0 + 0,2 mg/kg (Einzelwerte von 0,8 bis 1,2
mg/kg). 60 min post applicationem lag der MW + Stabw in der ANP-Gruppe bei 0,8 + 0,3
mg/kg (Eckwerte 1,1 mg und 0,4 mg Ertapenem/kg Muskel); in der K-Gruppe bei 0,4 = 0,3
mg/kg (Einzelwerte zwischen 0,8 und 0,0 mg/kg). 240 min post applicationem zeigten alle im
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Bioassay untersuchten Muskelgewebeproben auf den Agarplatten keinen Hemmbhof. Die

Konzentrationen wurden daher mit 0,0 mg/kg beziffert.

Tabelle 7: Ertapenemkonzentrationen im Muskel der Ratte (MW + Stabw) 24 h nach Auslésung einer
akuten Pankreatitis und i.v. Gabe von 10 mg/kg KG Ertapenem (p: t - Test fir zwei Stichproben

ungleicher Varianz)

Ertapenemkonzentrationen im Muskel (mg/kg)

10 min post 30 min post 60 min post 240 min post
applicationem applicationem applicationem applicationem
ANP-Tiere MW 1,27 0,67 0,76 0,00
Stabw. 0,55 0,31 0,30
K-Tiere MW 1,13 1,00 0,40 0,00
Stabw. 0,27 0,16 0,30
p-Wert 0,597 0,057 0,069 -
(ANP vs K)
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Ertapenemkonzentrationen im Muskel von Ratten
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Abb. Xl Ertapenemkonzentrationen im Muskel der Ratte (MW/Stabw) 24 h nach Auslésung einer akuten
Pankreatitis und i.v. Gabe von 10 mg/kg KG Ertapenem; Gegenlberstellung der jeweiligen Pankreatitis-
und Kontrollgruppe

Untersuchungsreihe Meropenem

Lediglich in drei der insgesamt 55 enthommenen Muskelgewebeproben konnte mittels HPLC
eine Gewebekonzentration von jeweils 0,6 mg/kg ermittelt werden (K-Gruppe, 10 min nach

Applikation von Meropenem; siehe Anhang 8).
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4 Diskussion

Die Therapie der schweren akut-nekrotisierenden Pankreatitis z&hlt zu einer der wichtigen
interdiziplinaren Aufgaben der Medizin. Die hohe Letalitat der Erkrankung (je nach Ausmaf
der Nekrose > 50 %, Beger et al. 2002, Schmid/Uhl et al. 1999) ist meist bedingt durch
Infektion und Keimbesiedlung des nekrotisch veréanderten Organs sowie der retro- und
parapankreatischen Nekrosen, zum Teil mit septischen Komplikationen. In der Folge kommt es
bei schweren Verlaufsformen zu Sepsis und Multiorganversagen. Der préventive Einsatz von
Antibiotika zur Senkung der Infektionsrate nekrotischer Areale und damit der Letalitat
beschaftigt seit Jahren viele Forschergruppen. Voraussetzungen fir eine effiziente
antimikrobielle Therapie sind die Auswahl des Arzneimittels gemaB dem Wirkspektrum sowie
das Erreichen ausreichender Wirkstoffkonzentrationen am Ort der Infektion, die mindestens
die Halfte der vermuteten Erreger erreicht. Zahlreiche Studien seit den 1980er Jahren belegen,
dass nicht alle Antibiotika gleichermaBen in das Pankreasgewebe penetrieren (sieche Kapitel
1.4.1). FUr die Therapie der akut nekrotisierenden Pankreatitis hat sich in der Klinik bisher
Imipenem, ein B-Laktam Antibiotikum aus der Gruppe der Carbapeneme, etabliert. Es konnte
gezeigt werden, dass unter Imipenem z.B. im Vergleich zu Flourchinolonen, septische
Komplikationen im Rahmen der Erkrankung in geringerer Anzahl auftraten. Alternativ stehen
laut DeCampos et al. (2006) Ciprofloxacin in Kombination mit Metronidazol zur Verfligung. Fir
Ciprofloxacin und Metronidazol konnte bisher kein positiv-prophylaktischer Effekt im Rahmen
der akut nekrotisierenden Pankreatitis gezeigt werden (siehe Kapitel 1.4, Bassi et al. 1998,
Buchler et al. 1992, Isenmann et al. 2004, Maravi-Poma et al. 2003).

Als relativ neue Carbapeneme sind Meropenem (seit 1998) und Ertapenem (seit 2002) auf
dem deutschen Markt zugelassen. Durch eine verlangerte Halbwertszeit gegenlber Imipenem
sowie einem verbesserten Spekirum unerwinschter Arzneimittelwirkungen sind sie fur die
klinische Handhabung attraktiv. Sowohl Meropenem als auch Ertapenem benétigen keine
Kombination mit einem Dihydropeptidase-l Hemmer Cilastatin wie dies z.B. im Praparat
Zienam® erforderlich ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Penetrationsfahigkeit von Ertapenem und Meropenem in
das Pankreas der Ratte untersucht. Dazu fanden Antibiotikakonzentrationsbestimmungen in

40



DISKUSSION

Serum, Pankreasgewebe- und Muskelgewebeproben statt. Die Muskelgewebeproben dienten
als Vergleichsgewebe, in welches Pharmaka relativ leicht diffundieren kénnen. Fir das
Pankreas zeichnet sich, zumindest flir die Arzneimittelgruppe der Antibiotika, eine Zuordnung
dieses Organs in ,specialized sites’ ab. Dem gegeniber stehen Gewebetypen ohne besondere
Penetrationsbarrieren zwischen Serum und Gewebe, die als ,ordinary sites’ bezeichnet werden
(Barza 1981). Wie zahlreiche Studien bisher ergaben (u.a. Buchler et al. 1992, Drewelow et
Koch 1989, Burns et al. 1986,), existiert eine ,Blut-Pankreas-Schranke’, &hnlich der des
zentralen Nervensystems (ZNS), der Prostata oder des Glaskérpers des Auges (Davey 1990).

Der direkte Vergleich der Antibiotikakonzentrationen in gesundem und entziindetem
Pankreasgewebe in dieser Arbeit sollte Aufschluss Uber die Permeabilitdtsverhéaltnisse von
Ertapenem und Meropenem in nekrotisches sowie gesundes Pankreasgewebe geben.

Die Ubertragung von Tierversuchen auf den Menschen ist nur bedingt méglich. Die Ergebnisse
kénnen jedoch als Orientierung fir klinische Studien dienen.

4.1 Das Tiermodell der akut nekrotisierenden Pankreatitis

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tierversuchsmodell zur Induktion einer akut
nekrotisierenden Pankreatitis der Ratte durch retrograde Olivendlinjektion wurde bereits 1856
von Bernard experimentell eingesetzt. Wanke et al. beschreiben und standardisierten dieses
Modell 1966/1968. Es hat sich seitdem in der experimentellen Praxis bewahrt (Méssner 1995),
ist relativ leicht durchfiihrbar und kostengulnstig (Niederau et al. 1986, Lerch et Adler 1994).
Daneben existieren weitere tierexperimentelle Modelle zur Auslésung einer akuten Pankreatitis
an der Ratte, je nach gewiinschtem Untersuchungsschwerpunkt. Einen Uberblick dazu geben
u.a. Merkord (2003) und Nizze (1980), sowie Mdssner (1995) in seiner Publikation
Erkrankungen des exkretorischen Pankreas’. Die kritische Frage der Ubertragbarkeit von
tierexperimentellen Untersuchungen auf den Menschen beantworten die oben genannten
Autoren positiv. Das Pankreas liegt bei der Ratte im Gegensatz zum Menschen als diffuses
Gewebe vor; zentroazinare Zellen fehlen (Wanke 1968). In seiner physiologischen Funktion ist
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das Pankreas der Ratte dem menschlichem Organ jedoch sehr &hnlich. Elsner erwéhnt in
seinem kritischen Artikel Uber Tierversuche im Deutschen Arzteblatt 2004, dass Mause und
Ratten fiir toxikologische Studien ,besonders gute Ubertragungswerte ergeben’.

4.1.1 Makroskopische und histologischen Begutachtung

Die makroskopische Bewertungsskala des Pankreas der relaparotomierten Tiere am zweiten
Versuchstag orientierte sich an den von Wanke et al. 1966 beschriebenen drei Stadien einer
Pankreatitis der Ratte nach Olivendlinjektion (siehe Tabelle 1). Die humane Pankreatitis wird in
ahnliche Stadien eingeteilt, was eine Ubertragung des Tierversuchsmodells auf den Menschen
erleichtert.

Die mikroskopische Begutachtung der stichprobenartig ausgewahlten Pankreas-
gewebepraparate untermauerte die jeweils makroskopisch festgestellte Diagnose und
Stadieneinteilung.

Die makroskopisch und mikroskopisch erhobenen Befunde der K-Tiere waren unauffallig
(Anhang 1-2). Die bei zwei K-Tieren diagnostizierten Entzindungszeichen kénnen auf die
Traumatisierung durch Laparotomie der Tiere zurtickgefihrt werden.

4.1.2 Amylase- und Lipaseaktivitat im Serum

In beiden Untersuchungssreihen, sowohl mit Ertapenem als auch mit Meropenem, sind
Serumamylase- und Lipaseaktivitat der Tiere mit induzierter Pankreatitis statistisch signifikant
erhéht. Lipase gilt als pankreasspezifisches Enzym und gelangt nur bei geschadigtem Gewebe
in die Blutbahn. Bei gesunden Individuen lasst sich keine Lipaseaktivitdt im Serum
nachweisen. Erhdéhte Gesamtamylasewerte im Serum sprechen nicht zwangslaufig fir ein
pathologisches Pankreasgeschehen, da mehrere Isoenzyme existieren. Beim Menschen
korreliert die Hohe der Amylase- und Lipasewerte dabei nicht mit der ,Schwere und Prognose
der Erkrankung’ (Herold 2001, Beger et al. 2003).
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Die makro- und mikroskopischen Befunde sowie die Enzymdiagnostik erlauben die eindeutige

Differenzierung von Tieren mit gesundem und akut entziindetem Pankreasgewebe.

4.2 Serum- und Gewebekonzentration von Ertapenem und Meropenem bei
Ratten mit einer akut nekrotisierenden Pankreatitis und gesunden
Kontrolltieren

4.2.1 Serumkonzentrationen

Untersuchungsreihe Ertapenem

Die fur Ertapenem ermittelten Serumkonzentrationen (HPLC) 10, 30, 60 und 240 min post
applicationem sind in Tabelle 4 (siehe Kapitel 3.2.1) aufgelistet. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den ANP-Tieren und den entsprechenden K-Tieren besteht zu keinem Zeitpunkt der
Messreihe.

Die gemessenen Serumkonzentrationen (MW 10,24 mg/| ANP-Tiere bzw. MW 17,93 mg/l K-
Tiere) 30 min nach Injektion von Ertapenem entsprechen in etwa den von Wong et al. (2004)
publizierten GréBenordnungen. In einer von Gill et al. 1998 verdéffentlichten Studie finden sich
30 min post injectionem Plasmaspiegel von 66,6 mg/l, was deutlich Gber den in dieser Arbeit
ermittelten Werten liegt. Gill verabreichte in seiner Arbeit den Ratten eine Kombination aus
Ertapenem und Cilastatin. Cilastatin hemmt Dihydropepdidase-I (DHP-I), ein Enzym welches
fir den Abbau der Carbapeneme verantwortlich gemacht wird. Die h6here Serumkonzentration

in seiner Arbeit ist damit zum Teil erklarbar.

Die Serumkonzentrationen Uberschreiten die laut Fachinformation Invanz® angegebene
minimale Hemmkonzentration (MHK) von < 4 mg/| fir sensible Keime deutlich. Nach 240 min
liegt die Serumkonzentration mit MW 0,04 mg/l unter diesem Richtwert. Im Rahmen des
Pankreatitisgeschehens finden sich meist Methicillin-sensible Staphylokokken einschl. Staph.
aureus, Enterobacter spp., Escheria coli, Klebsiella spp., Proteus spp. sowie Anaerobier. Von
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einer effektiven Keimbekdmpfung im Serum durch Ertapenem kann daher grundsétzlich

ausgegangen werden.
Untersuchungsreihe Meropenem

Die Serumkonzentrationen von Meropenem lassen tendenziell eine zeitabhangige
Konzentrationsabnahme in der Messreihe von 10 zu 120 min nach i.v. Gabe von 20 mg/kg KG
erkennen. Dieser besteht sowohl bei den ANP-Tieren als auch bei den K-Tieren; ein statistisch
signifikanter Unterschied besteht nicht (siehe Kapitel 3.2.1 Tabelle 5). Von vergleichbaren
Daten zur Serumkonzentration von Meropenem berichten Harrison et al. (1989) und
Saglamkaya et al. (2002). Harrisons Messungen ergaben nach 60 min eine
Serumkonzentration von 16,5 mg/kg Meropenem bei 6facher Dosierung in gesunden Ratten.
Die Umrechnung auf eine Dosierung von 20 mg/kg KG ergibt eine Serumkonzentration von
2,75 mg/kg. In vorliegender Untersuchungsreihe wurde nach 120 min eine
Serumkonzentration von 2,35 mg/kg fur ANP-Tiere und 2,29 mg/kg fir K-Tiere ermittelt. Die
Messungen von Saglamkaya et al. ergaben eine Serumkonzentration von 6,95 mg/kg nach 15
min in Kontrolltieren. In vorliegender Arbeit fanden sich nach 10 min 25,37 mg/kg Meropenem
im Serum der K-Tiere sowie 0,59 mg/kg nach 30 min. Yoshida et al. (1993) berichten von
maximalen Serumwerten zwischen 6,03 und 7,07 mg/l (15 min post applicationem von 20
mg/kg KG Meropenem).

Die MHKy, flr sensible Keime im Rahmen des Pankreatitisgeschehens wie Staphylokokken
einschlieBlich Staph. aureus (0,12 - 0,25 mg/l), Enterobacter spp. (0,06 - 1 mg/l), Escheria coli
(0,02 - 0,03 mg/l), Klebsiella spp. (0,06 mg/l), Proteus spp. (0,12 - 0,13 mg/l), Anaerobier
sowie Enterococcus spp. (8 mg/l) (Kitzes-Cohen et al. 2002, Shah et al. 2000, Greenhalgh et
al. 1997) wird in dieser Untersuchung meist Gberschritten. Zahlreiche Studien und der klinische
Einsatz belegen die Effektivitdt von Meropenem in der Therapie bakterieller Erkrankungen.
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4.2.2 Pankreasgewebekonzentrationen

Untersuchungsreihe Ertapenem

Sowohl bei Tieren mit einer akut nekrotisierenden Pankreatitis als auch bei Tieren mit
morphologisch  unauffélliger Bauchspeicheldrise konnte kein Ertapenem in den
Pankreasgewebeproben nachgewiesen werden. In beiden Analyseverfahren (HPLC; Agar-
Diffussionstest), die auf unterschiedlichen Messprinzipien beruhen, war das Ergebnis

Ubereinstimmend.

Die Frage nach dem Penetrationsvermdgen von Ertapenem in das Pankreas konnte somit
nicht hinreichend geklart werden.

Far die Carbapeneme Imipenem und Meropenem konnte in bisherigen Publikationen eine gute
Pankreasgewebegéangigkeit nachgewiesen werden (zusammenfassend: Pezzilli 2006). Das
Ergebnis der Konzentrationen von Ertapenem in Pankreasproben dieser Arbeit Uberrascht
daher. Eine mdgliche Erkldrung hierfir bieten die pharmakochemischen Eigenschaften von
Ertapenem, welche die  Gewebegangigkeit beeinflussen. Durch  die  hohe
Plasmaeiweissbindung von Ertapenem (bis zu > 95 %, dosisabhé&ngig; Drugs of Today 2002)
wird eine relativ lange Plasmahalbwertszeit erreicht (Mensch: 4 h, meist an Albumin;
Fachinformation Invanz®, Bradley et al. 1999). Dies bringt Vorteile im klinischen Alltag und
wird flr Ertapenem immer wieder hervorgehoben. Die hohe Plasmaeiweissbindung geht
jedoch zulasten der Penetrationsfahigkeit des Wirkstoffes in Gewebe, da der Extrazellularraum
meist proteinarm ist. Bei Entzindungsvorgédngen sind jedoch auch im Extrazellularraum
vermehrt Proteine zu finden (Nix et al. 2004, Nix et al. 1991, Cars 1990, Wise 1986).

Inwieweit sich die hohe Proteinbindung auf pharmakodynamische Eigenschaften einer
Substanz auswirkt, ist bisher umstritten, da wohl nur der freie, ungebundene Anteil des
Arzneimittels der B-Lactame an den Oberflachenrezeptor der Bakterien anheften kann (Nix et
al. 2004, Hammond 2004, Mouton et al. 2000, Craig 1998). Nix erwahnt in seiner Arbeit 2004
weiterhin, dass Carbapeneme, neben Penicillinen, Cephalosporinen und Monobactamen, nur
gegen Bakterien im Extrazellularraum wirksam sein kénnen. Ertapenem diffundiert durchaus
gut (dosisabhangig) in extrazellulare Flissigkeiten. Dies zeigen Studien von Nix et al. 1991,
Burkhardt et al. 2006 sowie Mundkowski 2006, in denen Ertapenem in humanen
(Haut)Blasenflussigkeit, interstitieller Flussigkeit und Lungengewebe nachgewiesen werden
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konnte. Mouton et al. (2000) sprechen ebenfalls von einer wohl Gberwiegend extrazellularen
Verteilung der Carbapeneme. Sie erwahnen die Schwierigkeiten des korrekten Nachweises,
da in den Homogenaten der Gewebeproben nicht eindeutig identifizierbar ist, ob das
Arzneimittel extrazellular, intrazellular oder in beiden Kompartimenten vorliegt. Die in dieser
Arbeit verwendeten Proben sind ebenfalls ein Gemisch aus interstitiellem Bindegewebe,
Blutresten, Pankreassaft, Gallengangsresten und gesunden sowie pathomorphologisch
veranderten Pankreaszellen. Die Methode gilt dennoch als reprasentativ zur Darstellung
pharmakokinetischer Unterschiede in der Organverteilung (Drewelow et Koch 1989, Koch et
Drewelow 1991). Wie oben (Kapitel 2.1.3.2) erwahnt, wurden die Pankreas-diffusum-
Gewebeproben sorgfaltig aus dem Bauchraum der Ratte entfernt und vor der Konservierung
auf Filterpapier von eventuellen Verunreinigungen durch Blut und Bindegewebe weitgehend
gesaubert. Damit war méglicherweise ein Verlust an interstitieller Flissigkeit verbunden, der
die negativen Ergebnisse der Pankreasgewebeproben erklaren kénnte. Bisher existieren nur
sehr begrenzt vergleichbare Gewebespiegelmessungen (Ratte, Maus). Gill et al. (1998)
erhalten ebenfalls sehr geringe Serum/Geweberelationen fir Niere, Lunge und Leber. Wong et
al. konnten in ihrer Studie 2004 flr die niedrigen Gewebespiegel aus Homogenaten von Lunge
und Niere der Ratte das Vorhandensein von DHP-I in diesen Organen nachweisen. Dieses
Enzym ist verantwortlich flir den Hauptabbauweg der Carbapeneme im Organismus. Es 6ffnet
den B-Lactam-Ring der Substanz und lasst somit unwirksame Metabolite entstehen. Beim
Menschen befindet sich DHP-I nach derzeitigem Erkenntnisstand Gberwiegend in der Niere.

Fir den Menschen konnten Wittau et al. 2006 das Vorhandensein von Ertapenem in
menschlichem Pankreas bei zwei Patienten mit chronischer Pankreatitis (in ausreichender
Konzentration flr eine antibiotische Behandlung) bestéatigen (48 Patienten mit
unterschiedlichen abdominalen Erkrankungen insgesamt). Die Autoren machen die hohe
Plasmaeiweissbindung fir die ansonsten geringe Gewebepenetration von Ertapenem
verantwortlich. Motamedi et al. (2006) konnten bei 13 Patienten mit chronischer Pankreatitis in
35-50% der Félle relevante Ertapenemspiegel dedektieren. Wittau et al. und Motamedi et al.
bestatigen eine gute Pankreasgewebegéngigkeit fir Ertapenem bei Patienten mit
Pankreaskarzinom. Dies wird auf verédnderte Mikrozirkulationsverhéltnisse zurtickgefuhrt. Fur
das Pankreatitis-Modell der Ratte konnte initial ein verminderter kapillarer Blutfluss
nachwiesen werden (Foitzik et al. 1997). Die im Plasma gel6ste, hier Gberwiegend an Protein
gebundene Substanz gelangt daher nur sehr begrenzt in das Pankreas. Bassi et al. (1994) und
Gumaste (2000) berichten fir das menschliche Pankreas gleichermaBen von einem deutlichen
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(negativen)  Effekt, den  Nekroseherde und  Entzindungsvorgdnge auf das
Penenetrationsvermégen von Antibiotika haben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, das die Ursachen fiir die fehlende Penetration von
Ertapenem in das Pankreasgewebe mit dem vorliegend gewéhlten Versuchsansatz vor allem
in den physikochemischen Eigenschaften, wie hohe Proteinbindung und Verteilung im
Extrazellularraum, begrindet sein kdnnte. Weitere Untersuchungen zu

Konzentrationsbestimmungen in der interstitiellen Flissigkeit sind naheliegend.

Untersuchungsreihe Meropenem

Die Pankreasgewebekonzentrationen von Meropenem sind in Tabelle 6, Kapitel 3.2.2
dargestellt. Die in der Gruppe der ANP-Tiere ermittelten Werte liegen dabei tendenziell Gber
denen der K-Tiere, ein signifikanter Unterschied besteht ab 30 min post injectionem. Eine
antibiotisch wirksame Konzentration von 4 mg/l (MHK fir relevante Zielkeime) konnte in der
ANP-Gruppe nach 120 min annahernd erreicht werden (MW + Stabw 3,82 + 1,9 mg/l).

Die oben erwdhnten Beobachtungen zwischen Mouton et al. (2000) und Nix et al. (2004)
erlautern den Zusammenhang der Plasmaproteinbindung und Penetrationsfahigkeit eines
Antibiotikums. Die geringere Proteinbindung von Meropenem (2 % laut ,Fachinformation
Meronem® 9 % laut Mouton, 20 % laut Lowe et al.) macht die Gewebekonzentrationen
erklarbar.

Far die K-Tiere finden sich in vergleichbaren Arbeiten dhnliche Werte u.a. bei Saglamkaya et
al. (2002) und Harrison et al. (1989). Saglamkaya et al. berichten flr Kontrolltiere 15 min nach
i.v. Applikation von 20 mg/kg KG Meropenem Uber eine Gewebekonzentration von 2,26 + 0,52
mg/l. Harrison et al. ermitteln im Pankreasgewebe 60 min nach i.v. Gabe von 120 mg/kg KG
radioaktiv markiertem Meropenem eine mittlere Konzentration von 7,2 + 0,6 mg/l. Fir ANP-
Tiere beschreiben Saglamkya et al. 6 h nach Antibiotikagabe Werte zwischen 6,56 + 0,96 mg/I.
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4.2.3 Muskelgewebekonzentrationen

Die Messungen von Muskelgewebekonzentrationen dienen der Vergleichsmdglichkeit
zwischen Penetrationsraten von Arzneimitteln in unterschiedliche Gewebetypen. Das
Muskelgewebe weist neben z.B. Lungen- und Nierengewebe keine besonderen
Penetrationsbarrieren zwischen Serum und Gewebe auf (,ordinary sites’; Barza 1981). Durch
fenestrierte Kapillare kann das Arzneimittel relativ ungehindert aus der Blutbahn in das
entsprechende Gewebe diffundieren.

Untersuchungsreihe Ertapenem

Die mittleren Konzentrationen bewegen sich zwischen 1,27 mg/kg (ANP-Gruppe 10 min post
applicationem) und 0,0 mg/kg (ANP- und K-Gruppe nach 240 min). Damit gelangen bis zu 10
% (ANP-Gruppe, 60 min post applicationem) der Serumkonzentration in das Muskelgewebe.
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen ANP-Gruppe und K-Gruppe besteht nicht.

Far die Diffusion von Arzneimitteln aus dem Serum in Gewebe ist laut Burns et al. (1986) und
Buchler et al. (1989) in dem Modell nach Barza (s.0.) die hohe Plasma-eiweissbindung von
Bedeutung. Ertapenem ist in hohem MaBe an Proteine gebunden. Im Rahmen von
Entziindungsvorgangen kommt es zu Verschiebungen der Serumproteinfraktion, welche die
tendenziell héheren Konzentrationen der ANP - Tiere erklaren kénnten.

Vergleichsdaten zu Gewebespiegeln flr Ertapenem sind in der Literatur bisher nur sehr
begrenzt verfligbar. Gill et al. (1998) berichten nach Versuchen an Maus und Ratte von sehr
geringen Quotienten von Gewebe-/Serumkonzentration fir Niere (5,6 %), Leber (4,7 %) und
Lunge (6,2 %).

Untersuchungsreihe Meropenem

In den Muskelgewebeproben der Meropenem-Messreihe konnte in der Gberwiegenden Anzahl
kein Meropenem nachgewiesen werden. Meropenem ist nur gering an Plasmaproteine

gebunden. Dass bereits in der Messreihe von 10 min post injectionem des Arzneimittels kaum
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Konzentrationsspiegel von Meropenem bestimmbar sind, kann mit der kurzen Halbwertszeit
von Meropenem zusammenhangen. Harrison et al. ermittelten 1989 in Versuchen mit
radioaktiv markiertem [14C]-Meropenem eine Plasmahalbwertszeit von 6 min in Ratten nach
Gabe einer Dosis von 120 mg/kg KG. Das prozentuale Konzentrationsverhaltnis
(Muskel/Serum) liegt bei Harrison nach 5 min bei 19,7 %.

Die in der vorliegenden Arbeit verabreichten 20 mg/kg KG Meropenem liegen weit unter der
Dosierung von Harrison. Drei positive Werte in der Gruppe der Kontrolltiere (K12, K13, K16; 10
min post injectionem, siehe Kapitel 3.2) deuten darauf hin, dass in dieser Arbeit die
Konzentration von Meropenem im Muskelgewebe mdglicherweise nach 10 min bereits unter
der Nachweisgrenze fir HPLC lag. Eine erneute Messreihe mit einer
Muskelprobenentnahmezeit von 5 min post applicationem des Antibiotikums kénnte weitere
Aufschlisse geben.

4.3 Klinische Bedeutung

Im Klinischen Alltag sind vor allem der potentielle Erfolg einer Therapie sowie ihre
Umsetzbarkeit in die Praxis von Bedeutung. Bei der akut nekrotisierenden Pankreatitis werden
mehrere Therapieanséatze parallel verfolgt. Die Prophylaxe einer Infektion von Nekroseherden
im Pankreasgewebe ist dabei ein wichtiger Aspekt. Es ist bekannt, dass septische
Komplikationen bei infiziert-nekrotischer Bauchspeicheldrise mit einer hdheren Mortalitat
einhergehen als im steril-nekrotischen Pankreas. Isenmann und Beger nennen in ihrer 1999
verodffentlichten Studie einen Unterschied von 12,3 %, wobei das Risko bei mehr als 30 %
Nekrose im Organ am hdéchsten ist (Solomkin et al. 2003, Gloor et al. 2001). In Arbeiten von
Bassi et al. 1998, Buchler et al. 1992, Isenmann et al. 2004 und Maravi-Poma et al. 2003
konnte gezeigt werden, dass unter Imipenem z.B. im Vergleich zu Flourchinolonen, septische
Komplikationen im Rahmen der Erkrankung in geringerer Anzahl auftraten. Fir Ciprofloxacin
und Metronidazol wurde bisher kein positiv-prophylaktischer Effekt im Rahmen der akut
nekrotisierenden Pankreatitis beobachtet, sie kommen jedoch aufgrund ihres Wirkspektrums
und Gewebegéangigkeit in der Klinik ebenfalls zum Einsatz (siehe Kapitel 1.3.2, 1.4.2).
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Durch die prophylaktische Gabe von Antibiotika konnten Pederzoli et al. 1993 in einer Studie
mit Imipenem erstmals eine gesenkte Mortalitdt gegendber einer Kontrollgruppe nachweisen.
Den Grundstein zum heute Ublichen Verfahren der systemischen Antibiose mit Imipenem zur
Prophylaxe einer Infektion der akut nekrotisierenden Pankreatitis legte eine Multicenter-Studie
von Bassi et al. 1998. Manes et al. konnten 2006 in einer Studie mit 215 Patienten zeigen,
dass die frihe Gabe von Meropenem bei der akut nekrotisierenden Pankreatitis zu deutlich
weniger septischen Komplikationen flihrte als eine zeitlich spatere Gabe (bei ahnlichen
Mortalitatsraten in beiden Gruppen). Zu entsprechenden Ergebnissen kommen Mazaki et al.
und Moyshenyat et al. 2006. Villatoro et Bassi et al. 2006 zeigten eine signifikant gesenkte
Mortalitdt und signifikant weniger infizierte Pankreasnekrosen unter B-Laktamtherapie. Laut
Lankisch et al. (2006) sollte die tatsachliche Zahl der Patienten, die von einer antibiotischen
Therapie profitieren, jedoch nicht Uberschatzt werden.

Unabhdngig von den Uberlegungen, inwieweit eine antibiotische Therpie bei akut
nekrotisierender Pankreatitis Gberhaupt sinnvoll ist, missen am Ort der Infektion ausreichend
hohe Wirkstoffkonzentrationen erreicht werden (MHK). Diese liegen laut aktueller
Fachinformation flr Ertapenem Invanz® MSD und Meropenem Meronem® bei < 4 ug/ml fir
sensible Keime (Serum). Von Ertapenem nicht erfasst werden Pseudomonas spp. sowie
Enterococcus spp. FlUr Imipenem und Meropenem konnten bisher ausreichend hohe
Konzentrationen in  Pankreasgewebe festgestellt werden. Die Datenlage zum
Penetrationsvermégen des neueren Praparates Ertapenem in humanes Pankreasgewebe ist
bisher noch sehr begrenzt.

Wittau et al. (2006) halten Ertapenem flir geeignet in der Therapie von hepatisch-pankreatisch-
biliaren Infektionen. In ihrer Studie werden flir Ertapenem nach Applikation von 1 g i.v.
Plasmakonzentrationen von Crmax = 124,28 mg/I (£ 55,4) sowie
Pankreasgewebekonzentrationen von mittelwertig 3,41 mg/kg (+ 2,9) ermittelt. Die MHKgy, (in
vitro) der aeroben und aneroben Bakterien, wie z.B. Streptokken, Enterobacter, E.coli,
Bacteroudes fragilis und Clostridien lag jeweils bei 0,06 - 2,0 ug/ml und wurde damit deutlich
Uberschritten. Diese Studie basiert Uberwiegend auf Patienten mit Pankreaskarzinom.
Unterschiedliche Stoffwechselvorgdnge im Gegensatz zu einem akut-entzindlichen
Geschehen sind nicht auszuschlieBen. So erreichen in einer Studie von Motamdi et al. (2006)
nur ein Drittel der Patienten mit chronischer Pankreatis die MHK im Pankreasgewebe.
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Zur Beurteilung der potentiellen klinischen Wirkung von B-Lactam-Antibiotika ist die Zeitdauer
oberhalb der MHK (T > MHK) im Dosierungsintervall ausschlaggebend (Andes et al. 1998,
Craig 1998). Die Dosierung richtet sich dabei Ublicherweise nach den Empfehlungen der
Hersteller. FUr Imipenem bedeutet dies vier Einzelgaben am Tag wahrend flir Meropenem drei
tagliche Dosen nétig sind. Fir Ertapenem ist die Einmalgabe taglich hinreichend. Wegen ihrer
schnellen bakteriziden Wirkung halten Mouton et al. (2000) fur die Carbapeneme eine T >
MHK (Plasma) von 30-40 % im Dosisintervall flir ausreichend.

Fir Meropenem, seit den 1990er Jahren auf dem Markt, existieren entsprechend mehr
pharmakokinetische Daten. Spitzenkonzentrationen im Serum (Cnay) liegen zwischen 25 - 27
mg/l nach langsamer Bolusinjektion von 50 mg Meropenem bzw. 53 - 62 mg/l fir 1g
Meropenem als Bolus (Tomaselli et al. 2004, Maglio et al. 2003, Hurst et al. 2000, Holliday et
al. 1998, Wise et al.1990, Fachinformation Meronem®). Lowe et al. beschreiben 2000
zusatzlich mittlere Konzentrationen in humanem Pankreasgewebe von 1,59 mg/kg (normales
Gewebe) und 1,25 mg/kg (chronisch entziindlich verandertes Gewebe) 2,3 - 5,5 Stunden nach
i.v.-Gabe von 1 g Meropenem. Annahernd &hnliche Werte werden in dieser Arbeit nach 10 min
im Pankreasgewebe der Ratten erreicht (siehe Kapitel 3.2.2). Im menschlichem
Muskelgewebe werden bei Tomaselli et al. (2004) 10 min nach i.v.- Infusion von 1 g
Meropenem als maximale mittlere Konzentration 26,2 + 25,2 mg/I erwahnt.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass der gewahlte tierexperimentelle Ansatz dieser
Arbeit zur Pharmakokinetik von Ertapenem und Meropenem keine eindeutige Aussage Uber
das Penetrationsvermégen von Ertapenem in gesundes bzw. akut erkranktes
Pankreasgewebe der Ratte erbrachte. Die Ursachen hierfir wurden ausfuhrlich besprochen.
Weiteren Fragestellungen dieser Arbeit konnte ausreichend nachgegangen werden (siehe
Kapitel 1.6):

1. Beide Carbapeneme erreichen in Relation zu den korrespondierenden Plasmaspiegeln

nur relativ geringe Gewebekonzentrationen.

Die Pankreasgewebekonzentrationen fir Ertapenem waren in dem hier verwendeten
Versuchsaufbau nicht bestimmbar. Muskelgewebekonzentrationen lassen sich
vereinzelt messen, bis zu 10% (ANP-Gruppe, 60 min post applicationem) der
Plasmakonzentration gelangen in das Muskelgewebe.
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Flar Meropenem lassen sich Pankreasgewebekonzentrationen bestimmen. Bis zu 8%
der Plasmakonzentration gelangen in das Pankreasgewebe (ANP-Gruppe, 10 min post
applicationem). Im Muskelgewebe wird kein Meropenem nachgewiesen.

Beim Vergleich der Gewebepenetration von gesundem und akut entziindlichem
Pankreasgewebe ist fir Ertapenem keine Aussage mdglich. Fir Meropenem besteht
ein statistisch signifikanter Unterschied in der Pankreaskonzentration nach 30 min
(ANP > K).

2. Alle Versuchstiere der ANP-Gruppe boten das Vollbild einer akut nekrotisierenden
Pankreatitis. Eine Aussage zum Zusammenhang zwischen Nekroseausdehnung und
Verteilung des Antibiotikums in das Pankreasgewebe ist anhand der Ergebnisse nicht
maoglich.

3. Fur Ertapenem lieBen sich keine Gewebekonzentrationen fur das Pankreas
bestimmen. Der MHK-Wert flr klinisch relevante bakterielle Erreger bei akut-
nekrotisierender Pankreatitis wird nicht erreicht.

Fir Meropenem werden die erforderlichen Pankreasgewebekonzentrationen (MHKg
fur relevante Zielkeime) nach 120 min annahernd erreicht.

Die Ubertragbarkeit von pharmakokinetischen Untersuchungen im Rahmen des
Pankreatitisgeschehens von Ratte auf Mensch wird allgemein als gut eingeschatzt. Bisherige
Studien selbiger Zielsetzung mit den beiden Carbapenemen Imipenem und Meropenem
lieferten vergleichbare Daten fur Ratte/Mensch. Fir Ertapenem verdeutlichen inzwischen
publizierte humane Daten von Wittau et al. 2006 und Motamedi et al. 2006 (Ertapenem und
akute Pankreatitis) sowie Burkhardt et al. 2006 (Ertapenem und interstitielle Fllssigkeit), dass
auch dieses Carbapenem potentiell antibiotisch wirksame Konzentrationen im
Pankreasgewebe erreichen kann. Weitere Studien mit Fokus auf die Konzentration von
Ertapenem in der interstitiellen Flissigkeit kénnten daher weiteren Aufschluss Uber die
Penetration von Ertapenem in das Pankreasgewebe geben.
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5 Zusammenfassung

Die Gruppe der Carbapeneme gehdrt aufgrund ihres guten pharmakologischen Profils zu einer
wichtigen Gruppe der B-Laktam-Antibiotika. Aus der klinischen Praxis sind sie heute kaum
wegzudenken. Mit Imipenem und Meropenem stehen zwei Breitspekirum-Antibiotika zur
Verfligung, die sich unter anderem bei abdominellen Infektionen bewahrt haben. Mit
Ertapenem ist seit 2002 ein neues Préparat hinzugekommen. Kennzeichnend fir Ertapenem
ist eine relativ hohe PlasmaeiweiBbindung. Hieraus resultiert eine deutlich verlangerte
Plasmahalbwertszeit. Ertapenem besitzt ausreichend Stabilitat gegenlber der renalen
Dehydropeptidase-1 (DHP-I). Meropenem und Ertapenem werden ohne Cilastatin, einem DHP-
I Hemmstoff, verabreicht. Das Spektrum der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen konnte
gegenlUber Imipenem verbessert werden. Meropenem und Ertapenem sind weniger
nephrotoxisch und besitzen kaum Krampfpotential; Ubelkeit und Hautausschlage sind seltener.
Aufgrund ihres Wirkspektrums und der guten Vertraglichkeit kommen die Carbepeneme bei
intraabdominellen Infektionen in Betracht.

Trotz allen Fortschritts der Medizin ist die Therapie der schweren akuten Pankreatitis bisher
nur bedingt zufriedenstellend. Die Mortalitét liegt bei 2 - 20 %. Wahrend bei ca. 80 % der
Patienten mit Pankreatitis die mild-6dematds, oft selbstlimitierende Verlaufsform auftritt,
kommt es in 10 - 20 % der Félle lokal zu infektioGsen Komplikationen wie Nekrosen,
Abszessbildung, retroperitonealen Phlegmonen und infizierten Pseudozysten. Die sekundare
bakterielle Infektion aufgetretener Nekroseherde im Pankreasgewebe ist dabei von besonderer
prognostischer Bedeutung. Das Keimspekirum bilden dabei in erster Linie Keime der
nattrlichen Magen-Darm-Flora, wie E.coli, Klebsiella spp., Proteus spp. und Enterobacter spp.
als gramnegative Keime sowie Staphylococcus aureus ed epidermidis, Enterokokken als
grampositive Mikroorganismen und Anaerobier (Beger et al. 2002, Isenmann et al. 2001). Die
Folge sind Sepsis und Multiorganversagen. Therapie der Wahl ist die schnelle operative
Sanierung sowie eine systemische Antibiose. Uberlegungen beziehen sich dabei auch auf den
prophylaktischen Einsatz von Antibiotika bei Verdacht auf Nekrosen im Pankreasgewebe.
Erste Studien belegen, dass eine Senkung der Infektionsrate mdglich ist. Der Wahl eines
geeigneten Praparates kommt dabei besondere Bedeutung zu. Neben dem Erregerspekirum
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ist die Penetrationsfahigkeit in das betroffene Organ zu beachten. Es ist bekannt, dass nicht
alle hochpotenten Breitspektrum-Antibiotika Uber vergleichbare pharmakokinetische
Eigenschaften, insbesondere im Hinblick auf die Gewebepenetration, verfligen. Die Gruppe
der Carbapeneme mit Imipenem und Meropenem erwies sich aus mikrobiologischer und
pharmakokinetischer Sicht bisher als geeignet zur Therapie infektidser Komplikationen der
akut-nekrotisierenden Pankreatitis. Ziel dieser Studie waren vergleichende Untersuchungen
zur Pharmakokinetik und Gewebepenetration der neueren Praparate Ertapenem und
Meropenem bei akut nekrotisierenden Pankreatitis. Zur Anwendung kam das Tiermodell einer
akuten Pankreatitis der Ratte. Die durch retrograde Injektion von Olivendl in den Ductus
pancreaticus ausgeldste Pankreatitis entspricht der tryptisch-autodigestiven nekrotisierenden
Pankreatitis beim Mensch. Da anzunehmen ist, dass es zu Verdnderungen im
Penetrationsverhalten unter den Bedingungen eines entzlindlich-nekrotischen Geschehens
kommt, wurden alle Untersuchungen parallel an einer gesunden Kontrollgruppe durchgefihrt.
Zusatzlich wurden Konzentrationsbestimmungen im Muskelgewebe beider Gruppen
durchgefiihrt. Die Muskelproben dienten als Vergleichsgewebe, in welches Pharmaka relativ
leicht diffundieren kdnnen (ordinary sites). Zur Verifizierung einer Pankreatitis dienten die
Analyse der Amylase- und Lipaseaktivitditen im Serum sowie histologische Untersuchungen

zur Schweregradbestimmung.
Far die Fragestellung wurden folgende Untersuchungen durchgefihrt:

Experimentelles Ausldsen einer nekrotisierenden Pankreatitis an der Ratte durch
Injektion von Olivendl in den Ductus pancreaticus (ANP-Tiere) sowie Laparotomie von
Kontrolltieren (K-Tiere); 24 h spéter Injektion des jeweiligen Antibiotikums in die
Schwanzvene; Entnahme von Blut, Pankreas- und Muskelgewebeproben bei allen
Tieren 10, 30, 60 oder 240 min post injectionem (Ertapenem) bzw. 10, 30, 60 oder 120

min post injectionem (Meropenem)

Makroskopische Beurteilung aller Pankreasgewebeproben von K- und ANP- Tieren
sowie mikroskopische Beurteilung einzelner Proben beider Gruppen

Bestimmung der Amylase- und Lipaseaktivitaten aller Serumproben

Konzentrationsbestimmungen des jeweiligen Antibiotikums im Serum, im
homogenisierten Pankreasgewebe und homogenisierten Muskelgewebe aller Proben
mittels HPLC (Meropenem) sowie flr Ertapenem zusatzlich zur HPLC im Bioassay
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Die serologischen und histologischen Untersuchungen bestéatigten die tierexperimentell
ausgeldste Pankreatitis bei den ANP-Tieren. Die mittlere Serumaktivitdt von Amylase und
Lipase war bei den Tieren mit akut nekrotisierender Pankreatitis gegentiber den Kontrolltieren
statistisch signifikant erhdht. Histologisch zeigte sich das typische Bild einer Pankreatitis,
teilweise mit Nekrosen, Kalkeinlagerungen und peripankreatischen Fettgewebsnekrosen, bzw.

normales Pankreasgewebe.

Die Bestimmungen der Antibiotikakonzentrationen im Serum zeigten bei Ertapenem und

Meropenem keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen ANP-Tieren und K-Tieren.

Im Pankreasgewebe war kein Ertapenem nachweisbar, auch nicht nach Verifizierung der
HPLC-Ergebnisse mit einer zweiten Methode, dem Bioassay. Meropenem zeigte gutes
Penetrationsvermégen in das Pankreasgewebe. Die gemessenen Konzentrationen lagen in
entzindlich verédnderten Gewebeproben nach 30 min statistisch signifikant héher als in
gesundem Pankreasgewebe.

Unterschiede der Ertapenemkonzentrationen im Muskelgewebe waren nicht statistisch
signifikant. Nach 240 min war in den Gewebeproben kein Ertapenem mehr nachweisbar.

Meropenemkonzentrationen im Muskel konnten nicht bestimmt werden; wahrscheinlich

bedingt durch die sehr kurze Halbwertszeit von Meropenem.

Die Ursachen fir die fehlende Penetration von Ertapenem in das Pankreasgewebe in dem
vorliegend gewéhlten Versuchsansatz sind vor allem in den physikochemischen Eigenschaften
zu suchen. Ertapenem kennzeichnet eine hohe Proteinbindung und Verteilung im
Extrazellularraum. Deshalb erscheinen Studien zur Pharmakokinetik von Ertapenem in der
interstitiellen FlUssigkeit, z.B. mittels Mikrodialyse sinnvoll.

Die Serumkonzentrationen von Ertapenem und Meropenem Uberschritten die minimale
Hemmkonzentration (MHK) fUr sensible Keime von < 4 mg/l. Von Ertrapenem nicht erreicht
wird in dieser Arbeit die MHK fir klinisch relevante bakterielle Erreger im Pankreasgewebe.
FOr Meropenem liegen die ermittelten Pankreasgewebekonzentrationen Uberwiegend im

Bereich der MHKy, flir die im Rahmen der Pankreatitis relevanten Keime.

Mit Ausnahme der Ertapenemkonzentration im Pankreas sind die Ergebnisse zur
Pharmakokinetik der Ratte im Wesentlichen mit den Verhdltnissen beim Menschen
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vergleichbar. Fir Ertapenem verdeutlichen inzwischen publizierte humane Daten von Wittau et
al. 2006 und Motamedi et al. 2006 (Ertapenem und akute Pankreatitis) sowie Burkhardt et al.
2006 (Ertapenem und interstitielle Flissigkeit), dass auch dieses Carbapenem potentiell
antibiotisch wirksame Konzentrationen im Pankreasgewebe erreichen kann. Weitere Studien

mit Fokus auf die Konzentration von Ertapenem in der interstitiellen Flissigkeit sind sinnvoll.
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Thesen

1. Die akut nekrotisierende Pankreatits beim Menschen ist bis heute eine
Herausforderung an alle beteiligten Arzte. Durch Infektion von Nekroseherden kommt
es zur Sepsis mit Multiorganversagen. Die Letalitat liegt bei bis zu 50%.

2. Das Keimspektrum infizierter Pankreasnekrosen umfaBt Erreger der natirlichen
Magen-Darm Flora. In erster Linie (50 - 70 %) gramnegative Keime wie E.col,
Klebsiella spp., Proteus spp. und Enterobacter spp. Aber auch Staphylococcus aureus
et epidermidis und Enterococcus spp. als grampositive Keime sowie Anaerobier sind

vorhanden.

3. Der prophylaktische bzw. therapeutische Einsatz von Antibiotika wird vielfach diskutiert.
Eine deutliche Senkung der Mortalitédt konnte dadurch bisher nicht erreicht werden.

4. Voraussetzung einer effektiven Antibiose ist die Wirksamkeit in Bezug auf das
Keimspekirum sowie eine ausreichend hohe Wirkstoffkonzentration am Ort der
Infektion.

5. Zahlreiche geeignete Antibiotika wurden bisher auf ihre Pankreasgewebegangigkeit hin
Uberpriift. Dabei kristallisierte sich die Existenz einer Blut-Pankreas-Schranke heraus.
Nicht alle potenziell wirksamen Antibiotika penetrieren gleichermaBen in die
Bauchspeicheldrise.

6. Imipenem aus der Gruppe der Carbapeneme Uberzeugte bisher in der Therapie der
akut nekrotisierenden Pankreatitis durch das entsprechende Keimspektrum sowie den
klinischen Erfolg.

7. Neuere Praparate aus der Gruppe der Carbapeneme sind Meropenem und Ertapenem.
Sie heben sich durch eine langere Halbwertszeit im Vergleich zu Imipenem ab. Zum
jetzigen Zeitpunkt existieren nur wenige Daten bezlglich des Penetrationsvermégens
von Meropenem und Ertapenem in das Pankreasgewebe.

8. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Meropenem und Ertapenem auf ihre
Penetrationsfahigkeit in das Pankreasgewebe bei morphologisch gesundem Gewebe
sowie unter den Bedingungen einer akut nekrotisierenden Pankreatitis.



10.

11.

12.

13.

14.

Far Untersuchungen zur Pharmakokinetik einzelner Antibiotika in das Pankreasgewebe
werden tierexperimentelle Ansatze genutzt. Diese erlauben gréBere Fallzahlen und
bessere Vergleichbarkeit als ethisch schwierige Studien am Menschen.
Tierexperimentell gewonnene Ergebnisse kénnen jedoch nur als Orientierungswerte
dienen. Klinische Studien am menschlichen Pankreasgewebe kénnen dazu weiteren

Aufschluss geben.

Die vorliegende Arbeit nutzt das Rattenmodell nach Wanke. Durch retrograde
Olivendlinjektion in den Ductus pancreaticus kommt es nach 24 h zum Vollbild einer
akut nekrotisierenden Pankreatitis. Das Modell ist in der experimentellen
Pankreatitisforschung etabliert und pathophysiologisch mit der menschlichen tryptisch-
autodigestiven Pankreatitis vergleichbar. Enzymparameter (Amylase/Lipase) sowie
histologische Veranderungen sind bei der Ratte entsprechend der Erkrankung beim
Menschen darstellbar.

In der Untersuchungsreihe fur Ertapenem fanden Messungen 10, 30, 60 und 240 min
post applicationem i.v. des Antibiotikums statt. In der Untersuchungsreihe far
Meropenem fanden Messungen 10, 30, 60 und 120 min post applicationem i.v. in eine

Schwanzvene statt.

Neben der Gewinnung von Serum- und Pankreasgewebeproben wurden
Muskelgewebeproben entnommen. Penetrationsbarrieren, wie sie fir das Pankreas
bestehen, existieren im Muskelgewebe nicht. Muskelgewebe dient daher als Vertreter
von ,ordinary sites’, ohne charakteristische Merkmale hinsichtlich dem
Verteilungsvermdgen von Antibiotika im Gewebe.

Die Analyse der Antibiotikakonzentrationen von Ertapenem und Meropenem erfolgte
mittels HPLC. Ergédnzend dazu wurde die Ertapenemkonzentration in Pankreas- und
Muskelgewebe mittels Bioassay ermittelt.

Die serologischen und histologischen Untersuchungen bestétigten das Vorliegen einer
akut nekrotisierenden Pankreatitis bei den entsprechenden Tieren. Mittlere Aktivitaten
von Amylase- und Lipase im Serum der ANP-Tiere waren jeweils signifikant erhéht
gegentber denen der K-Tiere.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ertapenem und Meropenem waren im Serum der ANP- und K -Tiere gut nachweisbar.
Ein signifikanter Unterschied der Serumkonzentrationen zwischen ANP- und K-Tieren
konnte weder in der Untersuchungsreihe Ertapenem noch in der Untersuchungsreihe
Meropenem festgestellt werden.

Ertapenem ist im Pankreasgewebe nicht nachweisbar. Die Konzentrationen von
Meropenem sind im Pankreasgewebe jeweils bei ANP-Tieren tendenziell héher vor bei
K-Tieren. Ein statistisch signifikanter Unterschied besteht zum Entnahmezeitpunkt 10
min nach Applikation von Meropenem.

Flar das Muskelgewebe sind die Konzentrationen von Ertapenem bei den ANP-Tieren
tendenziell héher als bei den K-Tieren, ein signifikanter Unterschied besteht nicht.
Meropenem lasst sich im Muskelgewebe nicht nachweisen.

Die Serumkonzentrationen von Ertapenem (berschritten die laut Fachinformation
angegebene minimale Hemmkonzentration (MHK) fir klinisch relevante bakterielle
Erreger infektidser Komplikationen bei akut-nekrotisierender Pankreatitis von < 4 mg/!
fir sensible Keime deutlich. Nach 240 min liegt die Serumkonzentration mit MW 0,04
mg/l unter diesem Richtwert.

Fir Meropenem liegen die ermittelten Serum- und Pankreasgewebekonzentrationen
oberhalb der MHKgo-Werte von < 4 mg/l fir sensible Keime.

Ertapenem und Meropenem zeichnet die Bindung an Plasmaproteine aus. Damit
resultieren Gewebespiegel vor allem aus der Konzentration in der interstitiellen
Flussigkeit. Der gewahlte experimentelle Ansatz konnte das AusmaB der
Gewebepenetration von Meropenem und Ertapenem in das gesunde und akut-
entziindliche Pankreasgewebe nicht ausreichend darstellen.

Far weitere Untersuchungen bietet sich derzeit die Abschatzung der Penetration auf
der Grundlage der Konzentration in der interstitiellen Flissigkeit an.

Die Vergleichbarkeit von pharmakokinetischen Daten im Pankreasgewebe von Ratte
und Mensch ist nachweislich gut. Trotzdem sind alle Ergebnisse nur bedingt auf den
Menschen Ubertragbar.
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Anhang

Anhang 1:

ANP

Tier
(Nr.)

Histologische Begutachtung der Gewebeproben 24 h post applicationem

von Olivendl in den Ductus pancreaticus; Untersuchungsreihe Ertapenem

Makr.
Score

Histologie

ANP1
ANP3
ANP4
ANPS
ANP6
ANP8
ANP9

ANP22
ANP23
ANP24
ANP26
ANP28
ANP29

ANP41
ANP42
ANP43
ANP44
ANP45
ANP46
ANP49

ANP61
ANP62
ANP63
ANP64
ANP66
ANP67
ANP68
ANP69

Pankreasédem, Entziindungszellen

Pankreatitis, Fettgewebsnekrosen

Pankreatitis

P.6dem, Entzlind.zellen, Fettgewebsnekrosen

Pankreasédem, Entziindungszellen

Pankreasddem, keine Entziindungszellen

Pankreasddem, keine Entziindungszellen

Pankreasédem, Entziindungszellen

Kontrolle

Tier | Makr.

(Nr.) | Score Histologie
K10 0.B. 0.B.
K12 0.B.

K13 0.B.

K14 0.B.

K15 0.B.

K16 1] Pankreatitis
K30 0.B 0.B.
K31 0.B

K32 0.B

K33 0.B

K35 0.B

K50 0.B.

K51 0.B. 0.B
K52 0.B.

K53 0.B.

K54 0.B.

K55 0.B.

K56 0.B.

K70 0.B. 0.B.
K71 0.B.

K72 0.B.

K73 0.B.

K74 0.B.

K75 0.B.

K76 0.B.




Anhang 2:

ANP

Tier
(Nr.)

Histologische Begutachtung der Gewebeproben 24 h post applicationem

von Olivendl in den Ductus pancreaticus; Untersuchungsreihe
Meropenem

Makr.
Score

Histologie

ANP1
ANP2
ANPS
ANP6
ANP7
ANP8
ANP9
ANP10

ANP21
ANP22
ANP23
ANP24
ANP25
ANP26
ANP28
ANP29

ANP41
ANP42
ANP43
ANP44
ANP46
ANP47
ANP48
ANP49

ANP61
ANP62
ANP63
ANP64
ANP65
ANP66
ANP67
ANP68
ANP69

Pankreas6dem, vereinzelt Entziindungszellen

Pankreas6dem, keine Entziindungszellen

akute Pankreatitis mit Fettgewebsnekrose

leichtes Odem, keine Entziindungszellen

leichtes Odem, keine Entziindungszellen

leichtes Odem, keine Entziindungszellen

leichtes Odem, keine Entziindungszellen

akute Pankreatitis, vereinzelt Fettgewebsnekrosen

Kontrolle

Tier Makr.

(Nr.) |Score Histologie
K11 0.B.

K12 0.B. 0.B.
K13 0.B.

K14 0.B.

K15 0.B.

K16 0.B. leichtes Odem
K31 0.B.

K32 0.B.

K33 0.B.

K34 0.B.

K35 0.B.

K51 0.B.

K52 0.B.

K53 0.B.

K54 0.B.

K56 0.B.

K57 0.B.

K71 0.B.

K72 0.B.

K73 0.B.

K75 0.B.

K76 0.B.

K77 0.B.




Amylase- und Lipaseaktivitat im Serum 24 h post applicationem von
Olivendl in den Ductus pancreaticus; Untersuchungsreihe Ertapenem

Anhang 3:

ANP

Tier (Nr.) Amylase Serum | Lipase Serum

Uil Uil

ANP1 6240 7,2
ANP3 1850 6,8
ANP4 5800 25,4
ANP5 6620 37,5
ANPG 2790 6,0
ANP8 6100 31,0
ANP9 1400 6,2
ANP22 9009 12,5
ANP23 8100 49,0
ANP24 5950 45,5
ANP26 6740 78,9
ANP28 2240 7,8
ANP29 2070 71
ANP41 2650 5,7
ANP42 2590 7,7
ANP43 1770 59
ANP44 7450 33,1
ANP45 14952 62,2
ANP46 1390 6,7
ANP49 2360 8,7
ANP61 1960 6,9
ANP62 3000 8,1
ANP63 1870 8,2
ANP64 2260 7,0
ANP66 5210 8,0
ANP67 2590 7.9
ANPG68 5290 41,3
ANP69 3640 38,3

Mw 44247 20,59

Stabw 3076,0 20,20

t-Test

Kontrolle
Tier (Nr.) Amylase Serum | Lipase Serum
Uil U/l

K10 1165 8,8
K12 1210 8,1
K13 725 8,2
K14 1025 7,9
K15 1040 8,5
K16 1150 8,3
K30 730 8,0
K31 750 8,2
K32 905 8,6
K33 1675 8,9
K35 1445 9,7
K50 1005 7,8
K51 880 9,0
K52 1080 9,3
K53 980 8.9
K54 1530 8,7
K55 1480 8,4
K56 1385 8,7
K70 2950 8,6
K71 1525 8,4
K72 2840 8,8
K73 5615 8,6
K74 1395 8,4
K75 1770 7,9
K76 1430 8,0

MW 1507.4 8,51

Stabw 1018,8 0,46

ANP vs. Kontrolle (zweiseitig, zwei Stichproben, ungleiche Varianz)

p (Amylase)
p (Lipase)

0,00004
0,004




Anhang 4: Amylase- und Lipaseaktivitat im Serum 24 h post applicationem von
Olivendl in den Ductus pancreaticus; Untersuchungsreihe Meropenem

ANP Kontrolle
Tier (Nr.) | Amylase Lipase Tier (Nr.) Amylase Lipase
Serum U/l Serum U/l Serum U/l Serum U/l

ANP1 6159 50,0 K11 1071 5,0
ANP2 5670 51,0 K12 1155 5,0
ANP5 1302 18,0 K13 1176 11,0
ANPG 1512 18,0 K14 1869 6,0
ANP7 2562 6,5 K15 798 6,0
ANP8 6090 42,0 K16 966 5,0
ANP9 1722 6,0 K31 1176 5,0
ANP10 1176 5,0 K32 1050 5,0
ANP21 4431 62,0 K33 1218 5,0
ANP22 3612 115,0 K34 1071 6,0
ANP23 1911 7,0 K35 1092 5,0
ANP24 1890 5,0 K51 1176 5,0
ANP25 2142 22,0 K52 1050 9,0
ANP26 1533 10,0 K53 1218 5,0
ANP28 3444 62,0 K54 1071 6,0
ANP29 3108 51,0 K56 1092 5,0
ANP41 1113 8,0 K57 1176 6,0
ANP42 4074 59,0 K71 1281 5,0
ANP43 1134 48,0 K72 1113 8,0
ANP44 3927 81,0 K73 1071 6,0
ANP45 2016 35,0 K75 819 5,0
ANP46 1575 22,0 K76 987 6,0
ANP47 1365 6,0 K77 1365 7,0
ANP48 3696 124,0
ANP49 3255 70,0
ANP61 1071 6,0
ANP62 1176 5,0
ANP63 2730 24,0
ANP64 3696 6,0
ANP65 2100 36,0
ANP66 6993 272,0
ANP67 8337 185,0
ANP68 1155 6,0
ANP69 6206 123,0

MwW 3055,38 36,38 MW 1133,09 6,12

Stabw 1958,21 33,23 Stabw 205,90 1,52

t-Test  ANP vs. Kontr. (zweiseitig, zwei Stichproben, ungleiche Varianz)
p(Amylase) 2,24E-06
p(Lipase) 0,00016



Anhang 5:

Anhang 6:

Histologisches Bild eines Rattenpankreas (ANP-Tier) 24 Stunden nach Auslésen
einer akut nekrotisierenden Pankreatitis durch Applikation von 0,2 ml Oleum
olivarum in den Ductus pancreaticus.

Schwere Entziindung mit Azinusnekrosen, Fetigewebsnekrosen, infiltrierten
Entziindungszellen und leichtem Odem. HE x 40.

Histologisches Bild eines Rattenpankreas (K-Tier) 24 Stunden nach chirurgischer
Darstellung des Ductus pancreaticus ohne Auslésen einer akut nekrotisierende
Pankreatitis (Kontrolle) )

Keine Entziindungszeichen, leichtes Odem infolge der chirurgischen
Manipulation. HE x 40.
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