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Stellungnahme zur
Schweregradbeurteilung von Peritonitis-
Modellen

1. Einfiihrung

Die Peritonitis ist beim Menschen eine schwere Erkrankung mit sehr variablen
klinischen Verlaufen. Die Mortalitéatsrate schwankt zwischen 10 und 80%. Diese
hohe Mortalitatsrate zeigt nicht nur, dass es sich bei einer Peritonitis um eine
schwere Erkrankung handelt sondern auch, dass hier weitere Forschung und die
Entwicklung verbesserter Therapien notwendig sind. Hierzu existiert eine Reihe
von Peritonitis-Modellen im Tierversuch, die die Situation in der Klinik unter-
schiedlich gut nachbilden. Je nach konkreter Fragestellung, Zielsetzung, Steuer-
barkeit der Peritonitis, Empfindlichkeit der Tierart und des Tierstamms, Abbruch-
kriterien und Endpunkt kénnen verschiedene Modelle bevorzugt Auskunft geben.
Aufgrund dieser Punkte hat sich die Kommission zu einer Stellungnahme und ei-
nigen Empfehlungen entschlossen, die den Forschenden eine Hilfestellung bei der
Zuordnung von Schweregraden bietet. Diese Stellungnahme bezieht sich auf

Mduse und Ratten, die in der Regel fir diese Versuche verwendet werden.

2.Zu den Modellen und Methoden
I. Cecal Ligation and Puncture (CLP)

Darunter versteht man die Induktion eines intra-abdominalen Sepsis-Herdes
durch chirurgische Schaffung einer endogenen Fakalquelle. Dies erfolgt im All-
gemeinen durch Laparotomie, Ligatur des Caecums, Punktion mit Kantle, Kom-
pression und Verschluss des Bauches. Die Zuordnung des Schweregrades wird
durch die Lange des ligierten Caecums, die GroBe und Anzahl der Punktionen und

das Vermeiden einer Kompression des Caecums beeinflusst.

II. Bakterieninokulationsmodelle
Unter Bakterieninokulationsmodellen versteht man das Einbringen von Erregern
per i. p. Instillation (ev. auch mit Adjuvans) oder Dauerkatheter (unsterile Im-
plantation). Haufig verwendete Erreger sind S. epidermidis, S. aureus, E. coli,

S. typhimurium oder auch Kombinationen. Bei Bakterieninokulationsmodellen



wird die Belastung® der Tiere und die Zuordnung von Schweregraden durch die

Art und Menge der Bakterien entscheidend beeinflusst.

III. Sterile Peritonitis-Modelle

Hierzu gehdrt die Instillation von Immunogenen, wie Lipopolysaccharid (LPS),

Zymosan oder Thioglykolat. Sterile Modelle wirken rasch und die tatsachlich auf-

tretende Belastung kann je nach Art und Dosis sehr stark variieren (Thioglykolat

z. B. kann eine akute, massive und sehr schmerzhafte Entziindung erzeugen).

3. Empfehlungen

Die Antragstellerin/der Antragsteller muss sich die Fragen stellen, ob das
gewahlte Peritonitis-Modell jenes ist, dass dem Projektziel am besten ent-
spricht (Atiologie und Symptomatik in der Klinik, Tierart etc.) und ob es
das Modell mit der geringsten Belastung fir die Tiere ist, mit dem das Pro-
jektziel erreicht werden kann.

Die leitenden Grundsatze in § 6 und § 8 TVG 2012 verlangen, dass Tier-
versuche so zu gestalten sind, dass sie die geringsten Schmerzen, Leiden,
Angste oder dauerhaften Schaden verursachen. Tierversuche mit Peritoni-
tis-Modellen sind unter der Verwendung von geeigneten Schmerzmitteln
durchzufiihren, es sei denn, die Verabreichung der Schmerzmittel ist fir
das Tier belastender als der Tierversuch selbst. Ausnahmen sind schlissig
zu begrinden (z. B. geringe Belastung durch kurze Beobachtungsdauer,
bekanntes Agens oder niedrige Dosis; oder z. B. mit der Unvereinbarkeit
mit dem Projektziel aufgrund des antiphlogistischen Einfluss des
Schmerzmittels auf das Immunsystem oder anderen Nebenwirkungen, wie
erhdhte Morbiditat oder Mortalitat, die mit den 3R Prinzipien unvereinbar
sind). Ein weiteres Argument fur den Einsatz von Schmerzmitteln ist, dass
Tiermodelle der klinischen Praxis méglichst ahnlich sein sollten. Die Wahl
des Schmerzmittels sollte mit Bedacht erfolgen und im Sinne des Tier-
wohls mit einer sachkundigen Tierarztin/einem sachkundigen Tierarzt ab-
gestimmt werden. Es ist auch zu beachten, dass Mause und Ratten in ei-
nem spateren Stadium der Peritonitis nicht mehr trinken und daher eine

Verabreichung Uber das Trinkwasser nicht zielfiUhrend ist.

! Belastung: Schmerzen, Leiden, Angste und dauerhafte Schdden gemaB § 2 Z 1 lit. a TVG 2012



Der Tod ist als Endpunkt eines Tierversuchs, wegen des in dem Zeitraum
vor dem Tod empfundenen schweren Leidens, mdglichst zu vermeiden und
durch frithe und moéglichst schmerzlose Endpunkte zu ersetzen. Diese soll-
ten die frihestmdglichen klinischen Anzeichen verwenden, mit denen der
bevorstehende Tod frih erkannt werden kann, um es dadurch zu ermdégli-
chen, das Tier mdglichst schmerzlos zu téten. Sobald aus dem Verlauf der
Peritonitis keine entscheidenden wissenschaftlichen Erkenntnisse mehr
gewonnen werden kénnen, sollte das Tier ebenfalls méglichst schmerzlos
getdtet werden. Ist der Tod als Endpunkt unvermeidbar, muss der Tierver-
such so gestaltet sein, dass a) mdglichst wenige Tiere sterben, b) die Dau-
er und Intensitdt der Schmerzen, des Leidens und der Angste auf das ge-
ringstmogliche MaB reduziert wird und c) die Tétung soweit als méglich
schmerzfrei ist (§ 6 TVG 2012).

Eine detaillierte Beschreibung der Abbruchkriterien bzw. frihen und mag-
lichst schmerzlosen Endpunkte ist essentiell. Die gewahlten Kriterien und
Endpunkte sollten ausfihrlich begriindet werden und sicherstellen, dass
eine Uberschreitung des in der Projektgenehmigung festgelegten Schwe-
regrades, durch rechtzeitiges Erkennen und rasches Eingreifen (durch z.B.
Abbruch, Euthanasie oder Schmerzmittel) vermieden werden kann. Die
Abbruchkriterien haben nicht nur auf die Schweregradbeurteilung, sondern
auch auf die Schaden-Nutzen-Analyse einen Einfluss.

Es missen Aufzeichnungen Uber die Belastung des einzelnen Tieres ge-
fuhrt werden. Zur individuellen Beurteilung des tatsachlich aufgetretenen
Schweregrades kénnen die Aufzeichnungen z. B. Kdérpertemperatur und
Kdrpergewicht, die physische Erscheinung, Dehydration, klinische Zeichen,
die Reaktionsfahigkeit, Mouse oder Rat Grimace Scale oder Body Condition
Scoring (letzteres v. a. bei chronischem und subchronischem Verlauf)
(siehe Literaturhinweise) herangezogen werden. Die Erfassung solcher Da-
ten kann jedoch ebenfalls eine Belastung darstellen und sollte daher mit
den durch das Peritonitis-Modell ausgeldsten Belastungen in Relation ste-
hen. Der tatsachlich auftretende Schweregrad kann je nach Peritonitis-
Modell, Tierart, Genotyp und Versuchsverlauf sehr stark variieren.
Antragsteller/Antragstellerinnen, die mit den beantragten Peritonitis-
Modellen bereits erfahren sind, wird empfohlen ihrem Antrag Dokumenta-

tion zu ihren Beobachtungen Uber die Belastung der Tiere beizulegen. Zur



Optimierung der Versuchsbedingungen sind gegebenenfalls zuerst Pilot-
versuche an einer kleinen Anzahl von Tieren durchzufthren. Pilotversuche
sollten auch durchgefiihrt werden um festzustellen, ob die definierten Ab-
bruchkriterien und das verwendete Analgesie-Regime zu einer Verminde-
rung der Belastung fiihren. Als Alternative kdnnen Projekte mit Peritonitis-
Modellen auch stufenweise und mit ,Milestones" aufgebaut werden um die
Belastung flir die Tiere besser abzuschatzen und um rechtzeitig zu erken-
nen, ob das Projektziel mit der gewahlten Methode erreichbar ist. Eine
Zwischenevaluierung (z. B. nach ersten Pilotversuchen mit bis zu 30 Tie-
ren) ist moglich und wird ausdricklich empfohlen. Die Vorlage von Zwi-
schenberichten an die Behdrde kann als Auflage in der Genehmigung vor-

gesehen werden.

I. Cecal Ligation and Puncture (CLP) und ahnliche
Modelle

Diese Modelle erfordern einen chirurgischen Eingriff (zumindest Schweregrad
,mittel™), sind schwierig zu standardisieren und damit ist die Belastung der Tiere
schwierig abzuschatzen. Die Schwere der Reaktion bzw. Belastung hangt von
Faktoren wie GroBe der Caecum-Punktion, Menge des austretenden Darminhalts,
Immunsystem oder Genetik der Tiere, Beobachtungsdauer usw. ab. Da eine
schwere Belastung flr einzelne Tiere nicht dezidiert ausgeschlossen werden
kann, ist bei diesen Tierversuchen im Allgemeinen von einem hdéchsten zu erwar-

tenden Schweregrad , schwer™ auszugehen.

II. Bakterieninokulationsmodelle
Bei Bakterieninokulationsmodellen wird die Belastung hauptsachlich durch die Art
und Menge der Bakterien, aber auch durch das Immunsystem oder die Genetik
der Tiere oder durch die Beobachtungsdauer beeinflusst. Diese Modelle sind gut
zu standardisieren und damit ist auch die Belastung der Tiere wesentlich besser
abzuschatzen. Die Tierversuche kdnnen im Einzelfall aufgrund der vorgelegten
Dokumentation einem Schweregrad zugeordnet werden. Die Dokumentation
muss eindeutige Beobachtungen Uber die Belastung der Tiere enthalten (z. B.
aus friheren Projekten). Verweise auf Publikationen ohne Belastungs-relevante

Beobachtungen sind fur die Zuordnung von Schweregraden nicht ausreichend.



III. Sterile Peritonitis-Modelle
Bei sterilen Inflammationsmodellen wird die Belastung hauptsachlich durch die
Art und Menge des induzierenden Agens, aber auch das Immunsystem oder die
Genetik der Tiere oder die Beobachtungsdauer beeinflusst. Auch diese Modelle
sind gut zu standardisieren und die Belastung fir die Tiere gut abzuschatzen. Die
Zuordnung zum Schweregrad wird durch die Vorlage von Dokumentation aus

friheren Versuchen erleichtert.

— Thioglykolat

Thioglykolat erzeugt eine akute, massive und sehr schmerzhafte Entziindung und
ist daher bei Standardprotokollen (meist 1 ml 4% Thioglykolat-Medium oder 2
bis 3 ml 3% Thioglykolat-Medium) dem Schweregrad ,schwer™ zuzuordnen. Bei
einer Beobachtungsdauer bei der nur das Einwandern von Neutrophilen und
kaum Schmerzen zu erwarten sind (Abbruch <12h), kann die Belastung auch

|\\

dem Schweregrad ,mittel® zugeordnet werden.

— Lipopolysaccharid (LPS) oder Zymosan

Wegen modglicher Variationen in den Eigenschaften des induzierenden Agens,
sollte bei diesen Modellen jede Produktionscharge zur Kontrolle der Wirkung im
Tier in einem Pilotexperiment getestet werden. Die Tierversuche sind im Einzel-

fall aufgrund der vorgelegten Dokumentation einem Schweregrad zuzuordnen.

Konsensus

Bei der Zuordnung der Schweregrade zu Tierversuchen mit Peritonitis-Modellen
ist den folgenden Prinzipien zu folgen: 1) das Risiko fur eine héhere Belastung
als den angegebenen Schweregrad kann ausgeschlossen werden und 2) dies
kann von der Antragstellerin/dem Antragsteller nachvollziehbar begrindet und

durch entsprechende Dokumentation belegt werden.



Tabelle 1: Zusammenfassung der Peritonitis-Modelle

Modell

Charakteristika

Schweregrad

Begriindung

Cecal Ligation and Puncture (CLP)
und dhnliche Modelle

erfordern einen chirurgischen Eingriff,
schwierig zu standardisieren

schwer

schwere Belastung kann nicht fir alle ein-
zelnen Tiere dezidiert ausgeschlossen
werden;

Bakterieninokulationsmodelle

Belastung von Art und Menge der Bak-
terien, dem Immunsystem oder Gene-
tik der Tiere oder der Beobachtungs-
dauer beeinflusst.

gering — schwer

besser zu standardisieren, Belastung gut
abschatzbar;

sind im Einzelfall aufgrund der vorgeleg-
ten Dokumentation einem Schweregrad
zuzuordnen;

Sterile Inflammationsmodelle

Belastung von Art und Menge des indu-
zierenden Agens, dem Immunsystem
oder Genetik der Tiere oder der Be-
obachtungsdauer beeinflusst.

gering — schwer

sind im Einzelfall aufgrund der vorgeleg-
ten Dokumentation einem Schweregrad
zuzuordnen;

— Thioglykolat

> 12h Beobachtungszeit, schwer erzeugt eine akute, massive und sehr
akute, massive Entziindung schmerzhafte Entziindung;
< 12h Beobachtungszeit, mittel kaum Schmerzen zu erwarten;

nur Einwandern von Neutrophilen

— Lipopolysaccharid (LPS) oder
Zymosan

gut zu dosieren und abzuschatzen, re-
versibel

gering - schwer

sind im Einzelfall aufgrund der vorgeleg-
ten Dokumentation einem Schweregrad
zuzuordnen;




Schweregrade (nach § 3 TVG 2012) im Kontext Peritonitis
Einstufungen in die Schweregrade ,gering" und , mittel" sind unter folgenden Vo-

raussetzungen maglich:

Fur eine Einstufung in Schweregrad , gering" sollte die Belastung nicht langer als
bis maximal 6 Stunden nach Verabreichung des induzierenden Agens anhalten
und eine Wiederherstellung des Normalzustandes des Tieres zu erwarten sein

(z. B. geringe Dosis LPS).

Flr eine Einstufung in Schweregrad , mittel® sollte die Belastung nicht Ianger als
bis maximal 12 bis 16 Stunden nach Verabreichung des induzierenden Agens an-
halten (mit vollstandiger Wiederherstellung des Normalzustandes des Tieres oder
Sakrifizierung), z. B. kurze Beobachtungszeiten nach Thioglykolatgabe (maximal

12h) oder Bakterienmodelle mit mildem Verlauf (maximal 16h).



Grimace scales und Body Condition Scoring
Mouse Grimace Scale (https://www.nc3rs.org.uk/grimacescales)

Langford DJ, Bailey AL, Chanda ML, Clarke SE, Drummond TE, Echols S, Glick S,
Ingrao J, Klassen-Ross T, Lacroix-Fralish ML, Matsumiya L, Sorge RE, Sotocinal
SG, Tabaka JM, Wong D, van den Maagdenberg AM, Ferrari MD, Craig KD, Mogil
JS. Nat Methods. 2010 Jun;7(6):447-9.

Rat Grimace Scale (https://www.nc3rs.org.uk/rat-grimace-scale)

Sotocinal SG, Sorge RE, Zaloum A, Tuttle AH, Martin L], Wieskopf JS, Map-
plebeck JCS, Wei P, Zhan S, Zhang S, McDougall 1], King OD, Mogil JS. 2011.
The Rat Grimace Scale: a partially automated method for quantifying pain in the
laboratory rat via facial expressions. Molecular Pain 7: 55.

Body Condition Scoring

Ullman-Culleré MH1, Foltz CJ. Body condition scoring: a rapid and accurate
method for assessing health status in mice. Lab Anim Sci. 1999 Jun;49(3):319-
23.

Hickman DL, Swan M. Use of a Body Condition Score Technique to Assess Health
Status in a Rat Model of Polycystic Kidney Disease. Journal of the American Asso-
ciation for Laboratory Animal Science : JAALAS. 2010;49(2):155-159.
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Abbildung 1: Body Condition Scoring
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