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1. Einleitung

1.1 Definition und Diagnostik der Sepsis

Die Sepsis ist eine systemische Entzindungsreaktion, die als Antwort auf eine
Infektion entsteht. In der Regel lasst sich die Diagnose Sepsis aufgrund der klinischen
Befunde stellen. Die Invasion der Erreger fuhrt zu einer Reihe von pathogenetischen
Vorgangen, die zunachst zu einer akuten Verschlechterung des Allgemeinzustandes
fuhren, welche von Fieber und Schittelfrost begleitet ist. Im Blutbild zeigt sich meist
eine Leukozytose. Eine kleine Untergruppe (10%) der Patienten ist leukopen. Durch
die Uberschieende Freisetzung toxischer Mediatoren kommt es zu Veranderungen
der Respiration und Zirkulation, der Blutgerinnung, des Stoffwechsels und des
mentalen Status.

Ausdruck der respiratorischen Insuffizienz sind Tachypnoe, Hyperventilation mit
Verminderung des arteriellen CO,-Partialdrucks und Hypoxamie mit Verminderung des
arteriellen PaO, unter die Altersnorm. Der Kreislaufdysfunktion mit Tachykardie und
Blutdruckinstabilitat ~ wird mit  einer  raschen  Volumensubstitution  und
Katecholamintherapie entgegengewirkt. Eine Aktivierung des Gerinnungssystems lasst
sich durch eine Verminderung von Antithrombin und Thrombozyten nachweisen.
Metabolische Veranderungen sind eine Hyperglykamie mit relativer Insulinresistenz
und der Anstieg der Blutlaktatkonzentration. Diureseriickgang und der Anstieg der
Serumkreatininkonzentration zeigen eine beginnende Niereninsuffizienz an. Es kommt
zur Somnolenz mit zunehmender Bewusstseinseintribung oder Unruhe und
Verwirrtheit [1].

Es wird klar, dass dieses facettenreiche klinische Bild der Sepsis die Diagnosestellung
erschwert. FUr eine schnelle Diagnose ist eine eindeutige Definition des
Krankheitsbildes notwendig. 1992 wurden in der Konsensuskonferenz des ,American
College of Chest Physicans and Society of Critical Care Medicine® allgemein glltige
Sepsiszeichen formuliert. Unterschieden wird zwischen SIRS (Systemic Inflammatory

Response Syndrom), Sepsis, schwerer Sepsis und dem septischen Schock [2].

SIRS - das Systemic Inflammatory Response Syndrom ist eine allgemeine
entzlindliche Abwehrreaktion auf unterschiedliche Aggressoren, charakterisiert durch

zwei oder mehr der folgenden Symptome:



e Korpertemperatur > 38,0°C oder < 36,0°C,
e Tachykardie > 90 Schlage / min,

e Tachypnoe > 20 Atemzige / min oder PaCO, < 32 mmHg,

e Leukozytose >12 000 / mm?® oder < 4000 / mm?®, oder > 10% unreife Neutrophile

Sepsis - Systemic Inflammatory Response Syndrom als Folge einer mikrobiologischen

Infektion (klinischer Nachweis der Infektion oder positive mikrobiologische Blutkultur).

Schwere Sepsis - Sepsis mit zusatzlicher Hypotension/Minderperfusion und/oder

Dysfunktion vitaler Organsysteme.

Wenigstens eines der folgenden Organe/Organsysteme muss zur Diagnosestellung

eine Dysfunktion bzw. ein Organversagen aufweisen:

e Kardiovaskulares System

e Niere

o Respiratorisches System

e Saure-Basen-Haushalt (Metabolische Azidose)

e Gehirn

e Gerinnungssystem

Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die Veranderungen der Parameter beim

jeweiligen Organversagen.

Tabelle 1: Formen und diagnostische Kriterien des Multiorganversagens, Ubersicht tiber klinische
Zeichen und Laborparameter [1].

Organ/
Organsystem

Veranderungen, die ein Versagen kennzeichnen

Kardiovaskuladres
System

Arterieller systolischer Blutdruck von < 90 mmHg oder ein mittlerer arterieller Druck
< 70 mmHg fuir 21 h trotz adaquater Flussigkeitszufuhr und adaquatem
intravaskularem Volumenstatus und/oder der Notwendigkeit der Gabe von
Vasopressoren, um einen systolischen Blutdruck von = 90 mmHg oder MAP = 70
mmHg zu erreichen

Niere

Urinausscheidung von < 0,5 ml/kgKG/h fiir Gber 1 h trotz adaquater
Flussigkeitszufuhr

Respiratorisches
System

PaO./FIO; < 250;

Falls die Lunge das einzige Organ ist, das die Kriterien fir ein Organversagen
erflllt und gleichzeitig der vermutete Infektionsort ist, muss der PaO,/FIO, < 200
sein. Dabei missen die Messwerte auf arteriellen Blutgaswerten basieren.

Saure-Basen-
Haushalt

a) pH < 7,3 oder BE = 5,0 mEg/l; und

b) Plasma-Laktat-Konzentration > 1,5 mal hoher als der obere Grenzwert der
Normwerte fiir das entsprechende Labor




Septischer Schock — schwere Sepsis mit Hypotension, die trotz adaquater
Flissigkeitstherapie persistiert (vasopressorpflichtig) mit zusatzlichen Zeichen der

Hypoperfusion und Dysfunktion von einzelnen oder mehreren Organen.

Seit der Konsensuskonferenz von 1991 kam es zu einem Wissenszuwachs um die
Pathophysiologie der Sepsis. Um die neuen Erkenntnisse systematisch nutzen zu
kénnen, entwickelten die flhrenden Intensivmedizinervereinigungen Europas und
Nordamerikas ein als ,PIRO“ benanntes System [3]. Liegt der Verdacht einer Sepsis
vor, so wird ein Staging des Patienten durchgefiihrt. Das PIRO-System ist ahnlich der
Tumorklassifikation aufgebaut und umfasst folgende vier Bereiche:
e Pradisposition (vorbestehende Erkrankungen, Alter, Geschlecht, genetische
Polymorphismen, die die Immunantwort beeinflussen)
e Infektion (Art und Aggressivitdt des Erregers, Pathogenitdt bakterieller
Bestandteile und Produkte)
e Response (SIRS, Zeichen der Sepsis, spezifische und unspezifische Marker
der Inflammation)
e Organdysfunktion (Anzahl der Organversagen, MODS, SOFA)

Ein prognostischer Wert in der Sepsisdiagnostik ist das CRP (C-reaktives-Protein).
Liegt seine Blutkonzentration bei Gber 5 mg/dl und hat der Patient Fieber, kann man
von einer Entziindung ausgehen. Eine Unterscheidung zwischen infektiéser oder
nichtinfektioéser Genese ist nicht maglich. Das CRP sollte taglich oder alle zwei Tage
bestimmt werden. Auch unter einer adaquaten Antibiotikatherapie kann es zunachst
ansteigen, fallt dann aber ab dem zweiten Tag bei erfolgreicher antibiotischer Therapie
ab [4]. Ein viel versprechender Parameter zur Diagnose der Sepsis ist das
Procalcitonin (PCT), ein Propeptid des Calcitonins. Das PCT ermdglicht eine
Unterscheidung zwischen infektidsen und nichtinfektiésen Atiologien.

Zur Diagnostik sollten vor Beginn einer Antibiotikatherapie zwei separat entnommene
Blutkulturen und entsprechende andere Keimproben (Wundabstriche, Trachealsekret,
etc.) abgenommen werden.

Die Grundlage der Erregerbestimmung ist die Blutkultur. Jedoch werden selbst bei
nicht mit Antibiotika antherapierten Patienten nur zu einem Teil kultivierbare Bakterien
in der Blutkultur gefunden. Die Haufigkeit eines positiven Erregernachweises korreliert

mit dem Schweregrad der Sepsis. Im Vergleich zum septischen Schock mit 69%



positiver Blutkulturen liegt der Nachweis bei der schweren Sepsis mit 23%
(Sepsis 17%) niedriger [4, 5].

1.2 Epidemiologie und Inzidenz der Sepsis

Die Behandlung der Sepsis stellt immer noch grofle Herausforderungen an die
Medizin. Die Erkrankung spielt dabei nicht nur in der alteren multimorbiden
Bevolkerung eine betrachtliche Rolle, sie betrifft auch eine Vielzahl von jungen
Patienten ohne gesundheitliche Beschwerden. Zwar sind Uber 60% der Sepsiskranken
alter als 60 Jahre, dennoch betragt der Anteil an Patienten ohne pradisponierende
Erkrankungen, wie Herzinsuffizienz, Nierenversagen, Leberzirrhose oder schwere
Lungenerkrankungen 76 bis 81% [6]. Im frihen Kindesalter (< 1 Jahr) ist die Inzidenz
der Sepsis mit 5,3/1000 Einwohner (Ew) deutlich héher als bei den 5-14-jahrigen
(0,2/1000 Ew) [7]. Sie nimmt ab dem 15. Lebensjahr stark zu und steigt bei den Uber
85-jahrigen auf 26,2 Sepsiserkrankungen pro 1000 Ew an. Friihgeborene und Kinder
bis zum ersten Lebensjahr sind besonders gefahrdet, an einer schweren Sepsis zu
erkranken [8].

Eine Studie des Kompetenznetzwerkes Sepsis (Sepnet) ermittelte fir Deutschland
reprasentative Ergebnisse zur Pravalenz und Inzidenz der Sepsis. EIf Prozent aller in
dieser reprasentativen Studie untersuchten ITS-Patienten wiesen eine schwere Sepsis
bzw. einen septischen Schock auf und weitere 12% eine Sepsis [6].

Septische Erkrankungen nehmen den siebten Platz auf der Rangliste der
Krankenhausentlassungsdiagnosen der lebensbedrohlichen Erkrankungen ein [6].
Schmid und Mitarbeiter kalkulierten 2002 die in Deutschland durch Sepsis direkt und
indirekt verursachten Kosten pro Jahr zwischen 3,6 und 7,9 Milliarden Euro [9].
Deutlich wird auch, dass trotz kirzerer ITS-Liegezeit die Ausgaben flr Patienten,
welche an ihrer Erkrankung versterben, im Vergleich zu den Uberlebenden hoher
sind [10, 11].

Die Letalitat der Sepsis ist vergleichbar mit dem Tod am akuten Herzinfarkt. Somit sind
septische Erkrankungen nach dem Myokardinfarkt die dritthdufigste Todesursache in
Deutschland [12].

In Zukunft wird man mit einer Zunahme der Erkrankungsfalle rechnen mussen. Nicht
zuletzt ist das auf haufigere und invasivere Eingriffe an &alteren Patienten und die

Zunahme an neutropenischen Patienten zurlick zu flhren [5].



1.3 Sepsisfokus und haufige Erreger

Die haufigste Ursache fir die Entstehung der Sepsis sind Atemwegsinfektionen,
gefolgt von Infektionen der Harnwege und intraabdominellen Infektionen. Die Tabelle 2

zeigt die Infektionen, die am haufigsten Ausgangspunkt einer Sepsis sind.

Tabelle 2: Dominierende Infektionsfokusse bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischen Schock,
aufgelistet nach ihrer Haufigkeit [13]

Ausgangspunkt der Sepsis Prozentualer Anteil

Pneumonie 44,0
Bakterien im Blut (positive Blutkultur) 17,3
Infektion der Harnwege und Geschlechtsorgane 9,1

Infektion der Bauchorgane 8,6
Wund- und Weichteilinfektion 6,6
Katheterinfektion 2,2

Infektion des Nervensystems 0,8
Herzklappenentziindung 0,6
andere Infektionen 10,8

Die Infektionen entstehen nicht, wie lange angenommen, hauptsachlich auf
Intensivstationen. Uber 35% der Infektionen entstehen ambulant [6]. Die Analysen
einer multizentrischen Studie der Paul-Ehrlich-Gesellschaft von Blutkulturisolaten
(2000/01) zeigen, dass in Deutschland und Osterreich die Gram-positiven Bakterien in

den Isolaten etwas Uberwiegen [14].

Tabelle 3: Erregerspektrum der Sepsis in Deutschland und Osterreich 2000/01 [14].

Erreger Prozentualer Anteil
Gram-positiv | Gesamt 48,8
e  Staphylokokkus aureus 21,6
e  Streptokokkus pneumoniae 3,5
e Koagulase negative Staphylokokken 9,2
e [-hadmolysierende Streptokokken 2,3
e  Enterokokken spp. 8,1
e Nicht- hamolysierende Streptokokken 4,1
Gram-negativ | Gesamt 40,6
e Eschericha coli 22,6
e Pseudomonas aeroginosa 3,4
o Kilebsiella spp. 6,2
e  Enterobacter spp. 42
e  Proteus mirabilis 1,9
e  Enteritis-Salmonellen 0,8
e Acinetobacter spp. 1,5
Anaerobier 14
Candida spp. 1,9




In einer Studie in den USA wurde das Erregerspektrum von Sepsispatienten von 1979
bis 2000 ermittelt. Hier zeigte sich, dass ein Erregerwechsel stattfand. Bis zum Jahr
1987 lagen die Gram-negativen Bakterien als Ursache der Sepsis vorn, danach
verschob sich das Erregerspektrum zugunsten der Gram-positiven Bakterien [13].

Je nach Patientenkollektiv (Alter, Fachrichtung, Stationsart, Grunderkrankungen) weist
das Erregerspektrum groRere Unterschiede auf. Auf den chirurgischen
Intensivstationen flihren Enterokokken und Koagulase negative Staphylokokken am
haufigsten zu einer Sepsis, wahrend Eschericha coli auf den chirurgischen
Allgemeinstationen die Hauptrolle einnimmt.

Dies ist auch auf den konservativen Allgemeinstationen der Fall. Auf den
Intensivstationen der konservativen Fachbereiche sind Koagulase negative
Staphylokokken, Eschericha coli und Enterokokken als haufigste Ausldser einer Sepsis
relativ gleich verteilt [15].

Bei neutropenischen oder anderweitig immunsupprimierten Patienten spielen ebenfalls

Pilzinfektionen, besonders mit Candida-Spezies, eine grofe Rolle [16].

1.4 Pathophysiologie der Sepsis

Paradoxerweise werden die systemischen Symptome durch die Immunabwehr des
Wirtes und nicht durch den Erreger selbst verursacht [5].

Den Ausgangspunkt der Sepsis bildet meist eine lokale Infektion.

Sind die Abwehrfunktionen des Korpers nicht fahig, die Infektion zu begrenzen, kommt
es zur Invasion von Mikroorganismen und Toxinen aus dem Infektionsherd ins Gewebe
und in die Blutbahn [1]. Die Strukturen, die vom Immunsystem erkannt werden und
eine inflammatorische Antwort des Korpers auslésen, sind vielfaltig.

Gram-positive Bakterien produzieren Exotoxine, die als Superantigene wirken und
T-Lymphozyten unkontrolliert tber MHC-Klasse-II-Molekule stimulieren kénnen [5, 17].
Das Lipopolysaccharid (Endotoxin) der Gram-negativen Bakterien sowie
Zellwandbestandteile  von  Bakterien oder Pilzen  (Peptidoglycane  oder
Lipoteichonsauren), virale und bakterielle Nukleinsdure aktivieren Leukozyten durch
Bindung an bestimmte Rezeptoren. Binden diese Bestandteile an die CD14- oder Toll-
like-Rezeptoren vor allem der Leukozyten, werden sie erkannt und l6sen eine
entzlindliche und immunologische Reaktion des Koérpers aus. Dadurch kommt es zum

einen zur Aktivierung von spezifischen Zellsystemen, wie Monozyten, Makrophagen,



Granulozyten und Endothelzellen, zum zweiten zur Aktivierung biologischer Kaskaden,
wie dem Komplement- und Gerinnungssystem.

Die aktiven Monozyten/Makrophagen und Granulozyten produzieren zahlreiche
Mediatoren, die fir die Modulation des Immunsystems verantwortlich sind. Sie setzen
proinflammatorische Zytokine frei, die zu einer systemischen inflammatorischen
Reaktion fiihren, genannt Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS). Zu
ihnen zahlen der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha), die Interleukine IL-1B3, IL-6,
IL-12 und Interferon-gamma. Zudem produzieren sie Sauerstoffradikale (Superoxid)
und Proteasen, die zur lokalen Gewebsschadigung fihren sowie Lipidmediatoren, wie
Leukotriene.

Endothelzellen setzen als Reaktion auf Mediatoren, wie Interleukine und
Sauerstoffradikale, vasoaktive Substanzen frei. Hierzu zahlen Stickoxid als
Vasodilatator und Endothelin als Vasokonstriktor. Sie exprimieren an ihrer Oberflache
sogenannte Adhasionsmolekile, mit deren Hilfe Makrophagen am Endothel haften und
dieses anschlieRend durchdringen konnen. Dies fuhrt zur Schadigung des Endothels.
In der Folge kommt es zu Permeabilitatsstérungen und Odembildung (,capillary
leakage®).

Nach Permeation der Phagozyten fihren die von ihnen produzierten Sauerstoffradikale
und Proteasen zur weiteren Schadigung von Endothelzellen und anderen
Zellsystemen [1]. Durch Expression des tissue factor - ein Oberflachenprotein - wird die
Gerinnungsaktivierung initiiert.

Neben der Gerinnungsaktivierung kommt es durch die Bakterien oder ihre Bestandteile
zur Aktivierung des Komplementsystems.

Komplementprodukte wie C3a und C5a oder der Membranangriffskomplex fihren zur
Produktion von Sauerstoffradikalen in Phagozyten, was bei UberschieRender Reaktion
mit Gewebsschadigung einhergeht.

Beide Kaskaden (Gerinnung und Komplementsystem) laufen nicht getrennt
voneinander ab, sondern beeinflussen sich auch gegenseitig. So fordert z.B. der
Komplementfaktor C5a direkt die Gerinnung. In Tierexperimenten zeigte sich, dass
auch die Gerinnungsfaktoren starke proinflammatorische Eigenschaften aufweisen und
eine enge Interaktion zwischen Inflammation und Gerinnung besteht [18].

Die Reaktion des Korpers auf eine Infektion ist sehr komplex und keineswegs in eine
Reihenfolge zu bringen. Vielmehr laufen die Mediatorfreisetzung und Aktivierung der

Gerinnung und des Komplementsystems parallel ab und beeinflussen sich in



vielfaltiger Weise gegenseitig [17, 19]. Die UberschielRend freigesetzten Mediatoren
(NO, Leukotriene, Prostaglandine) flihren zu Permeabilitatsstérungen und
Veranderungen der Durchblutung. Dies kann sich in einer inadaquaten Vasodilatation
oder Konstriktion der GefalRe aullern und fuhrt zu einer Stérung der Makro- und
Mikrozirkulation und nachfolgend zu einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot
und -bedarf. Die Permeabilitatsstérung mit Odembildung und ebenfalls die direkte
Einwirkung zytotoxischer Mediatoren auf die Zellfunktion bedingen Gewebshypoxie,
Zellzerstorung und Organdysfunktion.

Ein schematisch stark vereinfachter Ablauf der Entziindungsreaktion st

zusammenfassend in der Abbildung 1 dargestellit.

Einschwemmungvon Bakterien, Viren, Pilzen, Endotoxin, Exotoxin

\Z

Aktivierungvon Monozyten, Lymphozyten, Granulozyten,Enclothelzellen

\Z

Freisetzungvon Zytokinen:IL-1R, 2, 6, 8, 10,12

\Z

Anstieg der Gefallpermeabilitat

\Z

Laktatazidose, Gewebehypoxie, Hypotension, Endothelzellschaden,
Verbrauchskoagulopathie, erniedrigtes bzw. erh6htes Herzzeitvolumen

\Z

Septischer Schock, Multiorganversagen, Immunparalyse

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Sepsispathogenese (modifiziert nach [18, 19])

Zunachst entwickelt sich also eine systemische inflammatorische Reaktion (SIRS).
Deren Grundlage ist die Aktivierung von Gerinnungs- und Komplementsystem und die
rasche Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen aus vor allem
phagozytischen Zellen, Epithelzellen und Endothelzellen. Die gleichzeitige Bildung von
naturlichen Inhibitoren ist inadaquat und die Entziindung gerat aulRer Kontrolle.

Kompensatorisch entwickelt sich bei einer Uberschielenden inflammatorischen
Reaktion eine Phase der Immundepression — genannt CARS (Compensatory Anti-
inflammatory Response Syndrome), bei der es zu einer Ausschittung von

antiinflammatorischen Proteinen, wie IL-10 oder IL-1RA (Inaktive Form von IL-1)



kommt. Dieses ist durch eine eingeschrankte oder komplett aufgehobene
Abwehrfunktion des Immunsystems gekennzeichnet und manifestiert sich als erhéhte
Empfindlichkeit gegenuber Infektionen. Letztendlich kann es in einem septischen
Multiorganversagen enden.

SIRS- und CARS-Phasen vermischen sich und es entwickelt sich ein Mixed

Antagonistic Response Syndrome — MARS [1].

1.5 Sepsistherapie

1.5.1 Kausale Sepsistherapie

Am Anfang steht die kausale Sepsistherapie, welche die chirurgische Herdsanierung
und die Antibiotikatherapie beinhaltet. Je friher die chirurgische und intravendse
antibiotische Therapie begonnen wird, desto besser ist die Prognose des Patienten
[20, 21]. Schon vor Kenntnis des Erregers muss mit einer kalkulierten Antibiose
angefangen werden.

Nach Empfehlungen der Paul-Ehrlich-Gesellschaft besteht die initiale, empirische
Antibiotikatherapie als Monotherapie aus einem Acylaminopenicillin + R-Laktamase-
Inhibitor, einem Cephalosporin der zweiten oder dritten Generation oder einem
Carbapenem. Bei einer Kombinationstherapie werden diese Antibiotika mit einem
Fluorchinolon der Gruppe 2/3 oder einem Aminoglycosid kombiniert [22].

Nach Erhalt des Erregernachweises und der mikrobiologischen Resistenzsituation wird
auf eine gezielte Antibiotikatherapie umgestellt. Die Indikation flr eine empirische
antimykotische Therapie besteht dabei nicht [20, 23, 24].

1.5.2 Supportive Therapie

Die initiale Behandlung des Patienten sollte innerhalb der ersten sechs Stunden
beginnen und umfasst vor allem eine zielgerichtete Herz-Kreislauf-Therapie. Sie
orientiert sich am zentralen Venendruck, am mittleren arteriellen Druck (MAP), am
Hamatokritwert und an der zentralvendsen Sauerstoffsattigung (ScvO,) von = 70%. Die
Therapie der Hypotension erfolgt mit einer sofortigen und adaquaten
Volumensubstitution. Dabei werden Kolloide als auch Kristalloide verwendet [12, 20].
Die VISEP-Studie des SepNet zeigte, dass bei septischen Patienten kristalloide
Losungen zu bevorzugen sind [25]. Wenn die alleinige Volumensubstitution keinen

ausreichenden Perfusionsdruck aufrechterhalt, sollten vasopressorische und inotrope



Substanzen eingesetzt werden. Als Vasopressor wird Noradrenalin und als Inotropikum
der ersten Wahl wird Dobutamin eingesetzt [1, 26]. Die friihe hamodynamische
Unterstltzung (early goal-directed therapy) sollte innerhalb von sechs Stunden
erfolgen, denn je eher man der Gewebshypoxie entgegensteuert, desto besser sind die
Uberlebenschancen des Patienten [27, 28]. Sie soll eine geniigende systemische
Sauerstoffversorgung gewahrleisten und somit die Organdysfunktion verhindern. Wenn
die systemische Sauerstoffsattigung trotz oben aufgefiihrter Therapie und
Sauerstoffgabe weiter unter 70% liegt, sind Erythrozytentransfusionen bis zu einem
Hamatokrit von 30% indiziert. Es empfiehlt sich aber ein eher restriktiver Einsatz von
Erythrozytenkonzentraten.

Bei der Erndhrung des septischen Patienten wird eine enterale Zufuhr generell
bevorzugt, da sie die normale Magen-Darm-Tatigkeit anregt und die Normalflora
stabilisiert. Besonders bei chirurgischen Intensivpatienten sollte der Blutzuckerwert auf
normoglykamische Werte von 4,4-6,1 mmol/l mit Insulininfusionen eingestellt werden
[5, 17, 29], um das Auftreten sepsisbedingter Komplikationen zu senken. Die
intensivierte Insulintherapie beim nicht-diabetischen Intensivpatienten zur Senkung
erhohter Glukosespiegel wird derzeit nicht empfohlen [25, 30]. Die Prognose des
Sepsispatienten wird durch eine Thromboseprophylaxe mit niedermolekularem Heparin
und auch durch eine Stressulkusprophylaxe mit Protonenpumpenhemmern verbessert.
Eine haufige Komplikation der Sepsis ist die dissiminierte intravasale Gerinnung (DIC).
Dabei kommt es zur Verschlechterung der Durchblutung durch Mikroembolien und in
der Folge zu einem erhohten Blutungsrisiko durch die Verbrauchskoagulopathie. Die
Behandlung erfolgt nur bei Blutungen oder Blutungsgefahrdung. Eingesetzt werden
gefrorenes  Frischplasma, Thrombozytenkonzentrate und Konzentrate von
Gerinnungsfaktoren [20, 23].

Ein zurzeit viel versprechender Ansatz ist der Einsatz von aktiviertem Protein C.
Untersuchungen ergaben, dass septische Patienten deutlich verminderte
Plasmaprotein-C- und Protein-S-Werte aufweisen [31]. Die Behandlung von
Sepsispatienten mit rekombinantem humanen aktiviertem Protein C (Drotrecogin alfa)
zeigte in der PROWESS-Studie eine signifikante Reduktion der Mortalitat bei Patienten
mit einem hoheren Krankheitsschweregrad [32-34]. Allerdings war die Gabe von
aktiviertem Protein C mit einer erhohten Inzidenz von ernsthaften Blutungen

vergesellschaftet [35, 36]. Eine andere Studie an Patienten mit niedrigem
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Krankheitsschweregrad (ADDRESS-Studie) wurde vorzeitig abgebrochen, da diese
Patientengruppe nicht von einer Therapie mit Drotrecogin alfa profitierte [37].

Zur Besserung der Organdysfunktion im septischen Schock substituierte man
Hydrokortison. Nachdem mehrere Studien zeigten, dass der Einsatz von hochdosierten
Kortikosteroiden keinen Uberlebensvorteil erbrachte und teilweise sogar einen
Mortalitatsanstieg zeigte, versuchte man die Immunmodulation mit einer niedrig
dosierten Steroid-Therapie. Patienten mit septischem Schock und nachgewiesener
Nebenniereninsuffizienz profitieren von dieser Therapie [28, 34-36]. Nach den
evidenzbasierten Empfehlungen zur Sepsistherapie ist der Einsatz von
Kortikosteroiden in moderater Dosierung (Hydrocortison 200-300 mg/Tag +

Fludrocortison 50 ug/Tag) zu empfehlen.

1.5.3 Adjunktive Sepsistherapie

Neben der antimikrobiellen Therapie und den lebenserhaltenden symptomatischen
MalRnahmen wurden in den letzten Jahren verschiedene potenzielle
Zusatzbehandlungen gepruft, welche in die Immunmodulation des Kdrpers eingreifen.
Die zentrale Rolle von Endotoxinen und proinflammatorischen Zytokinen in der
Sepsisgenese fuhrte zum Versuch, durch Antikérper und Antagonisten einzelner
Faktoren die Letalitdt zu senken. Hierzu zahlt z.B. der Einsatz des Tissue Factor
Pathway Inhibitors (TFPI), der in einzelnen Studien zu einer Senkung der Letalitat im
Gesamtsepsiskollektiv fuhrte [38] dies in anderen jedoch nicht bestatigen konnte [39]
GrolRe Hoffnungen wurden in den Einsatz von Antikérpern gegen TNF-alpha oder
I6slicher TNF-alpha-Rezeptoren gesetzt. Dennoch konnten mehrere Multicenter-
Studien keinen Vorteil nach Verabreichung von monoklonalen Antikérpern gegen TNF-
alpha zeigen. Eine andere Studie zeigte dagegen eine signifikante Verbesserung der
Prognose. Der Einsatz ldslicher TNF-alpha-Rezeptoren als Teil der
antiinflammatorischen Reaktion reduzierte in drei Studien die Inzidenz des
Multiorganversagens und die ITS-Liegezeit. Eine signifikante Mortalitatssenkung war
jedoch nicht nachweisbar [35]. So wurden die Erwartungen in Therapien mit
Antikérpern gegen Endotoxine oder Mediatoren, wie TNF-alpha, oder der Einsatz von
IL-1-Rezeptorantagonisten enttauscht [35, 40, 41].

Andere Konzepte konzentrierten sich auf eine Erhéhung der Leukozytenzahl und
Verbesserung ihrer Funktion. Sowohl Neutropenie als auch die sepsisinduzierte

Dysfunktion der Leukozyten [42] fUhren zu einer hdheren Bakteridmie und zu
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haufigerem Multiorganversagen [43]. Die Transfusion von Granulozytenkonzentraten
erbrachte bei neutropenischen Patienten eine reduzierte Mortalitat [44].
Nebenwirkungen dieser Therapie reichen von Fieber und Schittelfrost bis zur
Alloimmunisierung, bei der vom Patienten Antikdrper gegen Oberflachenproteine der
Spenderzellen gebildet werden [45]. Durch die Verabreichung von granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-
CSF) und Interferon-gamma kam es zwar zu einer Reduktion von Infektionen [46, 47],
die Mortalitat und Letalitat konnte aber nicht verbessert werden [48]. Schwerwiegende
Folgen einer Therapie mit G-CSF oder GM-CSF koénnen eine Leber- und
Nierendysfunktion [43], Lungenversagen [49] und die Einschrankung der Blut-Hirn-
Schranke sein [50].

1.5.4 Extrakorporale Detoxikation

Die weiterhin hohe Mortalitat der Sepsis und des septischen Schocks von 40% bis 60%
erfordert die Entwicklung neuer Therapien, die in Kombination mit der kausalen und
supportiven Sepsistherapie die Letalitat reduzieren [40]. Neue Therapieverfahren wie
die Behandlung mit aktiviertem Protein C, kommen nur fir eine Minderheit der Sepsis-
Patienten in Frage [5].

Wichtige Fortschritte in der Behandlung der Sepsis wurden in den letzten Jahren durch
den Einsatz unterschiedlicher Apherese-Techniken bzw. extrakorporaler Behandlungen
erzielt.

Bei der selektiven Apherese wird das Plasma des Patienten von bestimmten
Bestandteilen gereinigt und dem Patienten wieder zugefuhrt. Die selektive Entfernung
von Toxinen kann durch eine Reihe verschiedener Adsorptionsverfahren erfolgen. Es
wurden viele Adsorber gepruft, wie zum Beispiel Aktivkohle [51], lonenaustauscher
(Resin) [52] und Endotoxin-Adsorber (z.B. Polymyxin) [53-55].

Daneben zeigte auch der Einsatz der Lixelle-Saule bei der Hamoperfusion bzw.
spezifischer Zytokinabsober in der Plasmaperfusion im Tiermodell und auch an
Patienten mit Sepsis, dass die IL-6-Konzentration und der Tumornekrosefaktor alfa
signifikant gesenkt werden konnten [56, 57].

In einer anderen Studie wurde die Endotoxin-Apherese mit Polymyxin B mit der
kontinuierlichen veno-venésen Hamodiafiltration (CVVHDF) kombiniert [58]. Dadurch
konnte die im Sepsiskranken erhdhte Sauerstoffradikalenbildung [59] gesenkt
werden [60].
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Die Wirkung der kontinuierlichen veno-venése Hamodiafiltration (CVVHDF) in der
Therapie der schweren Sepsis (mit und ohne Nierenversagen) wurde schon in
mehreren Studien untersucht. Sie kénnen die Plasmakonzentration von pathogenem
Material, Mediatoren und abgestorbenem Zellmaterial verringern. Teilweise wurden
pro- und antiinflammatorische Zytokine im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch
signifikant gesenkt [61].

Eine Studie an 20 Sepsispatienten mit einem Nierenversagen zeigte, dass die 28-
Tage-Mortalitat durch den Einsatz der Hamdfiltration verbessert werden konnte.
Dennoch ist der Einsatz von Hamofiltration bei nicht-dialysepflichtigen Patienten nicht
empfohlen [35], denn andere Studien belegen, dass es keinen positiven Effekt flir das
Uberleben der Patienten hat [62]. Die Arbeitsgruppen um Ronco (2000) und Bouman
(2002) untersuchten den Einfluss der Ultrafiltrationsrate mittels Hochvolumen-
Hamofiltration auf die Letalitat von Intensivpatienten mit Nierenversagen. Wahrend
Ronco ein signifikant verbessertes Uberleben durch die Erhéhung der
Ultrafiltrationsrate beschreibt, konnte in der Studie von Bouman kein Vorteil gezeigt
werden [63, 64].

Beim Plasmaaustausch wird das Plasma vom Blut separiert und anschliellend
vollstandig ersetzt. Mehrere kleine Studien zeigten einen Uberlebensvorteil der mit
Plasmaaustausch behandelten Gruppe gegeniber der Kontrollgruppe [49]. Der Beweis
fur die Wirksamkeit muss letztendlich in gréfieren Studien belegt werden [23, 62]. 2003
veroffentlichten Stegmayr et al. eine retrospektive Studie Uber die Ergebnisse von 76
Patienten, die einen Plasmaaustausch erhielten. Das durch den APACHE-II-Score
vorausgesagte Uberleben lag bei 33%. Die Patienten erhielten neben der
konventionellen Therapie durchschnittlich zwei Mal einen Plasmaaustausch. Von
diesen Patienten konnten 82% nach Hause entlassen werden, das Ergebnis ist damit
erstaunlich positiv, wegen des Fehlens einer Kontrollgruppe aber nur wenig
aussagekraftig [65]. Busund et al. fihrten dagegen eine prospektive, randomisierte
Studie durch. Diese schloss insgesamt 106 Patienten ein, davon waren 56% im
septischen Schock. Alle Patienten wurden mit einer konventionellen Sepsistherapie
behandelt. Die Plasmapheresegruppe umfasste 54 Patienten. Der primare Endpunkt
dieser Studie war die 28-Tage-Mortalitat. In der Plasmapheresegruppe lag diese bei

33% und in der Kontrollgruppe bei 54%. Im Vergleich ergab sich eine absolute
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Risikoreduktion von 20%. Dieses ermutigende Ergebnis wird sich in einer weiteren
randomisierten Multicenter-Studie beweisen missen [66].

Eine Weiterentwicklung der extrakorporalen Therapien ist die Entwicklung von
bioartifiziellen Organunterstiitzungssystemen. Diese Systeme sollen Uber einen
gewissen Zeitraum die Funktion eines ausgefallenen Organsystems Ubernehmen. Das
Prinzip dieses Bioreaktors basiert auf lebenden Zellen. Bislang wurden artifizielle
Organunterstitzungssysteme fir Leberversagen, Nierenversagen und Patienten mit
schwerer Sepsis entwickelt.

Die Organunterstiitzungssysteme bei Leberversagen lassen sich in zwei Kategorien
einteilen: Systeme, die porcine Leberzellen beinhalten und Systeme, die
immortalisierte humane Hepatozyten nutzen. Dabei Ubernehmen diese Zellen die
Entgiftungsfunktion der Leber. Es ist aber auch denkbar, dass durch das bioartifizielle
Leberunterstiitzungssystem die Synthese von Enzymen und Gerinnungsfaktoren
erfolgen kann.

Demetrious Bemuhungen konzentrierten sich auf eine auf Schweinehepatozyten
basierende bioartifizielle Leber, dem Hepat Assist Liver Support System. Dabei wurden
die Schweinehepatozyen auf beschichteten Dextranmikrotrdgern gezichtet, in einen
Hohlfaserbioreaktor gebracht und in Kombination mit einem Aktivkohlehaltigen
Adsorber eingesetzt [67, 68]. Nach viel versprechenden Ergebnissen im Tiermodell
zeigte eine grolke Studie an 171 Patienten mit fulminantem Leberversagen ein
signifikant hoéheres Uberleben mit dem Hepat Assist-System gegeniiber der
Kontrollgruppe [69].

In den 90er Jahren entwickelten Sussman und Kelly das ELAD-Systems
(Extracorporeal Liver Assistent Device-System). Die Grundlage des ELAD-Systems
sind humane Hepatozyten. Diese befinden sich an der AuRenseite von
Hohlfasermembranen. Das System wurde erfolgreich an Hunden eingesetzt [70]. Die
erste klinische Studie an 24 Patienten mit fulminantem Leberversagen zeigte aber
keinen Vorteil beziiglich des Uberlebens oder der Uberbriickung bis zur
Lebertransplantation [71, 72]. Millis et al. veroffentlichten 2002 die Ergebnisse einer
kleinen Studie an 5 Patienten mit fulminantem Leberversagen, bei der sie ein
modifiziertes ELAD-System verwendeten. Alle finf Patienten Uberstanden die
Lebertransplantation erfolgreich [73].

Zur Behandlung der Sepsis wurden bioartifizielle Immununterstitzungssysteme

entwickelt. Die Arbeitsgruppe um Humes prifte einen Nierentubuluszellbioreaktor,
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genannt RAD (Renal Tubule Assist Device), in einem Tiermodell. Dazu wurde in
Schweinen durch die peritoneale Applikation von E. coli eine Sepsis induziert und
anschliefend mit dem RAD behandelt. Die behandelte Gruppe wies gegeniber der
Kontrollgruppe eine deutlich geringere Konzentration von IL-6 und Interferon-gamma
auf [74]. Dieses System wird an Patienten mit Sepsis und Multiorganversagen (mit
Nierenversagen) eingesetzt [75, 76].

In einer klinischen Phase l/ll Studie kam es bei den Patienten mit Sepsis und
Multiorganversagen zur Stabilisierung des Kreislaufes, zur Verbesserung der

Nierenfunktion und zu erniedrigten Zytokinspiegeln [77].

1.6 EISS-Therapie

1.6.1 Tierexperimentelle Ergebnisse

Die zentrale Rolle der Leukozyten im Regelkreis der Immunabwehr flihrte nun zu
Bestrebungen durch Einsatz von Granulozyten die Auswirkungen der Sepsis zu
reduzieren. Um die Abwehrfunktion der Leukozyten gegenliber Bakterien und deren
Toxinen nutzen zu kdnnen und zusatzlich die negativen lokalen Auswirkungen wie
Gewebeschadigung zu umgehen, lag der Gedanke einer rdumlichen Trennung nahe.
Die EISS-Therapie (Extracorporeal Immun Support System) ist ein bioartifizielles
Organunterstutzungssystem.

Der Grundgedanke ist das ausgefallene ,Organ Immunsystem bzw. dessen
unkontrollierte Reaktion Uber eine bestimmte Zeit zu tberbriicken. Speziell dazu wurde
ein Dbioartifizielles Organunterstitzungssystem entwickelt, dessen Kern ein
Phagozytenbioreaktor —  ein rezirkulierender  Kreislauf ~mit  gesunden
Spendergranulozyten - bildet. Dabei soll das Immununterstitzungssystem nicht nur die
Phagozytosefunktion tUbernehmen, sondern auch immunmodulatorische Funktionen

erfullen, wie z.B. die Freisetzung/Eliminierung von Zytokinen und anderen Mediatoren.

Bisher zeigten zwei tierexperimentelle Vorarbeiten positive Ergebnisse. Bei der
extrakorporalen Behandlung von Ratten mit induzierter E. coli Sepsis Uberlebten sechs
von acht Ratten der Behandlungsgruppe den Beobachtungszeitraum von sieben
Tagen. Dem gegentber Uberlebte keine Ratte der unbehandelten Gruppe. Im Verlauf
zeigten sich positive Einflisse auf die Endotoxin- und TNF-alpha-Spiegel im Plasma,

die Bakterienzahl im Blut und das Kdrpergewicht [78].
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Zur Beurteilung der Sicherheit und Effektivitat des EISS-Verfahrens erfolgten an der
Universitat Rostock Untersuchungen im Grofdtiermodell. Die Versuchstiere waren ca.
10 kg schwere Landschweine. Durch eine einstindige Bakterieninfusion mit
Staphylokokkus aureus spp. wurde eine Sepsis generiert. Nach einer 60-minUtigen
Einwirkzeit wurden diese an einen extrakorporalen Kreislauf angeschlossen. Dieser
bestand aus einem Plasmaseparator und dem Bioreaktor. Das separierte Plasma
wurde durch den Bioreaktor und zurlick in das Tier geflihrt. Die Behandlungszeit betrug
vier bzw. sechs Stunden. Die Tiere wurden insgesamt sieben Tage beobachtet. Sechs
von sieben Tieren der Therapiegruppe Uberlebten den Beobachtungszeitraum. Die
mittlere Uberlebenszeit (75 + 74,4 h) der Kontroligruppe (extrakorporaler Kreislauf
ohne Zellen) entsprach der septischen Vergleichsgruppe (keine Behandlung). Daraus
ergibt sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fir die behandelte Gruppe gegeniiber der
Kontroll- und Vergleichsgruppe. Der positive Effekt zeigte sich auch bei einer Reihe
anderer Parameter, wie z.B. der Bakteriamie, der Zytokinkonzentration und den
Gerinnungsparametern. Auch paraklinische Parameter, wie Laktat,
Endotoxinkonzentration und Nierenfunktionsparameter zeigten einen
Behandlungsvorteil [79].

Aufgrund der positiven Ergebnisse, lag der Einsatz des Systems im klinischen Versuch

nahe.

1.6.2 EISS - | - Studie — Studiendesign

Bei der EISS-I-Studie handelt es sich um eine nichtrandomisierte offene Studie der
Phase I/ll. Dabei erfolgt erstmalig der Einsatz von humanen Granulozytenkonzentraten
in einem extrakorporalen Therapieverfahren bei Patienten mir schwerer Sepsis.
Anhand des Auftretens von Neben- und Wechselwirkungen und der Veranderungen
der laborchemischen Parameter soll die Vertraglichkeit der Therapie untersucht
werden.

Behandelt wurden zehn Patienten mit einer schweren Sepsis und mindestens einem
Organversagen oder einem septischen Schock, die tber einen Zeitraum von 28 Tagen
beobachtet wurden. Da alle Patienten aufgrund ihrer schweren Erkrankung nicht
einwilligungsfahig waren, wurde — wie Ublich - fur diese Patienten ein gesetzlicher

Betreuer bestellt. Dieser war berechtigt, eine Einwilligung in die Studie zu geben.
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Jeder Patient wurde insgesamt zweimal innerhalb von 72 Stunden mit dem EISS-
Verfahren behandelt. Der Tag 1 des Beobachtungszeitraumes entsprach dem Tag der
ersten Behandlung. Die zweite Behandlung erfolgte am 3. oder 4. Beobachtungstag.

Nach Einschluss des Patienten wurde ein blutgruppengleicher Granulozytenspender
einbestellt. Um eine ausreichende Anzahl an Granulozyten im Apheresat anreichern zu
koénnen, wurde der Spender vor der Spende mit Glukokortikoiden oral vorbehandelt.

Nach Erhalt des Granulozytenkonzentrates fiir die erste Behandlung wurden die Ein-
und Ausschlusskriterien nochmals kontrolliert und der Patient an das vorbereitete
EISS-System angeschlossen. Das Studienprotokoll sah vor, jeden Patienten pro
Behandlung Uber einen Zeitraum von 6 h mit dem EISS-System zu therapieren. Nach
der ersten EISS-Behandlung wurden die definierten Sicherheitskriterien nochmals

Uberprift und Uber die Zweitbehandlung entschieden.
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2. Wissenschaftliche Zielstellung

Ziel der Untersuchung ist der Nachweis der Sicherheit des EISS-Verfahrens im
Rahmen der Phase-l/ll-Studie. Deren Grundlage war die Sammlung der
Patientendaten sowie die Mitarbeit wahrend der EISS-Behandlung und nachfolgend die
statistische Analyse und Bewertung der Ergebnisse. In diesem Zusammenhang wurde
ein Behandlungsplan erstellt und eingehalten. Vor der statistischen Auswertung wurde
die Validierung der Daten durch ein unabhangiges Monitoring durchgefihrt.
AnschlieBend erfolgte die Systematisierung und Evaluation der Ergebnisse. Die
Zielkriterien fir den Nachweis der Sicherheit des EISS-Verfahrens sind im Folgenden
definiert.

Hauptkriterien zur Bewertung der Sicherheit der extrakorporalen Therapie:

e langerdauernde hamodynamische Komplikationen wahrend der extrakorporalen
Behandlungen (definiert als neue Notwendigkeit von Vasopressoren oder
Verdopplung der Dosis, falls schon vorher Vasopressoren notwendig waren),

e DIC innerhalb von 24 h nach Beginn einer Einzelbehandlung (definiert als
Thrombozytenabfall von mehr als 50% und/oder Verdopplung der D-Dimere
gegenuber dem Ausgangswert vor der Behandlung, mindestens jedoch in den
pathologischen Bereich),

o hamorrhagische Diathese,

e schwere Hamolyse innerhalb von 24 h nach Beginn einer Einzelbehandlung
(definiert als LDH-Erhéhung (Verfunffachung gegeniber dem Wert vor
Behandlung It. Schonweiss)),

e schwere allergische Reaktion

Nebenzielkriterien:

¢ Anteil von Einzelbehandlungen mit komplikationsfreier technischer Funktion des
extrakorporalen Kreislaufes.

e Bestimmung der 28-Tage-Mortalitdt: Deskriptiver Vergleich mit der
entsprechend den verschiedenen Scores (APACHE, SOFA, MODS, SAPS-II)
zu erwartenden Mortalitat,

e Beobachtung aller Organfunktionen entsprechend dem MODS Score,

o Deskriptive Analyse der Veranderung der Vital- und Laborparameter sowie der
Scores, Trendauswerten der Veranderungen des Immunsystems durch

Bestimmung pro- und antiinflammatorischer Parameter.
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3. Material und Methodik

3.1 Patienten

Fiar die Studie wurden zehn Patienten aus insgesamt drei Zentren rekrutiert: den
Intensivstationen der inneren, der chirurgischen und anasthesiologischen Kilinik der
Universitat Rostock.

Eingeschlossen wurden Patienten im Alter ab 18 Jahren mit einer schweren Sepsis
und mindestens einem Organversagen oder einem septischen Schock. Zur Definition
wurden die allgemein glltigen Sepsiszeichen nach der Konsensuskonferenz des
»2American College of Chest Physicans and Society of Critical Care Medicine, Chest

1992 herangezogen.

Vor Einschluss der Patienten wurden folgende Ausschlusskriterien Uberpriift:
e Teilnahme an einer anderen klinischen Studie innerhalb der letzten 30 Tage
e Teilnahme an dieser Studie zu einem friiheren Zeitpunkt
e Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Prifung
e Schwangerschaft
¢ Nichtbeherrschbare Blutungen (klinisch mehr als 2
Erythrozytenkonzentrate taglich)
e Trotz therapeutischer MaBnahmen nach BMC-Kriterien langer als 12 h

bestehende Schocksymptomatik mit systolischem Blutdruck < 90 mmHg.

Zusatzlich erfolgte vor und nach der Beobachtungszeit die serologische Untersuchung
auf:

e Anti-HIV,

e Anti-HCV,

e Anti-CMV (IgG) und

o HBs-Antigen
um eine vorbestehende Infektion, die zum Ausschluss des Patienten gefuhrt hatte,

sowie die Ubertragung wahrend der Behandlung auszuschlieRen.
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3.2 Verlaufsdokumentation

Vom Tag des Studieneinschlusses bis zum Tag 8 sowie an den Tagen 10, 12, 14, 21
und 28 oder gegebenenfalls am Todestag wurden die wichtigsten

Standardlaborparameter, wie:

e Blutbild,
e CRP,
e PCT,

e Gerinnungsparameter,
e Organspezifische Parameter,
sowie die physiologischen Parameter
e Blutdruck,
e Puls,
e Temperatur,
e Beatmungsparameter,
e Einfuhr und Ausscheidung
e und der klinische Gesamtkdrperstatus dokumentiert.

Einen Uberblick zu diesen Parametern gibt die Tabelle 4.

Um weitere Einschatzungen Uber den Verlauf der Erkrankung und der
Organdysfunktion zu treffen, wurden an den Beobachtungstagen und zusatzlich am
Einschluss- und Aufnahmetag auf der Intensivstation folgende Scores erhoben bzw.
errechnet:

e die Glascow-Coma-Scale (GCS),

e der APACHE-II-Score,

e der SAPS-II-Score,

e der SOFA-Score.
Dazu wurden die Parameter genutzt, welche im Zeitraum von 6:00 Uhr des
Behandlungstages bis 6:00 Uhr des nachsten Tages bestimmt wurden.
Innerhalb der Beobachtungszeit von 28 Tagen wurde an allen Tagen die allgemeine
Medikation, wie Antibiotikagabe und Katecholaminverbrauch, sowie die Gabe von
Volumenersatzmitteln, Blut und Blutderivaten dokumentiert.

Zusatzlich wurden mikrobiologische Untersuchungen erfasst.
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Tabelle 4: Parameter, die am Einschlusstag, an den Beobachtungstagen 1- 8, 10,12,14, 21, 28 und ggf.
am Todestag erfasst wurden, zugeordnet zum jeweiligen Organsystem

Organsystem/Score Parameter

Hamodynamik MAP, Puls, ZVD

Atmung/Beatmung PEEP, FiO,, PaO,, PaO./FiO,

Immunsystem TNF-alpha, IL-1R, IL-6, IL-8, IL-10, LBP CRP, Leukozyten, HLA-DR
Homoeostase Quick, pTT, INR, Fibrinogen, AT-Ill, D-Dimere, Thrombozyten,
Elektrolythaushalt Na, K, Ca

Leber ASAT, ALAT, Bilirubin

Nieren Harnstoff, Kreatinin, Ausscheidung

Andere PCT, Temperatur, LDH

Séaure-Basen-Status pH, Bicarbonat

Scores GCS, APACHE I, SAPS II, MODS, SOFA

Wahrend der EISS-Behandlung wurden der mittlere arterielle Blutdruck, Puls und
Temperatur dokumentiert und sowohl vor als auch nach jeder Behandlung die
Parameter entsprechend Tabelle 5 bestimmt. Die Blutentnahmen vor EISS wurden bis
auf wenige Ausnahmen unmittelbar vor Start (Zeitpunkt 0:00) entnommen. Wenn
Parameter nicht zu diesem Zeitpunkt bestimmt wurden, erfolgte die statistische
Auswertung mit Parametern, die aus den morgendlichen Blutentnahmen ermittelt

wurden.

Tabelle 5: Parameter, die vor und nach der EISS-Therapie erfasst wurden, zugeordnet zum jeweiligen

Organsystem
Organsystem Parameter
Immunsystem CRP, Leukozyten, HLA-DR, TNF-alpha, IL-1R, IL-6, IL-8, LBP, IL-10
Homoeostase pTT, INR, Fibrinogen, AT-Ill, D-Dimere, Thrombozyten, Quick
Niere Harnstoff, Kreatinin

Saure-Basen-Haushalt | pH, Bicarbonat
Komplementsystem C3,C4

Elektrolyte Na, K

Andere Haptoglobin, PCT, LDH

Zur Beschreibung der Patienten wurden Diagnosen sowie Komplikationen und
Ausgang des Krankheitsverlaufes erfasst. Das Auftreten unerwinschter Ereignisse

wurde anhand spezieller Erhebungsbdgen festgehalten.

3.3 Bestimmung der Parameter

Die Routineparameter wurden vom Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie

der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Rostock bzw. in der Abteilung flr
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Transfusionsmedizin  bestimmt. Da die Labors an  vorgeschriebenen
Qualitatssicherungsmalinahmen teilnehmen, ist die Validitat der Daten sichergestellt.
Die Gerate zur Bestimmung der Parameter auf den klinischen Abteilungen unterliegen

regelmafigen Kontrollen und werden in der klinischen Routine genutzt.

Die Bestimmung der Zytokine 1I-18, 11-6, II-8, 1I-10, TNF alpha und LBP erfolgte mit der
Methode der Festphasen - Chemilumineszenz - Enzymimmunoassay. Dieser wird als
automatisiertes System (IMMULITE Fa. Biermann der DPC — Diagnostic Products
Corporation) fir die Messung von Zytokinen und Hormonen genutzt.

Die Komplementfaktoren C3 und C4 wurden an dem Analysegerat DXC 800 der Firma
Beckman mit dem Messprinzip der Turbidimetrie bestimmt [80].

Die Bestimmung der HLA-DR Expression erfolgte durch das Labor der Teraklin AG,
Rostock (Sponsor der Studie).

3.4 Behandlungsaufbau

Das EISS-System ist ein extrakorporaler Kreislauf, der &hnlich der Nierendialyse
aufgebaut ist. Die Basis bildet ein MARS-Monitor 1TC (Gambro Rostock GmbH,
Rostock, Germany). Bestimmungsgemall wurde dieser fir das gleichnamige MARS-
Verfahren (Molecular Absorbents Recirculating System), eine
Leberunterstitzungstherapie, zugelassen und CE-zertifiziert. Dadurch wird im
Zellkreislauf ein Fluss von 200ml/min erzeugt. Zusatzlich werden die Edwards BM11a
und die Edwards BM14 fir die Plasmaseparation benétigt. Diese Gerate sind ebenfalls
CE-zertifiziert und bilden zusammen die Einheit Edwards BM25. Die
Geratekombination BM11/BM14 gewahrleistet somit die Plasmapherese, die mit einer
Plasmaseparationsrate von 17-33 ml Plasma/Minute bei einem Blutfluss von 150-200
ml/min durchgefuhrt wurde. Der Aufbau des zusatzlichen Zellkreislaufes erfordert ein
Schlauchsystem, das die Plasmafilter und die Tropfkammer miteinander verbindet.
Hierzu wurde das EISS-Kit, Revision 04, entwickelt.

Einen schematischen Aufbau des EISS-Kreislaufes zeigt die Abbildung 2.

Die Komponenten des Einwegsets setzten sich aus auf dem Markt erhéaltlichen
Medizinprodukten und Eigenentwicklungen der Teraklin AG, Rostock zusammen.
Diese sind aus Einzelkomponenten zusammengesetzt, welche fur &hnliche

Indikationen in Medizinprodukten bereits eingesetzt werden. Die notwendigen
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Komponenten wurden von der Teraklin AG entsprechend dem Anhang VIII der
Richtlinie 93/42/EWG flir Medizinprodukte erstellt.

Vor Beginn der EISS-Therapie wird das Schlauchsystem mit Hamodialysefllissigkeit
vorgefullt. In einem zweiten Schritt wird das Granulozytenkonzentrat in die
Tropfkammer und somit in den Zellkreislauf infundiert. Dem Patientenblut und dem
Granulozytenkonzentrat wird im Bolus Heparin (20 1U/kg, “Liquemin®”’, Roche,
Grenzach-Wyhlen, Germany) zugesetzt, um eine Koagulation im Schlauchsystem zu
verhindern. Die weitere Heparin-Antikoagulation wurde entsprechend der gemessenen
ACT (Activated Clotting Time) vom Patientenblut und Plasma des EISS-Kreislaufes
angepasst.

Uber einen vendésen Zugang (Shaldon Katheter in der V. subclavia oder V. femoralis)
wird der Patient an das Schlauchsystem des EISS-Systems angeschlossen. Die
,Blutpumpe® der BM11 transportiert das Blut in einen Plasmafilter (Plasmafilter “PF
1000N”, 0.5 pym Porengrélle, GAMBRO Hospal GmbH, Martinsried, Germany), dort
wird das Plasma mit Hilfe der Dialysatpumpe der BM14 vom Patientenblut separiert.
Das Plasma (Plasma Line) gelangt in die Tropfkammer und kommt dort mit den
Spendergranulozyten des Zellkreislaufes (Cell Circuit Line) in Kontakt. Der Zellkreislauf
wird Uber den MARS-Monitor bedient.

Der Zellfilter | trennt das behandelte Plasma wieder vom Granulozytenkonzentrat. Das
Plasma passiert zur Sicherheit einen zweiten Zellfilter und wird anschlieflend dem
Patientenblut (Blood Line) wieder zugeflhrt, welches tber den so genannten ,ventésen*
Schenkel des Schlauchsystems dem Patienten rickinfundiert wird.

Die Abbildung 3 zeigt den aufgebauten Kreislauf am Patientenbett wahrend der

Behandlung.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des EISS-Kreislaufes
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Abbildung 3: Aufgebautes EISS-System wahrend der Behandlung eines Patienten

3.5 Granulozytenkonzentrat

Das Granulozytenkonzentrat wurde unmittelbar vor der Behandlung entsprechend den
Standardarbeitsanweisungen der Abteilung fur Transfusionsmedizin der Klinik fur
Innere Medizin an der Universitat Rostock hergestellt. Es werden ausschlief3lich

humane Granulozyten verwendet.

Zur Granulozytenapherese werden nur gesunde Spender herangezogen.
Grundvoraussetzung fur eine Granulozytenspende war die identische Blutgruppe von
Empfanger und Spender. Im Rahmen eines Gespraches mit dem verantwortlichen
Transfusionsmediziner wurde der Spender anhand eines Spenderaufklarungsbogens
Uber mdgliche Besonderheiten und Nebenwirkungen informiert. Alle Spender erhielten
als Aufwandsentschadigung 75 Euro pro Spende.

Die Spender werden 17, 12 sowie 2 Stunden vor der Spende mit jeweils 20 mg
Methylprednisolon (Urbason®, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt,
Germany) oral vorbehandelt, um eine ausreichende Anzahl an Granulozyten im

Apheresat zu erhalten.
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Wahrend der Apherese wird dem Blut Hydroxyethylstarke (HES 200/0.5 6%, Fresenius
Kabi AG, Bad Homburg, Germany) als Sedimentationsbeschleuniger und Zitrat als
Antikoagulanz zugesetzt.

Das Ziel ist eine Menge von mehr als 1x10' Granulozyten pro Quadratmeter
Korperoberflache des Spenders zu separieren.

Im Konzentrat sind neben den Granulozyten auch alle anderen Bestandteile des Blutes
enthalten, jedoch in geringeren prozentualen Anteilen als im Normalblut. Um die
Teilungsrate insbesondere der Lymphozyten zu unterdriicken wird standardmafig vor
einer Granulozytentransfusion das Konzentrat mit 30 Gy bestrahlt. Hierdurch soll eine
Graft versus Host Reaktion verhindert werden. Auch bei den ersten 10 Patienten der

EISS-1-Studie wurde dieser Herstellungsstandard eingehalten.

3.6 Score-Systeme

Zur Beurteilung der Schwere der Erkrankung und der Prognose des Patienten wurden
in den ersten 24 Stunden nach ITS-Aufnahme der APACHE-II-Score und der SAPS-II-
Score erhoben. Auch im weiteren Studienverlauf wurden diese Scores taglich
dokumentiert.  Hierzu erfolgte an jedem Tag die Bewertung des
Bewusstseinszustandes mit der Glascow-Coma-Scale. Die Schwere der
Organdysfunktion wurde mit dem MODS und dem SOFA-Score beurteilt.

APACHE-II-Score
Der APACHE-II-Score (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) ist ein

Punktescore zur Vorhersage der Uberlebenswahrscheinlichkeit intensivmedizinischer

Patienten.

Mit Hilfe dieses Scores erhalt man einen Zusammenhang zwischen der Schwere der
Erkrankung und der Mortalitdt. Die Prognose wird unter Berlcksichtigung von 4
verschiedenen Angaben erstellt. Das sind das Alter, akute physiologische Parameter,
der Bewusstseinszustand und der chronische Gesundheitszustand. Der
Bewusstseinszustand wird an Hand der Glascow-Coma-Scale beurteilt. Aufgrund
dessen ist die Anwendung bei sedierten Patienten problematisch.

Der APACHE-II-Score kann taglich erhoben werden, dazu werden die schlechtesten
Werte innerhalb der letzten 24 Stunden verwendet. Die Bewertung der physiologischen
Parameter erfolgt anhand der Abweichung von den Normalwerten. Der APACHE Il ist

nur fir die ersten 24 Stunden konzipiert, ab dem 4. Tag fallt die Aussagekraft bis unter
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die Zufallswahrscheinlichkeit, von diesem Zeitpunkt an bringt er keine prognostisch
verwertbaren Informationen mehr. Als Ergebnis erhdlt man eine Zahl, die mit einer
Funktion in die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten umgerechnet wird. Je
héher der errechnete Score ist, desto schlechter ist die Prognose des Patienten.
Patienten mit einem Score bis zu 18 Punkten werden im Allgemeinen als Falle mit

guter Prognose beschrieben [1].

SAPS I

Der ,Simplified Acute Physiologic Score II" (SAPS Il) wird anhand der schlechtesten
Werte 13 physiologischer Variablen der ersten 24 Stunden nach Aufnahme auf die
Intensivstation ermittelt. Auch hier zeigt eine hohe Punktzahl grob die Schwere der
Erkrankung unabhangig von ihrer Atiologie an.

Der SAPS Il ist stark von der Vorbehandlung des Patienten abhangig
(,Behandlungsbias"), d.h. ein gut vorbehandelter Patient wird auch bei sehr schwerer
Erkrankung einen niedrigen SAPS Il aufweisen, da eine fruhzeitige Behandlung
physiologische Derangierungen ausgleichen kann. Deshalb ist dieser, dhnlich dem

APACHE-II-Score, nur bei ITS-Aufnahme als prognostischer Parameter geeignet.

MODS

Der MODS (Multiple Organ Dysfunction Score) ist ein MaR fur die Schwere des
Multiorganversagens eines Patienten. Damit spiegelt er den Schweregrad seiner
Erkrankung wieder. Es werden insgesamt 6 Organsysteme (Atmung, Niere, Leber,
Herzfunktion, Hamatologie und Neurologie) durch je einen laborchemischen oder
klinischen Parameter charakterisiert und in einem 4-Zahlensystem bewertet. Die

Summe der Einzelbewertungen ergibt das Ausmald der Organdysfunktion.

SOFA-Score

Der SOFA-Score (Sequential Organ Failure Assessment Score) dient der objektiven
Beschreibung der Organdysfunktion und wird nicht nur bei Sepsispatienten angewandt,
er wurde von Experten der European Society for Intensive Care Medicine (ESICM)
festgelegt. Grundlage der taglichen Erhebung sind die jeweils schlechtesten Werte fir
jedes Organsystem. Er erfasst die wichtigsten Organdysfunktionen mit jeweils einem
einzelnen Parameter und teilt den Schweregrad der Organdysfunktion entsprechend

der Abweichung dieses Parameters von der Norm in ein 4-Punkte-System ein. Im Falle
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der Herz-Kreislauf-Dysfunktion ~ wird die = Bewertung anhand der zur

Blutdruckstabilisierung notwendigen Katecholamintherapie vorgenommen.

3.7 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem statistischen Auswertungsprogramm SPSS
15.0 fur Microsoft Windows.

Aufgrund der kleinen Stichprobenzahl wurde auf eine Prifung zur Normalverteilung
verzichtet, folglich wurden parameterfreie Tests genutzt, die nicht von Mittelwerten
oder Standartabweichungen abhangig sind. Zur statistischen Beschreibung und
Auswertung wurden der Median und die Spannweite (Range) herangezogen. Im
Folgenden ist die Spannweite als Zahl in Klammern hinter dem Median angegeben.
Zum Beispiel bedeutet 64 (44): Median: 64, Range: 44.

Zum Vergleich der Parameter vor und nach der Behandlung wurde der Wilcoxon-Test
fur zwei abhangige Stichproben genutzt. Statistische Unterschiede werden mit einem
p-Wert von < 0,05 als signifikant betrachtet.

Um die Parameter im 28-Tage Verlauf auswerten zu kdénnen, wurde zundchst der
Friedmann-Test, ein parameterfreier Test zum Vergleich mehrerer (k>2) abhangiger
Stichproben, angewandt. Durch paarweises Testen mit dem Wilcoxon-Test wurde
anschlieBend ermittelt, welche Zeitpunkte sich im Einzelnen voneinander
unterscheiden und signifikant sind. Nach Auswertung der erhobenen Daten, wurde
zusatzlich eine Auswertung im Sinne einer Last Observation Carried Forward Analyse
(LOCF) durchgefiihrt, um den Bias durch die fehlenden Werte der verstorbenen
Patienten zu umgehen. Die graphische Darstellung der Parameterverlaufe erfolgte mit
Hilfe von Boxplot-Diagrammen die mit dem Programm Sigma plot erstellt wurden. Die
Signifikanzen des Wilcoxon-Tests werden im Boxplot durch ein § bzw. durch ein *
(LOCF) sichtbar gemacht.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientencharakterisierung

Es wurden 10 Patienten aus drei verschiedenen Intensivstationen der Universitat
Rostock eingeschlossen. Zwei Patienten wurden auf der Intensivstation der Klinik flr
Innere Medizin eingeschlossen, flnf Patienten auf der Intensivstation der Klinik flr
Anasthesie und Intensivmedizin und weitere drei Patienten wurden auf der
Intensivstation der Chirurgischen Klinik rekrutiert. Die Auswahl der Patienten erfolgte
durch tagliche Prifung der Einschlusskriterien an den Neuaufnahmen und den
stationaren Patienten. Insgesamt erflllten alle Studienpatienten die Einschlusskriterien
und wurden bei der Auswertung berticksichtigt.

Bei der Studienpopulation handelte es sich insgesamt um 5 weibliche und 5 mannliche
Patienten. Im Median lag das Patientenalter bei den 10 Patienten bei 64 (44) Jahren.
Bei den funf weiblichen Patienten lag das Alter im Median bei 68 (26) Jahren, bei den

funf mannlichen Patienten bei 60 (41) Jahren.

Tabelle 6: Uberblick der rekrutierten Patienten bezuglich der Basisdaten, wie Alter, Geschlecht, Gewicht
und der Liegezeit auf der Intensivstation. Das Gewicht basiert bei einem Teil der Patienten auf

Schatzwerten.
Patient Alter Geschlecht Gewicht ITS-I:I!egezelt in
agen

P01 60 mannlich 68 53
P02 32 weiblich 90 23
P03 68 weiblich 60 22
P04 69 mannlich 90 20
P05 50 mannlich 60 40
P06 60 mannlich 90 51
P07 69 weiblich 80 49
P08 76 mannlich 86 44
P09 46 weiblich 77 11
P10 73 weiblich 56 35

Median 64 78,5 37,5

Range 44 34 42
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Drei der 10 Patienten verstarben noch wahrend der Beobachtungszeit von 28 Tagen
auf der Intensivstation, darunter waren zwei Frauen und ein Mann. Nach der
Beobachtungszeit verstarb eine weitere Patientin auf der Intensivstation. Die
Uberlebenden 6 Patienten wurden zunachst auf eine Normalstation verlegt oder in ein
Pflegeheim entlassen.

Daraus ergibt sich unter den Verstorbenen im Median eine ITS-Liegezeit von 37,5 (42)
Tagen. Die mediane Liegezeit der Uberlebenden Patienten auf der Intensivstation
betragt 42 (42) Tage. Die Gesamtkrankenhausletalitat der Studienpatienten
betragt 40%.

Eine detaillierte Darstellung der Patienten bezliglich pradisponierender Erkrankungen,
Grund der ITS-Aufnahme sowie Uberleben oder Versterben findet sich in der Tabelle 7.
Alle eingeschlossenen Patienten wiesen bei Einschluss zwei oder mehr Merkmale
einer SIRS oder Sepsis und mindestens ein Organversagen auf. Die Tabellen 8 und 9
geben einen Uberblick Uber die Verteilung der SIRS-Kriterien und der Organversagen

bei Einschluss.

Tabelle 8: Verteilung der SIRS-Kriterien bei Studieneinschluss

SIRS Kriterium Haufigkeit
Temperatur <36 °C bzw. >38 °C 5
Herzfrequenz >90 Schlage/min 10
Atemfrequenz >20/min bzw. PCO, <32 mmHg 4
Leukozytenzahl 12Gpt/l bzw.<4Gpt/l bzw. >10% unreife Neutrophile 9

Tabelle 9: Ubersicht liber die Organversagen bei Studieneinschluss.

Organversagen bei Einschluss Haufigkeit
Kardiovaskular 10
Atmung 6
Hamatologie 3
Metabolische Azidose 2
Akutes Nierenversagen 3

Bei entsprechender Indikation erhielten die Patienten Blutkonzentrate oder
Blutderivate.

Bei allen 10 Patienten kamen Erythrozytenkonzentrate zum Einsatz, bei zwei Patienten
wurden Thrombozytenkonzentrate und bei flinf Patienten Fresh Frozen Plasma (FFP)
transfundiert. Vier Patienten mussten wahrend der ersten 4 Beobachtungstage mit
Antithrombin-Ill substituiert werden. Die Patienten 04, 07, 08, 09 und 10 wurden
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wahrend der Beobachtungszeit mit der kontinuierlichen veno-venésen Hamofiltration
behandelt.

Zum Ausschluss von HLA-Antikorpern wurde das Patientenblut vor jeder Behandlung
mittels Mikrolymphozytotoxizitatstest getestet. In keinem Fall wurden HLA-Antikorper
nachgewiesen. Vor der ersten Behandlung wurde dieser Test bei jedem Patienten
durchgefihrt und erbrachte jeweils ein negatives Ergebnis. Vor der zweiten
Behandlung erfolgte der Test nur bei vier Patienten, auch hier wurden keine HLA-

Antikdrper nachgewiesen.

4.2 Mikrobiologische Untersuchungen

Als haufigste wahrscheinliche Ursache der Sepsis lie3 sich bei sechs der behandelten
Patienten eine Pneumonie feststellen.

Bei jeweils einem Patienten war ein Nierenabszess und ein Abszess im Bereich einer
Hufttotalendoprothese am dritten postoperativen Tag Ausgangspunkt der septischen
Entziindung.

Zwei Patienten entwickelten eine Sepsis nach einer Infektion im Mediastinum, bzw. der
Thoraxwand.

Bei Verdacht auf eine mikrobielle Infektion wurden dementsprechend verschiedenste

Untersuchungsmaterialien enthommen

Folgende Materialien wurden auf Erreger untersucht
e Katheterurin / Urin
e Aszitespunktat
e Blutkultur
e Abstriche von verschiedenen Kdrperregionen
e Stuhl
e Liquor
o ZVK-Katheterspitze
e Wundabstriche
e Gelenkpunktat
e Bronchialveolare Lavage

e Bronchial-/ Trachelasekret
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Insgesamt konnte bei vier Patienten (Pat. 01, 02, 04 und 07) ein Erreger in der
Blutkultur isoliert werden. In verschiedenen Blutkulturen lief3en sich bei Patient 01 die
Gram-positiven Bakterien Streptokokkus pneumoniae und Enterokokkus faecalis
nachweisen sowie der Hefepilz C. tropicalis. Auch bei Patient 02, 04 und 07 liel3en sich
Gram-positive  Erreger  (Staphylokokkus  epidermidis, Koagulase negative
Staphylokokken und Enterokokkus faecalis) kultivieren. Bei den (brigen sechs
Patienten waren die Blutkulturen ohne einen Keimnachweis.

Die Tabelle 10 gibt einen Uberblick tiber den wahrscheinlichen Sepsisfokus und das
relevante Erregerspektrum der Patienten, welches sich bei der Untersuchung oben

genannter Materialien im Verlauf des ITS-Aufenthaltes ergeben hat.
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Tabelle 10: Uberblick (iber den wahrscheinlichen Sepsisfokus,
Erregerbestimmungen ausgewahlter Materialien
Pat. Fokus Material Erreger
P01 | Pneumonie Blutkultur peripher Streptokokkus pneumoniae,
C. tropicalis,
Bakteriamie Katheterspitze Enterokokkus faecalis
Blutkultur zentral
Trachealsekret C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis
P02 | Bakteriamie Blutkultur zentral Staph. epidermidis
Pneumonie Trachealsekret Pseudomonas aeroginosa; C. albicans
P03 | Pneumonie Trachealsekret C. albicans, Staph. aureus,
Haemophilus influenzae, Neisseria spp.
Urosepsis DK-Urin Proteus mirabilis, Enterokokken
Liquor vergr. Streptokokken, Koagulase neg.
Staph.
P04 | Pneumonie Trachealsekret Klebsiella pneumoniae, C. albicans
Koagulase neg. Staph., Gram-neg.
Stabe, C. albicans
Bakteriamie Bronchiallavage Enterobacter aerogenes, Gram-pos.
Kokken,
Katheterspitze C. albicans
Blutkultur Staph. epidermidis
peripher/zentral Koagulase neg. Staph.
P05 | Pneumonie Trachealsekret E. coli, Streptokokkus dysgalactiae, C.
albicans
DK-Urin Staph. aureus, Enterokokken
po6 |Mediastinitis Trachealsekret C. parapsilosis, Koagulase neg. Staph.,
Staph. aureus
Abstrich Nase/Rektum/Anus Koagulase neg. Staph.
Thoraxdrainabstrich rechts Enterokokken
P07 | TEP-Infektion Blutkultur/Gelenkpunktat Enterokokkus faecalis
DK-Urin Enterokokken
P08 | Pneumonie Trachealsekret/ C. albicans, Citrobacter diversus,
Bronchiallavage Koagulase neg. Staph.
Citrobacter koseri, Pseudomonas
aeroginosa, C. albicans
P09 | Abszess Niere | DK-Urin C.albicans
P10 | Wundinfektion OP-Abstrich Transplantat/ Enterokokken, E.coli, C. freundii-
im ventralen Brust Komplex
Thoraxbereich | Gewebe aus E. coli, Streptokokkus agalactiae,
Sternumresektion Koagulase neg. Staph.
Nasenabstrich Koagulase neg. Staph., C. albicans
Wundabstrich Koagulase neg. Staph., E. faecium
Gesal/Bauch/Sternum
Sputum Staph. aureus MRSA
Bronchialsekret C. krusei
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4.3 Unerwunschte Ereignisse

Alle eingeschlossenen Patienten wurden jeweils zweimal mit der EISS-Therapie
behandelt. Zu Beginn der Behandlung erhielt jeder Patient 5000 IE Heparin im Bolus.
Die weitere Heparinisierung wurde zunachst an eine activated clotting time (ACT)
zwischen 125 und 150 s angepasst. Die Behandlungszeit sollte nach Angaben des
ausgearbeiteten Studienprotokolls sechs Stunden betragen. Allerdings musste die
Therapie bei zwei Behandlungen vor Ablauf der festgelegten Behandlungszeit beendet
werden. Die erste EISS-Behandlung des ersten Patienten (P01/1) wurde nach einer
Stunde und 16 Minuten abgebrochen, da es zu einer Koagulation des Blutes im
Zellfilter | kam. Daraufhin wurde die Heparindosierung im Zellkreislauf erhéht und an
eine ACT zwischen 175 und 200 Sekunden angepasst. Der zweite vorzeitige Abbruch
ereignete sich nach einer finfstindigen Behandlungszeit bei der zweiten Behandlung
des sechsten Patienten (P06/2). Hier kam es nach flnfstindiger Behandlung zu einem
Druckanstieg im Zellfilter 1. Nach 3:30h war die ACT im Zellkreislauf mit 163 Sekunden
unter der Ziel-ACT. Madglicherweise hatte die Erhéhung der Heparindosis im
Zellkreislauf den Druckanstieg verhindert. Alle anderen 18 Behandlungen verliefen

ohne Komplikationen.

In der Tabelle 12 im Anhang sind die Behandlungszeiten, das jeweils gereinigte
Plasmavolumen, die Zahl der eingesetzten Granulozyten und die Ursache des
vorzeitigen Behandlungsabbruches, falls stattgefunden, aufgefinhrt.

Drei der zehn Patienten verstarben noch wahrend des Beobachtungszeitraumes von
28 Tagen. Am 18. Studientag entwickelte sich bei der Patientin 03 eine
Vier-Quadranten-Peritonitis infolge einer perforierten Sigmadivertikulitis. Die daraufhin
durchgefuhrte Notoperation erbrachte keinen Erfolg, so dass die Patientin an den
Folgen der Erkrankung verstarb.

Bei Patient 04 wurden aufgrund einer sehr schlechten Prognose bei nosokomialer
Pneumonie mit septischen Schock und Organversagen die Intensivieistungen
eingeschrankt. Insbesondere beruhte die schlechte Prognose auf dem Leberversagen
bei schwerer Zirrhose. Der Patient verstarb am neunten Studientag.

Die Patientin 07 Uberlebte den Beobachtungszeitraum von 28 Tagen, verstarb jedoch

noch auf der Intensivstation an den Folgen des septischen Schocks.
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Bei Patientin 10 traten am 6. Studientag maligne Herzrhythmusstérungen auf. Eine
Reanimation war erfolglos, so dass die Patientin an Kreislaufversagen mit Asystolie

verstarb.

4.4 Ergebnisse im Vorher-Nachher-Vergleich

4.4.1 Hamodynamik

Beim septischen Schock kommt es zur Hypotension, d.h. der systolische Blutdruck
liegt trotz ausreichender Volumentherapie unter 90 mmHg. Zur Aufrechterhaltung eines

ausreichenden arteriellen Druckes ist die Gabe von Vasopressoren notwendig.

Der Einfluss der EISS-Therapie auf die Kreislaufsituation der Patienten wurde anhand
des Katecholaminverbrauches, der Veranderung des Mittelarteriellen Blutdruckes
(MAP) und des Zentralvendsen Druckes (ZVD) sichtbar gemacht.

Jeder der Patienten war innerhalb des Beobachtungszeitraumes zumindest zeitweilig
katecholaminpflichtig. Zum Einsatz kamen Noradrenalin, Dobutamin und Dopamin. Die
eingesetzten Katecholamine sind in der Tabelle 11 aufgeflhrt.

Alle Patienten wurden mit Noradrenalin unterstitzt, zusatzlich erhielten funf Patienten

Dobutamin und zwei Patienten Dopamin zur Unterstitzung des Kreislaufes.

Tabelle 11: Ubersicht Giber die Therapie mit Katecholaminen beim jeweiligen Studienpatienten
Patient Noradrenalin Dobutamin Dopamin

P01 X X

P02 X

P03 X X

P04 X X

P05 X X

P06 X X

P07 X

P08 X X

P09 X

P10 X X

Vergleicht man den Noradrenalinbedarf direkt vor Beginn und nach Beendigung der

EISS-Therapie, zeigt sich, dass der Noradrenalinbedarf im Wilcoxon-Test mit p=0,016
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signifikant reduziert werden konnte. Der Median verringerte sich von 0,0595 (0,47)
Hg/kgKG/min vor der Therapie auf einen Wert von 0,035 (0,36) ug/kgkG/min nach der
EISS-Therapie.

0,5
°
£ §
E o4
=)
= °
[=)
=
£ 03
= - -
o
=]
o
5 02
[
o
>
£
® 0,1
=
Qo
S
o
o
[e] 0,0 \ 4 A4
=z
vor EISS nach EISS
n=20 n=20
Messzeitpunkt
Abbildung 4: Noradrenalinverbrauch vor und nach der EISS-Behandlung

§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,hach EISS* bezogen auf die Parameter ,vor EISS*, p<0,05

Insgesamt wurde bei 16 der 20 Behandlungen mit Noradrenalin unterstitzt. Bei vier
Behandlungen war weder vor noch nach der EISS-Therapie der Einsatz von
Noradrenalin erforderlich. Wahrend zehn Behandlungen verringerte sich der
Noradrenalinverbrauch zum Ende der EISS-Therapie und bei neun der 20
Behandlungen gab es keine Veranderung der Noradrenalindosierung, einschlief3lich
der vier Behandlungen ohne Noradrenalinunterstutzung.

Lediglich bei einer Behandlung (P04, Behandlung 2) musste die vorher abgesetzte
Noradrenalintherapie unter der EISS-Therapie erneut begonnen werden. Bei diesem
Patienten war der Blutdruck schon bei Beginn der EISS-Behandlung sehr niedrig.
Aufgrund eines ,Schaukelbettes“ schwankte der Blutdruck zwischen systolisch
hytertonen und hypotonen Werten. Nach der ,Schaukelbett-Lagerung waren die
Blutdruckwerte hypoton, so dass nach 4 h und 15 min Behandlung mit dem EISS-
Verfahren mit einer Noradrenalintherapie begonnen wurde. Die Dosierung war mit 0,3

Mg/kgKG/min niedrig. Ein akuter Blutdruckabfall zeigte sich nicht.
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Insgesamt erfolgten acht EISS-Therapien unter Dobutaminunterstiitzung. Bei einer
Behandlung konnte die Dobutamindosierung reduziert werden, jedoch veranderte sich
der Dobutaminverbrauch bei sieben Behandlungen nicht. Insgesamt konnte kein
signifikanter Unterschied im Verbrauch von Dobutamin vor und nach EISS-Therapie
ermittelt werden. Die Dopamingabe beschrankte sich auf zwei Patienten und es
erfolgten vier EISS-Therapien unter Dopamingabe. Dabei veranderte sich der
Dopaminbedarf bei keiner der Therapien.

Betrachtet man den MAP so lasst sich eine Erhéhung im Median von 74,5 (56) auf 80
(54) mmHg feststellen. Diese Entwicklung zeigt im Wilcoxon-Test keine Signifikanz.
Dennoch ist herauszustellen, dass der MAP im Median wahrend der Behandlung, trotz
einer signifikanten Reduktion der Noradrenalingabe, nicht abfallt. Auch am Tag nach

der Behandlung zeigt sich kein signifikanter Abfall des MAP.
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Abbildung 5: ZV/D vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
,vor EISS*, p<0,05

Die Abbildung 5 beschreibt den Verlauf des ZVD vor und nach der EISS-Therapie
sowie am Tag nach der Behandlung. Es lasst sich ein signifikanter Anstieg
nachweisen. Im Median steigt der ZVD von 11,5 (14) auf 12,0 (11) cm H,O. Auch am
Tag nach der Behandlung bleibt der ZVD trotz signifikanter Katecholaminreduktion bei

einem Median von 12 (17) cm H,O stabil.
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4.4.2 Gerinnung und Hamolyse

Zum Ausschluss einer DIC, ausgel6st durch den extrakorporalen Kreislauf, wurden

Parameter der Blutgerinnung, wie

e Thrombozytenzahl,
e Fibrinogen,

e Antithrombin III,

e Quick-Wert,

e pTTund

e die Konzentration der D-Dimere bestimmt.

Das Auftreten der DIC ist definiert als Thrombozytenabfall von mehr als 50% und/oder
Verdopplung der D-Dimere gegeniber dem Ausgangswert vor der Behandlung,
mindestens jedoch in den pathologischen Bereich, als Zeichen einer sekundaren
Hyperfibrinolyse. Zudem kommt es bei einer DIC zu einem Abfall der Fibrinogen- und
Antithrombin-IlI-Konzentration.

In der Abbildung 6 ist ersichtlich, dass es beziglich des Median zu einem leichten
Abfall der Thrombozytenkonzentration von 127 (419) Gpt/l auf 115 (555) Gpt/l
Thrombozyten und am Folgetag auf 111 (591) Gpt/ Thrombozyten kam. Vergleicht
man die Mittelwerte fallt ein leichter Anstieg der Thrombozytenzahl von 162,8 zu 169,4
Gpt/l (vor/nach EISS) bis auf 163 Gpt/l am Folgetag auf. Statistisch konnte aber kein
signifikanter Abfall oder Anstieg der Thrombozytenzahl am Ende der EISS-Therapie
und am Tag danach im Vergleich zum Ausgangswert (Start EISS) nachgewiesen

werden.
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Abbildung 6: Thrombozytenzahl vor und nach der EISS-Behandlung,
keine signifikanten Unterschiede

Betrachtet man die Behandlungen einzeln, zeichnet sich nur bei einer Behandlung ein
Thrombozytenabfall auf nahezu 50% des Ausgangswertes ab. Bei der zweiten
Behandlung des funften Patienten (P05, Behandlung 2) kam es zu einem
Thrombozytenabfall von zu Beginn der Behandlung (57.000) auf 54,4% (31.000) der
Thrombozytenzahl nach der Behandlung. Bei der Kontrolle am Tag nach der Therapie
war die Zahl weiter auf 43,3% (24.000) des Ausgangswertes gesunken. Im weiteren
Verlauf stabilisierte sich die Thrombozytenzahl wieder auf 31.000 am zweiten und
43.000 am dritten Tag nach der Behandlung. Bei diesem Patienten war die
Konzentration der D-Dimere schon von Anfang an erhéht und lag bei 1169 ug/l vor der
EISS-Behandlung. Ein D-Dimer-Anstieg der hinweisend fiir eine DIC gewesen ware,

zeigte sich nicht. lhre Konzentration fiel nach EISS ab (1090 ug/l).
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Abbildung 7: Fibrinogen vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
wvor EISS*, p<0,05

Die Abbildung 7 zeigt die Fibrinogenkonzentration direkt vor und nach EISS-Therapie
sowie am Tag danach. Mit einem Median von 4,55 (8,5) g/l zu Beginn der EISS-
Therapie und 3,90 (7,1) g/l nach der Behandlung liegen beide Werte Uber dem
Normbereich (1,5-3,5 g/l). Da Fibrinogen die Funktion eines Akute-Phase-Proteins hat,
kommt es bei infektidsen, sowie nichtinfektidsen Entziindungen zum Anstieg seiner
Konzentration, worin die Ursache der hohen Fibrinogen-Werte zu sehen ist. Zu
erkennen ist eine Abnahme der Fibrinogenkonzentration am Ende der Behandlung im
Vergleich zum Start. Dieser Unterschied ist nach dem Wilcoxon-Test mit p=0,02
signifikant. Der Abfall der Fibrinogenkonzentration kénnte zum Teil auf Verluste durch
den extrakorporalen Kreislauf bedingt sein. Aber auch die Entstehung einer
dissiminierten intravasalen Gerinnung ist nicht auszuschlieen. Die Kontrolle am Tag
nach der Behandlung zeigt wieder einen Anstieg der Fibrinogenkonzentration auf einen
Median von 4,1 (8,3) g/l. Im Wilcoxon-Test ist diese Entwicklung signifikant (p=0,017).
Betrachtet man die Behandlungen einzeln, so ist bei 19 der 20 Behandlungen zum
Ende der EISS-Therapie das Fibrinogen abgefallen. Zum Tag nach der Behandlung ist
seine Konzentration bei neun Patienten wieder angestiegen oder war gleich bleibend.
Der starkste Abfall zeigte sich bei der zweiten Behandlung des ersten Patienten. Hier

sank die Fibrinogenkonzentration von 10,8 g/l vor EISS auf 8,5 g/l am Tag nach EISS
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ohne Thrombozytenabfall oder starker Erhéhung der D-Dimere, so dass am ehesten
Verluste durch den extrakorporalen Kreislauf in Frage kommen. Mdglicherweise
erfolgte bei der ersten Behandlung uber die vollen sechs Stunden keine gute
Ruckinfusion aus dem  extrakorporalen Kreislauf. Insgesamt lag die
Fibrinogenkonzentration bei allen Behandlungen (vor, nach und am Tag nach EISS) im

oder Uber dem Normbereich.

100

o §
i i

80 N
xR
£
EI 60
£
o)
S
2
£ 40 5 2
it J
b= k ]

[ ]

< [ ]

20

0 T T T
vor EISS nach EISS Tag nach EISS
n=20 n=19 n=20

Messzeitpunkt

Abbildung 8: Antithrombin-Ill vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,hach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
wvor EISS*, p<0,05

In der Abbildung 8 ist die Veranderung der Antithrombin-Ill-Konzentration vor und nach
der Behandlung dargestellt. Die Konzentration sinkt im Median von 63 (58)% vor der
Behandlung auf einen Median von 60 (59)% danach. Dieser Unterschied zeigt im
Wilcoxon-Test eine Signifikanz von p=0,003. Beide Messwerte liegen unterhalb des
Normbereiches (72-128% der Norm). Am Tag nach der Therapie bleibt die

Antithrombin-IlI-Konzentration mit einem Median von 60,5 (64)% konstant.
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Abbildung 9: D-Dimere vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,hach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
wvor EISS*, p<0,05

Die Abbildung 9 macht deutlich, dass es unter der Therapie mit dem EISS-Verfahren
zu einem Anstieg der D-Dimere kommt. Der Median zum Beginn der EISS-Behandlung
ist mit 499 (1470) ug/l noch im Normbereich (<500 ug/l). Nach der Behandlung ist der
Median auf 797 (1542) ug/l angestiegen. Dieser Anstieg ist mit einem p-Wert von 0,024
signifikant. Am Folgetag zeigt die Kontrolle der D-Dimere einen signifikanten Abfall
(p=0,002) auf einen Median von 526 (1247) ug/l.

Nur bei der ersten Behandlung des dritten Patienten zeigte sich eine Verdopplung der
D-Dimere zum Ende der EISS-Therapie. Von 296 ug/l vor der Behandlung stiegen die
D-Dimere auf 797 pg/l nach EISS an. Zum Tag nach der Behandlung normalisierten
sich die D-Dimere wieder (327 pug/l). Die Thrombozyten fielen von 63 000 nur
geringfugig auf 51 000 nach EISS und

47 000 am Tag nach EISS ab.
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Im Vergleich der Mediane der pTT von 37,8 (222,2) s auf 71,9 (212,4) s zeichnet sich
eine starke Verlangerung der pTT ab (Normwert 28-40 s). Diese ist mit p=0,01 im
Wilcoxon-Test signifikant.

Diese Verlangerung ist am ehesten auf die Heparinisierung im extrakorporalen
Kreislauf zurlckzuflhren, da sich unter Heparintherapie die pTT verlangert. Die
Kontrolle am Tag nach der Behandlung zeigt, dass sich die pTT wieder im

Normalbereich befindet.
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Abbildung 10: pTT vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
»vor EISS*, p<0,05
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Die Auswertung des Quick-Wertes zeigt dagegen einen Abfall. Der Median vor Beginn
der EISS-Therapie sinkt von 85,5 (63)% bis auf 66,0 (66)% nach Beendigung der
Therapie. Vor Start der EISS-Therapie liegt der Median noch im Normbereich (70-
120%) und fallt zum Ende unter Normalwerte. Zum Tag nach der EISS-Behandlung
normalisiert sich der Quick-Wert wieder, auch diese Entwicklung ist signifikant.
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Abbildung 11: Quick vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter

,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
,vor EISS*, p<0,05
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Als Zeichen einer Hamolyse wird der Verlauf des Haptoglobins beurteilt. Haptoglobin
ist ein Akute-Phase-Protein und bei entziindlichen Prozessen erhéht (Normwert 0,3-2,0
g/l). Bei intravasaler Hamolyse bindet es freigewordenes Hamoglobin und transportiert

es ins retikuloendotheliale System, deshalb fallt seine Konzentration ab.
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Abbildung 12 Haptoglobin vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
wvor EISS*, p<0,05

Die Differenz des Median mit 1,88 (2,7) g/l vor Therapie zu 1,85 (2,87) g/l nach
Therapie ist sehr gering, dennoch ist dieser Unterschied im Wilcoxon-Test mit p=0,002
signifikant. Beide Mediane liegen im Normbereich, was gegen eine relevante Hamolyse
spricht.

Der starkste Konzentrationsabfall von 0,44 g/l wurde bei der zweiten Behandlung des
ersten Patienten auffallig. Alle Einzelwerte vor und nach EISS liegen im Normbereich
oder daruber.

Betrachtet man die Mediane der LDH, so zeigt sich hier ein Anstieg nach der
Behandlung. Dieser Verlauf kdnnte auf eine intravasale Hamolyse hinweisen, zeigt
jedoch keine Signifikanz. Im Einzelvergleich steigt die LDH bei acht Behandlungen an.
Eine starke Erhdhung auf Uber das Finffache des Ausgangswertes (vor EISS), die auf

eine DIC hinweisend ware, ergab sich nicht. Alle anderen Behandlungen zeigten einen
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leichten LDH-Abfall oder gleichbleibende Werte. Auch bei der zweiten Behandlung des
ersten Patienten, bei dem ein Haptoglobinabfall auffallig war, war die LDH-

Konzentration abnehmend.
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Abbildung 13: LDH vor, nach und am Tag nach der EISS-Behandlung
keine Signifikanzen

Im Gegensatz zu der Entwicklung des Haptoglobins steht der Verlauf des Hamoglobin
und des Hamatokrit. Beide Parameter zeigen im Vergleich der Mediane einen leichten,
jedoch nicht signifikanten Abfall, der durch Verluste durch nicht vollstandige

Ruckinfusion aus dem extrakorporalen Kreislauf bedingt sein kénnte.

4.4.3 Komplement C3 und C4

Die in der Sepsis nachweisbare Komplementaktivierung ist zur Infektabwehr noétig.
Eine Uberschieliende Aktivierung birgt fir den Patienten aber auch Gefahren.

In den Abbildungen 14 und 15 ist der Abfall der Komplementkonzentration von C3 und
C4 dargestellt. Im Vorher-Nachher-Vergleich zeigt sich ein deutlicher C3-Abfall des
Median von 0,755 (0,76) zu 0,465 (0,56) g/dl (Normwert: 90-180 mg/dl). Obwohl der
Abfall beim Vergleich der Mediane vor und nach Therapie von C4 nur sehr gering ist,
lasst sich in beiden Fallen ein signifikanter Unterschied mit jeweils p=0,001

nachweisen.
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Abbildung 14:  C3 vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,hach EISS* bezogen auf die Parameter ,vor EISS*, p<0,05
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Abbildung 15: C4 vor und nach der EISS-Behandlung

§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* bezogen auf die Parameter ,vor EISS*, p<0,05
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4.4.4 Entzindungsparameter

Im Folgenden wird der Verlauf der Entziindungsparameter ausgewertet. Es werden

betrachtet:
e CRP
e PCT

e |eukozytenzahl
Die proinflammatorischen Parameter TNF-alpha, IL-1B, IL-6, IL-8, LBP und der
antiinflammatorische Parameter IL-10, sowie die HLA-DR-Expression als Zeichen der
Reaktionslage waren in der statistischen Auswertung des ,vor EISS*/,nach EISS*-

Vergleichs nicht signifikant. Die Verlaufe werden nicht naher beschrieben.
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Abbildung 16: CRP vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
»vor EISS*, p<0,05

Die Abbildung 16 zeigt die Konzentration des CRP vor und nach der EISS-Therapie.
Der Median des CRP vor Therapie nimmt von 154,5 (487,1) mg/l deutlich ab und sinkt
auf einen Median von 135 (467,8) mg/l. Dieser Abfall ist mit p=0,001 im Wilcoxon-Test

signifikant. Beide Mediane liegen nicht mehr im Normbereich und zeigen eine deutliche
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Entziindungsreaktion an. Am Tag nach der EISS-Therapie steigt das CRP wieder leicht
an (Median 146,5 (454) mg/l). Eine Signifikanz liel3 sich nicht nachweisen.

Einen ahnlichen Verlauf zeigt die Entwicklung des PCT. Auch hier ist eine
Konzentrationsabnahme vom Zeitpunkt zu Beginn der Behandlung (Median 2,3 (98,69)
pg/l) gegenlber der Konzentration bei Abnahme am Ende der Behandlung (Median 1,9
(59,19) pg/l) zu verzeichnen. Obwohl die Halbwertszeit des PCT bei 24 Stunden liegt,
ist diese Entwicklung im Wilcoxon-Test mit p=0,001 signifikant. Am Tag nach der
Behandlung liegt die PCT-Konzentration im Median bei 2,0 (70,2) ug/l, dieser Anstieg
ist nicht signifikant.
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Abbildung 17: Leukozytenzahl vor und nach der EISS-Behandlung
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test beim Vergleich der Parameter
,nhach EISS* und ,Tag nach EISS* bezogen auf die Parameter
,vor EISS*, p<0,05

Gegensatzlich zum Verlauf des CRP und des PCT entwickelt sich die Zahl der
Leukozyten. Der Anstieg der Leukozyten ist in der Abbildung 17 ersichtlich. Hier zeigt
sich, dass sich die Leukozytenzahl nach EISS-Therapie mit einem Median von 20,0
(25,1) Gpt/l Leukozyten im Vergleich vor der Therapie (Median 10,6 (47,91) Gpt/I
Leukozyten) fast verdoppelt. Am Tag nach der EISS-Behandlung sinkt die
Leukozytenzahl wieder auf einen Median von 12,9 (33,59) Gpt/l Leukozyten ab. Beide
Entwicklungen sind im Wilcoxon-Test signifikant.
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4.4.5 Elektrolytveranderungen

Im Vergleich vor und nach Behandlung zeigen sich nur geringe Schwankungen der
Elektrolyte Natrium, Kalium und Kalzium. Weder der Friedmann-Test noch der

Wilcoxon-Test sind signifikant.

4.4.6 Leber und Nierenfunktion

Die Kreatininkonzentration bleibt im Vorher-Nachher-Vergleich fast konstant. Lediglich
ein leichter Abfall von einem Median von 82,5 (361,5) umol/l vor der Behandlung auf
einen Median von 79,0 (366) umol/l ist am Tag nach der Behandlung zu verzeichnen.
Die Konzentrationsveranderungen von Beginn der EISS-Behandlung bis nach/Tag
nach der Behandlung sind nicht signifikant.

Auch die Konzentration des Harnstoffes im Serum veradndert sich wahrend der
Behandlung und zum Tag danach kaum. Sie schwankt im Median zwischen 11,2 (29,9)
mg/dl und 12,1 (32,51) mg/dl. Die minimalen Veranderungen der Harnstoff- und
Kreatininkonzentrationen wahrend bzw. nach der EISS-Therapie lassen darauf
schlie®en, dass die Therapie die Nierenfunktion nicht akut beeinflusst.

Zur Beurteilung der Leberfunktion wird der Verlauf des Bilirubins betrachtet. Das
Bilirubin zeigt nach der Behandlung einen signifikanten Anstieg im Median um 0,7
mg/dl, es fallt aber zum Tag danach wieder um 1,5 mg/dl ab. Dieser Abfall zeigt im
Wilcoxon-Test eine Signifikanz mit p=0,013. Ein negativer Einfluss der EISS-Therapie

auf die Bilirubinkonzentration ist daraufhin nicht nachweisbar.
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4.5 Ergebnisse der Parameter im 28-Tage Verlauf

In den folgenden Grafiken sind die tatsachlichen Werte dargestellt. Die fehlenden
Werte der im Verlauf Verstorbenen werden fir die Grafiken nicht durch die LOCF
erganzt. Um einen Bias durch fehlende Werte der Verstorbenen zu reduzieren, wurde
zusatzlich zur ,normalen” statistischen Auswertung eine Analyse der nach dem LOCF-

Verfahren erganzten Datenbank durchgefuhrt.

4.5.1 Hamodynamik

Alle 10 Patienten wurden zumindest zeitweise mit Noradrenalin unterstitzt. Die
folgende Abbildung 18 beschreibt den Verlauf des Noradrenalinbedarfs innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von 28 Tagen.
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Noradrenalinverbrauch in mg/d
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n=10 n=9 n=8 n=7
Beobachtungstag

Abbildung 18:  Noradrenalinverbrauch wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse

Im Median sinkt der Noradrenalinbedarf vom ersten auf den zweiten Tag von 9,00

(35,47) auf 7,34 (22,6) mg/d. Da der Behandlungsbeginn mit dem EISS-Verfahren am
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Tag 1 sehr unterschiedlich ist, berechnet sich die Gesamtnoradrenalingabe des Tages
aus Zeitabschnitten vor der Behandlung, wahrend der Behandlung und nach der
Behandlung. Die Bedarfsverminderung vom ersten auf den zweiten Tag ist im
Wilcoxon-Test mit p=0,028 signifikant.

Auch zum flinften Beobachtungstag fallt der Noradrenalinbedarf weiter signifikant
(p=0,02) ab. Zu diesem Zeitpunkt hat jeder Patient zwei Behandlungen erhalten. Die
Abbildung 18 veranschaulicht, dass im Verlauf der Bedarf an Noradrenalin eine
wellenformige Entwicklung zeigt. Am 28. Beobachtungstag fallt der Noradrenalinbedarf
auf einen Median von 0,00 (8,00) mg/d.
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Abbildung 19: Dobutaminverbrauch wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=8ignifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse

Ahnlich verhalt sich die Entwicklung des Dobutaminbedarfs, dieser ist in der Abbildung
19 gezeigt. Insgesamt wurden finf der 10 Studienpatienten mit Dobutamin behandelt.
Auch hier ist ein signifikanter Abfall des Dobutaminbedarfs zu verzeichnen. Im
Wilcoxon-Test ergibt sich fir die Abnahme des Dobutaminverbrauchs vom ersten auf

den funften Behandlungstag eine Signifikanz von p=0,042. Der Dobutaminverbrauch
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nahm zum 14. Tag kontinuierlich ab. Am 21. und 28. Beobachtungstag war eine
Behandlung mit Dobutamin bei keinem Studienpatienten mehr notwendig. Betrachtet
man den Katecholaminbedarf der Patienten wunter Berlcksichtigung des
Mittelarteriellen Druckes (MAP), so sinkt der Bedarf an Noradrenalin und Dobutamin
signifikant, wahrend der MAP Uber den Beobachtungszeitraum im Median zwischen 68
und 93 mmHg schwankt. Auch der 28-Tages-Verlauf des ZVD zeigte bis auf kleine

Schwankungen keinen Abfall.

4.5.2 Gerinnung und Hamolyse

Im Folgenden werden die Parameter betrachtet, die auf eine DIC, eine Blutung oder
eine Hamolyse hinweisen. Die Abbildung 20 zeigt die Thrombozytenzahl wahrend des
Beobachtungszeitraumes. Die  Thrombozytenzahl stieg ab dem zweiten
Beobachtungstag stetig an. Im Friedmann-Test ist dieser Verlauf signifikant, der darauf
durchgefuhrte Wilcoxon-Test zeigt im Paarvergleich nur fur den ersten zum 10. Tag

einen signifikanten Anstieg (p=0,036).
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Abbildung 20:  Thrombozytenzahl wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Auch ein Abfall des Quick-Wertes oder ein Anstieg der pTT-Zeit ist im
Beobachtungszeitraum nicht erkennbar. Der Median des Quick-Wertes liegt wahrend
der Beobachtungszeit immer im Normbereich (70-100%). Die pTT ist im Median leicht
verlangert. Der maximale Median liegt bei 47,1 (111,9)% am 12. Beobachtungstag. Der

Verlauf der Parameter ist im Friedmann- und Wilcoxon-Test nicht signifikant.
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Abbildung 21:  Antithrombin-lll-Konzentration wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse

Die Abbildung 21 zeigt deutlich einen Anstieg der Antithrombin-Ill-Konzentration,
wahrend es bei der DIC zu einem Abfall des Antithrombin-IIl kommen wirde. Am Tag 1
der Beobachtungszeit lag die Antithrombin-Ill-Konzentration im Median mit 59,5 (77)%
noch unterhalb des Normwertes (72-128%), ab dem 6. Tag lag die AT-IlI-Konzentration

im Normbereich.
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Bei der DIC kommt es neben dem Thrombozyten- und Antithrombin-Ill-Abfall ebenfalls
zu einem Abfall der Fibrinogenkonzentration. Fibrinogen ist als Gerinnungsfaktor-l das

Ende der gemeinsamen Endstrecke des endogenen und exogenen

Gerinnungssystems.
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Abbildung 22: Fibrinogen wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: nicht signifikant

§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1

*=8ignifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse

Die Abbildung 22 stellt den Fibrinogenverlauf wahrend der Beobachtungszeit dar.
Seine Konzentration liegt bis zum Ende der Beobachtungszeit Gber dem Normbereich
(1,5-3,5 g/). Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass Fibrinogen als Akute-
Phase-Protein wahrend einer inflammatorischen Reaktion generell erhéht ist. Eine
Signifikanz im Friedmann-Test zeigte sich nicht. Im Wilcoxon-Test war lediglich die
Veranderung von Tag 1 zu Tag 21 und 28 signifikant.

Ein Abfall der Fibrinogenkonzentration ware fir den Fall einer DIC mit dem Anstieg der
D-Dimere verbunden. Abbildung 23 zeigt, dass genau wie beim Fibrinogen signifikante

Unterschiede im Wilcoxon-Test nur im Vergleich von Tag 1 zu Tag 21 und 28 auftraten.
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Abbildung 23: D-Dimere wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: nicht signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse

Eine intravasale Hamolyse veranschaulicht sich laborchemisch mit einem Abfall des
Hamoglobins und des Hamatokrits sowie mit einem Anstieg der LDH. Keiner der drei
Parameter zeigt im Friedmann-Test oder im Paarvergleich durch den Wilcoxon-Test
einen signifikanten Abfall oder Anstieg der Konzentration. Die Hamoglobin-

Konzentration und der Hamatokrit-Wert schwanken im 28-Tage—Verlauf nur gering.
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4.5.3 Entzindungsparameter

Wahrend der Beobachtungszeit sanken die laborchemischen Entzindungsparameter.
Das CRP sank von einem Median von 154,5 (423) mg/l am Tag 1 auf einen Median
von 43 (195) mg/l am Tag 28. Dieser Abfall ist im Wilcoxon-Test signifikant (p=0,018)
(siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: CRP wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=8ignifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Ebenso verhalt sich die Konzentration des PCT. Auch hier findet sich ein signifikanter
Abfall (p=0,018) der Konzentration. Im Median sinkt seine Konzentration von 3,42 (98)
an Tag 1 auf 0,4 (1,19) pg/l am Tag 28.

Der Verlauf des PCT ist in der Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: PCT wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Gegensatzlich dazu verhalt sich die Expression von HLA-DR auf Monozyten. Die
Fahigkeit, Antigene zu prasentieren, ist abhangig von der HLA-DR Expression. Ist die
Immunkompetenz gut, so liegt die HLA-DR-Expression bei Gber 15.000 Molekiile/Zelle.
Sinkt die Expression auf unter 5.000 Molekile/Zelle, ist das ein Zeichen flr die
Paralyse des Immunsystems.

Die Expression des HLA-DR (siehe Abbildung 26) steigt signifikant an.

Am Tag 1 der Beobachtungszeit liegt die HLA-DR-Expression im Median bei 8.481,5
(7.036) Molekule/Zelle, bis zum 12 Tag schwankt diese zwischen 9.000 und 12.500
Molekile/Zelle. Von Tag 14 zu Tag 28 steigt die Expression deutlich an auf einen
Median von 23.109 (21.063) Molekule/Zelle. Der Friedmann-Test zeigt eine signifikante

Verbesserung.
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Abbildung 26 HLA-DR wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=8ignifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Die Abbildung 27 zeigt, dass die IL-8-Konzentration deutlich abfallt. Der Friedmann-
Test zeigte eine Signifikanz. Dennoch ergab der Wilcoxon-Test keinen signifikanten
Abfall.
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Abbildung 27: Interleukin-8-Konzentration wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1

*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse

Die Verlaufe der Leukozytenzahl, der Interleukine IL-1, IL-6 und IL-10, des LBP und

des TNF-alpha waren in der statistischen Auswertung nicht signifikant.
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4.5.4 Leber- und Nierenfunktion

Im Median liegen die Leberenzyme ASAT und ALAT wahrend der gesamten
Beobachtungszeit im Normbereich (ASAT m< 35, w<31 U/l; ALAT m<45, w<34 U/l)
oder nur kurz dartber. Die grolRe Spannweite in den ersten Beobachtungstagen
resultiert aus einer starken Erhdhung der Leberenzyme bei Patient 01. Der Friedmann-
Test zeigt flUr beide eine Signifikanz an. Der Verlauf beider Enzyme Uber den
Beobachtungszeitraum ist dhnlich. Im Median schwanken die Enzyme in den ersten
Tagen im oberen Normbereich, zum Tag 28 sind beide Enzyme abgefallen.

Bilirubin lasst zwar auch einen Abfall der Konzentration erkennen, dennoch lief sich im
Friedmann- und Wilcoxon-Test keine Signifikanz nachweisen. Auch hier zeigt sich eine
grolle Spannweite, die durch sehr hohe Bilirubinkonzentrationen beim Patient 04

hervorgerufen wurden.

Die Kreatininkonzentration liegt am Tag 1 mit einem Median von 102,6 (296) umol/l am
oberen Rand des Normbereiches (M 53,1-106,2 pmol/l; W 44,3-88,2 umol/l) und nimmt
zum sechsten Tag hin kontinuierlich ab. Insgesamt schwankt der Median innerhalb des
Normbereiches. Nur am achten Beobachtungstag wird der Normalwert mit einem
Median von 116 (332) pmol/l Gberschritten.

Der Median fir die Harnstoffkonzentration liegt am Tag 1 bei 11, (27) mmol/l und damit
etwas (Uber dem Normbereich (1,66-8,3 mmol/l). In den ersten acht
Beobachtungstagen kam es zu einem leichten Anstieg seiner Konzentration. Zum
Ende der Beobachtungszeit nahm die Harnstoffkonzentration ab und lag am 28 Tag im
Normbereich. Eine generelle Verschlechterung der Kreatinin- und Harnstoffwerte an
den Folgetagen nach der Behandlung zeigte sich nicht.

Die Auswertung mit dem Friedmanntest zeigt flr die Kreatininkonzentration eine
Signifikanz an, bei der Harnstoffkonzentration jedoch nicht. Da die Auswertung mit dem
Wilcoxon-Test weder fir Kreatinin noch fir Harnstoff signifikante Ergebnisse ergab,

wurde auf die graphische Darstellung verzichtet.
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4.5.5 Scores

Im Folgenden werden
e der APACHE-II-Score

e der SAPS I

e der MODS

e und der SOFA-Score
ausgewertet.

Die Abbildung 28 zeigt den APACHE-II-Score bei ITS-Aufnahme und Uber den
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Am ITS-Aufnahmetag ergab der Score im
Median 29,5 (21) Punkte, was einer theoretischen ,in-hospital-mortality“ von ca. 70%
entspricht. Bereits zum Tag 1 ist die Punktezahl auf einen Median von 24 (22) gefallen,

am Tag 28 ergab die Berechnung des Scores noch einen Median von 18 (23) Punkten.
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Abbildung 28:  APACHE-II-Score wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Einen ahnlichen Verlauf zeigt die graphische Darstellung des SAPS Il (Abbildung 29).
Der Median liegt bei ITS-Aufnahme bei 61,5 (57) Punkten. Am 28. Beobachtungstag
liegt der Median nur noch bei 27 (51) Punkten.

120
100
c
2
X
c
S
o
£
0
o
<
(7]
0
§ §§ §§8 § §
ITS 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 21 28
n=10 n=9 n=8 n=7
Beobachtungstag
Abbildung 29:  SAPS Il wahrend des Beobachtungszeitraumes

Friedmann-Test: signifikant

§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1

*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Die Abbildung 30 gibt den MODS in Punkten wieder. Der Median bei ITS-Aufnahme ist

10. Im Verlauf Uber den Beobachtungszeitraum nimmt die Punktezahl des MODS ab

und erreicht am 28. Tag einen Median von 3 (5) Punkten.
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Abbildung 30:
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MODS wahrend des Beobachtungszeitraumes

Friedmann-Test: signifikant

§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1

*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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Bei Aufnahme auf die ITS liegt der Median des SOFA-Scores bei 12 (9) Punkten. Die
Abbildung 31 zeigt, dass die Punktezahl zum 28. Tag auf einen Median von 4 (9) fallt.
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Abbildung 31:  SOFA wahrend des Beobachtungszeitraumes
Friedmann-Test: signifikant
§=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1
*=Signifikanz im Wilcoxon-Test bei Vergleich der Parameter am entsprechenden
Beobachtungstag in Bezug auf die Parameter an Tag 1 in der LOCF-Analyse
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5. Diskussion

Trotz effektiver Mallnahmen zur Unterstutzung bei Organversagen liegt die Letalitat bei
allen Sepsiskranken zwischen 29% und 35%, im septischen Schock bei
uber 60% [81].

Die wichtigsten MalRnahmen fir die Verbesserung der Prognose des septischen
Patienten sind eine frilhe und aggressive Antibiotikatherapie und die chirurgische
Sanierung des Sepsisfokus [20, 21]. Begleitend zur Standardtherapie der Sepsis
schien die early goal-directed therapy, kurz hamodynamische Unterstltzung, in
Kombination mit der intensivierten Insulin-Therapie grofte Vorteile fir den
Krankheitsverlauf des septischen Patienten zu bieten [82]. Die in der Rivers-Studie
genannten Interventionen zur early goal-directed therapy werden aber in neueren
Studien als EinzelmalRnahmen sehr kritisch bewertet. Eine Transfusionstherapie sollte
nur sehr restriktiv eingesetzt werden. Ob sich ein erweitertes hamodynamisches
Monitoring grundsatzlich als notwendig erweist, ist derzeit nicht belegt. Eine
Metaanalyse von insgesamt 11 Studien zeigte zumindest flr ein Monitoring mittels
Pulmonalarterienkatheter keinen Vorteil. Eine Erhéhung des Sauerstoffangebotes
sollte individuell entschieden werden. In einer 2008 publizierten Metaanalyse zeigte
sich kein Unterschied in der Krankenhaussterblichkeit von Patienten, welche mit oder
ohne intensivierte Insulintherapie behandelt wurden. Jedoch war das Risiko schwerer
Hypoglykdmien unter intensivierter Insulintherapie signifikant erhéht [25, 30, 83].

In den vergangenen Jahren fuhrte das bessere Verstdndnis Uber die Ablaufe der
Entzindungsreaktion und die komplizierten Interaktionen der Mediatoren zu
verschiedenen Therapieansatzen, deren Ziel die Modulation der Immunantwort war.
Dabei richtete sich das Hauptaugenmerk meist auf die Entfernung eines einzelnen
Auslosers bzw. Mediators in der Entziindungsreaktion. Die meisten Konzepte, wie zum
Beispiel der Einsatz von Anti-LPS- oder TNF-alpha-Antikérpern, konnten die Erfolg
versprechenden Ergebnisse in groRen Studien nicht bestatigen.

Auch der Einsatz von Immunglobulinen zur Neutralisierung von Endotoxin oder zur
Vorbeugung einer unspezifischen Komplementaktivierung hat sich nicht als
erfolgreiche Therapieerganzung bewahrt [84, 85].

Extrakorporale-Therapie-Studien zeigten, dass sich durch selektive Adsorpions- und

Apherese-Techniken l6sliche pro- und antiinflammatorische Mediatoren reduzieren

67



lassen [61, 86-89]. Dennoch waren diese Methoden nicht effektiv genug, um einen
signifikanten Vorteil fir das Uberleben zu zeigen [90].

In zwei groRen Studien zum Plasmaaustausch von Busund und Stegmayr wurde
gezeigt, dass eine nicht selektive Eliminierung von Sepsismediatoren zu einem
besseren Uberleben fiihrt und mit einer Verbesserung der Organfunktionen einhergeht
[57, 61, 65, 66, 91]. Die Ergebnisse der extrakorporalen Therapien sind viel
versprechend, dennoch besteht ein groles Defizit an ausreichend grofRen
randomisierten Studien, um die Rolle der extrakorporalen Verfahren im

Sepsismanagement zu klaren [89, 92].

Ein anderer Therapieansatz ist, die Dysfunktion der eigenen zellularen Immunabwehr
des Sepsiskranken durch die Transfusion von gesunden Spenderleukozyten zu
Uberbricken. Erythrozyten-, Thrombozyten- und Plasmatransfusionen gehdren zur
alltédglichen Behandlung, besonders bei intensivpflichtigen Patienten. Dennoch sind
Transfusionen mit einem erhdhten Risiko verbunden, an nosokomialen Infektionen zu
erkranken [93, 94]. Transfundierte Patienten bleiben zudem langer auf der
Intensivstation und im Krankenhaus und haben eine hdhere Mortalitat als solche, die
keine Transfusionen erhalten haben [95]. Durch die Verwendung von
leukozytenreduzierten Konzentraten traten deutlich weniger Infektionen auf und die
Mortalitat konnte gesenkt werden. Auch das Risiko einer HLA- Alloimmunisierung und
das Auftreten von nichthamolytischen Transfusionsreaktionen kann damit reduziert
werden [96-98]. Die transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) ist eine
geflrchtete Reaktion, die besonders im Zusammenhang mit Thrombozyten- und
Frischplasmatransfusionen auftritt. Ursachlich sind leukozytare Antikérper im
Transfusionskonzentrat, die sich gegen Antigene der Granulozyten richten. Die
Granulozyten werden aktiviert und schadigen das Endothel in den Lungen. Innerhalb
von sechs Stunden entwickelt sich daraufhin ein Lungenédem [99].

Die Effektivitat von Granulozytentransfusionen bezliglich einer
Uberlebensverlangerung ist bis heute immer noch fraglich [100]. Bei neutropenischen

Patienten konnte die Mortalitat durch Granulozytentransfusionen gesenkt werden [44].
Es entstand die ldee, die phagozytotischen und immunmodulatorischen Funktionen der

Leukozyten innerhalb eines extrakorporalen Kreislaufes systemisch nutzbar zu

machen, ohne lokale Gewebsschaden durch Leukozyten zu verursachen.

68



Der Einsatz lebender Zellen in Bioreaktoren wurde schon zur Behandlung anderer
Krankheiten umgesetzt. FUr die Therapie des akuten Leber- bzw. Nierenversagens
wurden Dbioartifizielle Organunterstiitzungssysteme entwickelt, deren Grundlage
Hepatozyten bzw. Tubuluzellen der Niere waren [69, 77, 101].

Demetriou et al. untersuchten eine bioartifizielle Leber (BAL) in einer randomisierten
Multicenterstudie der Phase-l an Patienten mit akutem Leberversagen. Die mit BAL
behandelte Gruppe hatte einen deutlichen Vorteil beim Gesamtliberleben gegeniber
der Kontrollgruppe [69].

Die Arbeitsgruppe um Humes entwickelte einen Nierentubuluszellreaktor, der zur
Behandlung der Sepsis mit Multiorganversagen eingesetzt werden soll. Bei diesem als
RAD (Renal Tubule Assist Device) bezeichneten Bioreaktor wachsen
Nierentubuluszellen als Monolayer in einem normalen Hamofilter. In einem
Schweinemodell mit Gram-negativer Sepsis hatte die mit dem RAD behandelte Gruppe
gegeniiber der Kontrollgruppe einen Uberlebensvorteil. 2008 verdffentlichte die
Arbeitsgruppe um Tumlin die Ergebnisse einer Phase-II-Studie, in der das RAD an
Patienten mit akutem Nierenversagen eingesetzt wurde. Die Kontrollgruppe dieser
Studie wurde mit CVVH allein therapiert, die Untersuchungsgruppe erhielt zusatzlich
eine Behandlung mit RAD. Als Ergebnis zeigte sich ein signifikant verbessertes
Uberleben im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Zusétzlich kam es in der mit RAD

behandelten Gruppe zu einer schnelleren Erholung der Nierenfunktion [102].

Das Extracorporeal Immune Support System — kurz EISS — ist ein bioartifizielles
Organunterstitzungssystem zur Behandlung der Sepsis. Das Kernstlick bildet ein
rezirkulierender Kreislauf mit gesunden Spendergranulozyten.

Die extrakorporale Behandlung mit Granulozyten wurde zuvor in einem
Schweinemodell mit Staphylokokkus aureus induzierter Sepsis getestet [103]. Hier
zeigte die Behandlung eine signifikante Verbesserung des Uberlebens nach einer
Woche gegeniber der unbehandelten Gruppe und der Kontrollgruppe. Wahrend die
mittlere  Uberlebenszeit der Therapiekontroligruppe und der  septischen
Vergleichsgruppe bei ca. 3 Tagen lag, Uberlebten sechs von sieben der mit EISS
behandelten Tiere den Beobachtungszeitraum von sieben Tagen. Der positive Effekt
der Zelltherapie zeigte sich auch bei einer Reihe anderer Parameter. Bakterien- und
Endotoxinverlauf ergaben in der mit Zellen behandelten Gruppe deutlich bessere

Werte als in der unbehandelten bzw. ohne Zellen behandelten Gruppe. Paraklinische
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Werte, wie die Thrombozytenzahl, die Laktatkonzentration und die
Retentionsparameter zeigten den Behandlungsvorteil. Dieser Effekt beruhte auf der

Interaktion des Schweineplasmas mit den Spendergranulozyten im Bioreaktor [103].

Das Ziel der vorliegenden Studie war, die Sicherheit des EISS-Verfahrens am
Sepsispatienten zu Uberprifen.

Dazu wurden 10 Patienten mit einem septischen Schock jeweils zwei Mal mit dem
EISS-Verfahren behandelt und tber einen Zeitraum von 28 Tagen beobachtet.

Die Patientencharakterisierung erfolgte Uber die Grunddaten (Alter, Geschlecht und
Gewicht), den wahrscheinlichen Sepsisfokus, den relevanten Vorerkrankungen sowie
durch die Erfassung der mikrobiologischen Untersuchungen der gewonnenen
Materialien.

Multizentrische Studien der vergangenen Jahre belegen, dass in Blutkulturen von
Sepsispatienten mehr Gram-positive als Gram-negative Bakterien isoliert werden. Bei
Patienten mit mikrobiologisch nachgewiesener Infektion ohne positive Blutkultur
Uberwogen Gram-negative Keime gegeniber Gram-positiven Keimen.

Nach Erhebungen der Paul-Ehrlich-Gesellschaft in Deutschland und Osterreich ist das
Verhaltnis zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Erregern als Ursache einer
Sepsis leicht auf der Seite der Gram-positiven Keime. Das Keimspektrum, das in der
vorliegenden Studie als mdglicher Ausldser fir eine Sepsis dokumentiert wurde, liegt
deutlich im Gram-positiven Bereich. Bei insgesamt vier Patienten gelang ein
Keimnachweis aus der Blutkultur. Die kultivierten Erreger waren ausschlie3lich Gram-
positive Keime. Bei den mikrobiologischen Untersuchungen der anderen Kulturmedien
(Trachealsekret, Urin, Abstriche etc.) wurden deutlich mehr Gram-positive Erreger
nachgewiesen. Am haufigsten wuchsen die Gram-positiven Enterokokken und
Koagulase negative Staphylokokken. Das Keimspektrum der Gram-negativen
Bakterien war dagegen breiter als bei den Gram-positiven, Enterobakterien und E. coli
waren die haufigsten nachgewiesenen Gram-negativen Keime.

Mit Ausnahme von Patient sieben wurden bei den Ubrigen Patienten Candida-Spezies
nachgewiesen. Damit ist in Anbetracht der kleinen Patientenzahl der Anteil an
Pilzinfektionen relativ hoch.

Um die Ubertragung von Virusinfektionen zu Uberprifen, erfolgten bei
Studieneinschluss und nach 28 Tagen Serumuntersuchungen auf HIV, HBV und HCV.

Bei den Uberlebenden Patienten konnte eine Infektion ausgeschlossen werden. Bei
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den vorher verstorbenen Patienten konnte wegen fehlenden Materials keine

Enduntersuchung durchgefuhrt werden.

Die Aussage Uber die Sicherheit der EISS-Therapie ergibt sich aus der Auswertung
dreier Bereiche:
e der technischen Durchfihrung
e der Veranderung der erfassten klinischen und paraklinischen Parameter im
Vorher-Nachher-Vergleich und im 28-Tage-Verlauf

e und den unerwinschten Ereignisse

Bei zwei von 20 Behandlungen traten technische Probleme auf, die zu einem
vorzeitigen Abbruch der Behandlung flhrten. Die Durchfuhrung der EISS-Behandlung
ahnelt einer konventionellen Plasmaseparation. Der Grad der Heparinisierung wird je
nach Patientenzustand entschieden. Direkt zum Behandlungsbeginn erhielt der Patient
5000 IE Heparin im Bolus, dem Zellkreislauf wurden nochmals 1000 IE Heparin
zugesetzt. Damit ist der Grad der Heparinisierung deutlich héher als bei einer
konventionellen Dialyse, bei der meist nur 2000 IE Heparin zugesetzt werden.
Wahrend der Behandlung wird die kontinuierliche Heparinisierung mit Hilfe der ACT
angepasst. Die ACT wurde stindlich bestimmt, je nach Wert auch o6fter, und sollte
zwischen 125 und 150 Sekunden liegen, was einer Heparinisierung bei Dialyse
entspricht. Bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine erfolgt eine deutlich starkere
Heparinisierung mit ACT-Werten von 300-600 Sekunden.

Bei der ersten Behandlung (P01, Behandlung 1) kam es trotz der oben beschriebenen
Heparinisierung zu einer Koagulation im Zellfilter 1, daraufhin musste die Behandlung
nach 1:16 h abgebrochen werden. Um einen weiteren Abbruch aufgrund einer
Koagulation im Kreislauf zu verhindern, wurde bei den weiteren Behandlungen die
Antikoagulation mit Heparin wahrend der Behandlung an eine héhere ACT von 175-
200 s im Zellkreislauf angepasst. Bei den folgenden 19 Behandlungen kam es nicht
mehr zu Koagulationen im Kreislauf. Eine modgliche Ursache fur die Notwendigkeit
einer verstarkten Heparinisierung konnte auf die verbliebenen Thrombozyten im
Bioreaktor zurtickzufiihren sein, da in den verwendeten Granulozytenkonzentraten
neben den Granulozyten auch alle anderen Blutbestandteile enthalten sind. Aufgrund
der inflammatorischen Reaktion in der Sepsis mit Aktivierung der Komplement- und

Gerinnungskaskade, ist das Risiko fiir die Entstehung einer DIC oder einer Koagulation
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im Kreislauf erhoht. Die Flussparameter lagen meist bei 150 ml/min im Blutkreislauf
und 33 ml/min Plasmafluss im Plasmakreislauf. Der zweite Abbruch erfolgte wegen
eines Druckanstieges im Zellfilter | wahrend der zweiten Behandlung des sechsten
Patienten (P06, Behandlung 2). Deshalb wurde die Behandlung nach 5h abgebrochen.
Nach 3:30h war die ACT im Zellkreislauf 163 Sekunden, im Blutkreislauf 191
Sekunden. Madglicherweise hatte die Erhdhung der Heparindosis, um auch im
Zellkreislauf die Ziel-ACT von 175-200 Sekunden zu erreichen, den Druckanstieg
verhindert.

Weitere technische Probleme traten nicht auf.

Weder wahrend der Behandlung noch im 28-Tage-Verlauf traten Symptome im Sinne
von Transfusionsreaktionen auf.

Um die Sicherheit des Systems zu erhdhen und zu gewahrleisten, dass bei der
Ruckinfusion des Patientenplasmas keine Spenderzellen Ubertragen werden, wurde
zusatzlich nach dem Zellfilter | ein zweiter Zellfilter (Zellfilter 1l) installiert. Da die
Spenderzellen nicht in den Blutkreislauf des Patienten gelangen, kdnnte theoretisch
beim EISS-Verfahren zuklinftig auf eine Bestrahlung des Granulozytenkonzentrates
verzichtet werden, da die Bestrahlung lediglich die Zellteilung der in geringer Zahl
vorhandenen Lymphozyten verhindern soll, um einer Graft versus Host Reaktion

vorzubeugen.

Wahrend der EISS-Behandlung kam es zu keinen negativen Einflissen in Bezug auf
das kardiovaskulare System. Tatsachlich verringerte sich der Noradrenalinbedarf
signifikant. Der MAP fiel trotzdessen nicht ab. Zusammenfassend stabilisierte sich
unter der EISS-Therapie der Kreislauf. Eine durch das Verfahren bedingte
Hypotension, wie sie zum Beispiel bei sechs Patienten in der von Humes et al.
durchgefiihrten Studie zum RAD-System auftrat, zeigte sich nicht.

Dass es unter einer extrakorporalen Behandlung zu einer Verbesserung der
Hamodynamik kommt, konnten schon mehrere Studien Uber den Einsatz der CVVH
oder der Hamofiltration zeigen [92, 104, 105]. Ob die Stabilisierung des Kreislaufes
beim EISS-Verfahren zu einem Teil durch immunmodulatorische Interaktionen bedingt
ist, kann in dieser Studie nur vermutet werden. Da es aber keine
Flussigkeitsabtrennung gibt wie bei der CVVH, muss es einen eigenen Mechanismus

geben, der Zell-assoziiert ist und ggf. durch CVVH zu erganzen ware.
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Die Homoostaseparameter zeigen im Vorher-Nachher-Vergleich mit dem Wilcoxon-
Test signifikante Veranderungen, die zu einem groflen Teil auf die hohe
Heparinisierung wahrend der Behandlung zurickzufihren sind. So ist die pTT nach der
Behandlung im Median fast auf das Doppelte angestiegen. Am darauffolgenden Tag
hatte sich die pTT wieder normalisiert. Fibrinogen und Antithrombin-III fallen im Median
im Vorher-Nachher-Vergleich ab und es kommt zu einem Anstieg der D-Dimere, auch
hier normalisierten sich diese Parameter bei fast allen Patienten zum Tag nach der
Behandlung wieder. Betrachtet man die Verlaufe der Gerinnungs- und
Hamolyseparameter flir jeden Patienten einzeln, zeigen sich relevante Veranderungen
von einzelnen Parametern nur isoliert. Die Fibrinogenkonzentration ist bei fast allen
Behandlungen zum Ende hin abgefallen. GroRere Konzentrationsschwankungen
wurden weder von einer Erhdhung der D-Dimere noch einem relevanten Abfall der
Thrombozyten begleitet. Ein Thrombozytenabfall auf fast 50 Prozent des
Ausgangswertes trat nur bei einer Behandlung (Patient 05, Behandlung 2) auf. Bei
diesem Patienten sank die Thrombozytenzahl auch an den folgenden zwei Tagen
weiter, daraufhin wurde am flinften Beobachtungstag ein Thrombozytenkonzentrat
transfundiert. Schon nach der ersten Behandlung mussten bei diesem Patienten
Thrombozyten substituiert werden, der Grund dafir war allerdings ein
Thrombozytenabfall, der sich schon vor der ersten Behandlung manifestierte. Im
Verlauf stabilisierte sich die Thrombozytenzahl wieder, ohne weitere Transfusion von
Thrombozytenkonzentraten. Eine sich in diesem Zusammenhang entwickelnde D-
Dimer-Erhéhung im Sinne einer intravasalen Gerinnung zeigte sich nicht. Die
Entwicklung einer Thrombozytopenie in Patienten, die mit einem extrakorporalen
Kreislauf behandelt wurden, ist nicht ungewdhnlich. Dass der Thrombozytenabfall des
funften Patienten durch die EISS-Behandlung bedingt war, kann nicht ausgeschlossen
werden. Eine Entwicklung der Thrombozytopenie aufgrund der Sepsis ist aber
wahrscheinlich, da sich diese schon vor der ersten Behandlung manifestierte. Eine
Studie, die die Thrombozytopenie an Sepsispatienten untersuchte, zeigte, dass sich
die Thrombozytopenie bei Sepsispatienten auch ohne eine DIC manifestiert. Dabei trat
eine absolute Thrombozytopenie in 77% der Falle auf. Erneute Sepsisschibe wurden
von thrombozytopenischen Verlaufen begleitet.

Akute Blutungsereignisse traten wahrend und auch nach den Behandlungen nicht auf.
Zwar kam es zu einem leichten, aber signifikanten Abfall des Haptoglobins, weitere

Hinweise wie ein LDH-Anstieg oder ein akuter Hb-Abfall lieBen sich nicht nachweisen.
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Dennoch mussten drei Patienten am Behandlungstag und sieben Patienten am Tag
nach der Behandlung transfundiert werden. Ein direkter Zusammenhang mit der EISS-
Behandlung lie} sich nicht herstellen, da im Vorher-Nachher-Vergleich bei diesen
Patienten kein akuter Hb-Abfall auftrat.

In mehreren Studien wurde belegt, dass durch extrakorporale Verfahren die
Konzentration sowohl von pro- als auch antiinflammatorischen Mediatoren gesenkt
werden konnte. Auch durch die Behandlung mit dem RAD-System wurden die
Zytokinkonzentrationen beeinflusst. In der Erprobung des EISS-Verfahrens im
Tiermodell zeigten sich positive Effekte auf die Bakteriamie und die
Zytokinkonzentration [74, 75]

In dieser Studie ergaben die Konzentrationsverlaufe der im Kliniklabor gemessenen
Interleukine im Vergleich vor und nach der Behandlung keine Tendenz zur
Abnahme/Elimination oder Zunahme der Konzentration. Wahrend sich bei Interleukin-1
kaum Konzentrationen messen lieRen, erscheint die Konzentrationsab- oder Zunahme
bei den Interleukinen -6, -8 und 10 eher unbeeinflusst. Ebenso verhalt sich die
Entwicklung der TNF-alpha und LBP-Konzentration. Eine eindeutige Reduktion der
Zytokine wurde durch die Interaktion mit dem Granulozytenkonzentrat nicht erreicht.
HierfUr ist sicherlich auch die groRe Schwankungsbreite der bei den verschiedenen
Patienten gemessenen Werte verantwortlich, so dass die Anzahl der Patienten nicht fir
Signifikanzen ausreichte. Zuklnftige Studien mit einer héheren Patientenzahl und mehr

Zellen im extrakorporalen Kreislauf werden hier weiteren Aufschluss liefern.

Als weitere Zeichen flur eine Entzindung lieRen sich beim CRP, PCT und der
Leukozytenzahl im Vorher-Nachher-Vergleich signifikante Veranderungen nachweisen.
Das CRP war am Ende der Behandlung signifikant abgefallen. Obwohl die
Halbwertszeit des PCT 24 Stunden betragt, fiel auch dessen Konzentration signifikant
ab. Zum Tag nach der Behandlung stiegen die Konzentrationen beider Parameter
wieder an. Im 28-Tage-Verlauf wurde fast taglich eine Verbesserung der Entziindung
deutlich. Dieser Effekt beruhte nicht auf dem Wegfall hoher Laborwerte bei den
Verstorbenen, da auch die LOCF-Analyse signifikante Verbesserungen der Parameter
ergab.

Die Leukozytenzahl wies nach der Behandlung einen signifikanten Anstieg auf. Im

Differentialblutbild war lediglich eine prozentuale Zunahme der Monozyten deutlich.
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Eine Zunahme des Prozentsatzes an Segmentkernigen und Stabkernigen ergab sich
nicht. Die Zunahme der Leukozytenzahl im Patientenblut nach der Behandlung kénnte
die Folge einer Leukozytenrekrutierung aus anderen Organen sein. Schreibt man den
Spenderleukozyten neben der Phagozytosefahigkeit eine immunmodulatorische
Funktion wahrend der Behandlung zu, so ware durch Freisetzung von chemotaktischen
Mediatoren durch die Spendergranulozyten eine Anreicherung von Leukozyten im
Patientenblut mdglich. Dabei ist fraglich, ob es sich um eine Rekrutierung von
geschadigten Leukozyten handelt oder ob diese Leukozyten in der Lage sind, die
Infektion suffizient zu bekampfen. In zusammenhangender Betrachtung mit der
Entwicklung der Entzindungsparameter wird der Leukozytenanstieg als positiv
bewertet.

Die Konzentrationsabfalle der Komplementfaktoren C3/C4 sind signifikant. Beide
Komplementkomponenten wirken durch ihre aktivierten Metaboliten (C3a/C4a) als
Peptidmediatoren fir lokale Entziindungsreaktionen, membranbindende Proteine und
Opsonine. Die Abnahme der inaktiven Komplementfaktoren koénnte durch eine
vermehrte Spaltung in ihre aktive Form begrundet sein.

Die HLA-DR-Expression stieg signifikant von Tag 1 (vor erster Behandlung) zu Tag 2
und nahm auch im 28-Tages-Verlauf deutlich zu, was fir das Uberleben als
prognostisch glnstig zu werten ist. Studien zeigen, dass die Expression in
Sepsispatienten verringert ist und daraus eine erhdhte Anfalligkeit gegenlber
nosokomialen Infektionen resultiert. Es gibt eine Korrelation zwischen HLA-
Verbesserung und Uberleben [45]. Vergleicht man die Verlaufe der Uberlebenden und
der verstorbenen Patienten so lasst sich kein genereller Unterschied feststellen.
Sowohl bei den Verstorbenen als auch bei den Uberlebenden sind im einzelnen
Expressionszu- und -abnahmen zu erkennen. Der Verlauf der CRP- und PCT-
Konzentration und die vermehrte Expression von HLA-DR sind Zeichen fir die
Rucklaufigkeit der Infektion bzw. Entzindung sowie der Erholung der
Immunkompetenz.

Wahrend der Therapie mit dem EISS-System und auch im 28-Tage Verlauf kam es zu
keiner Beeintradchtigung der Nieren- und Leberfunktion. Wahrend des
Beobachtungszeitraumes erhielten die Patienten 04, 07, 08, 09 und 10 eine CVVH.
Auler bei der Patientin 09 war diese Therapie auch schon vor EISS-Behandlung

notwendig. Die Patientin 09 hat allerdings angeborene Zystennieren, so dass bereits
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vor der aktuellen Sepsisperiode die Aufnahme in ein chronisches Dialyseprogramm
erwogen worden war.

Von 10 Patienten Uberlebten sieben Patienten den 28-Tages-Beobachtungszeitraum.
Die Patientin 03 musste wegen einer Sigmaperforation am 11. Beobachtungstag
operiert werden und verstarb kurz nach der Operation an deren Folgen.

Die Prognose des Patienten 04 mit pneumogener Sepsis war wegen eines
Leberversagens schon vor Studieneinschluss sehr schlecht. Das Leberversagen hatte
sich nach einer elektiven Operation einer Narbenhernie bei vorbestehender
Leberzirrhose manifestiert. Da keine Verbesserung des Allgemeinzustandes bei dem
Patienten 04 zu erwarten war, wurden die Intensivleistungen eingeschrankt. Der
Patient verstarb am 9. Beobachtungstag an Herz-Kreislauf-Versagen.

Der Sepsisfokus der Patientin 10 war eine MRSA-Infektion einer Thoraxwunde. In der
Vorgeschichte wurde die Patientin wegen eines Mammakarzinoms zunachst operativ
behandelt und erhielt eine Radiatio mit plastischer Versorgung der rechten
Thoraxwand. Es entwickelte sich eine Osteoradionekrose, die eine Resektion des
Sternums mit Lappenplastik erforderlich machte. Nach mehrfacher Revision der
Thoraxwunde aufgrund von Nekrosen der Lappenplastik bildete sich bei der Patientin
ein septisches Krankheitsbild aus. Die Patientin war hochgradig katecholaminpflichtig,
zusatzlich stellte sich ein akutes Nierenversagen ein. In dieser Situation erfolgte der
Einschluss in die EISS-I-Studie im Sinne einer Ultima Ratio Behandlung. Die Patientin
entwickelte am 6. Beobachtungstag erneut Herzrhythmusstorungen und erlitt ein
Kreislaufversagen mit anschlielender Asystolie. Durch eine Reanimation lie3 sich der
Kreislauf nur kurzfristig aufrechterhalten, so dass die Patienten kurz darauf im Rahmen
eines erneuten Herzkreislaufversagens verstarb.

Patientin 07 verstarb auf der Intensivstation nach Ablauf der Beobachtungszeit an den
Folgen der Sepsis. 6 Patienten konnten aus dem Krankenhaus entlassen werden, alle
entweder in ein peripheres Krankenhaus oder in eine Rehabilitationseinrichtung.

Der APACHE-II Score zum Zeitpunkt der ITS-Aufnahme lag im Median bei 29,5
Punkten, das ergibt eine prozentuale Sterbewahrscheinlichkeit im Krankenhaus von
69%. Insgesamt verstarben 3 Patienten (30%) wahrend der Beobachtungszeit. Die
Scores zur Beurteilung der Organdysfunktion (MODS, SAPS) zeigen wahrend des
Beobachtungszeitraumes eine signifikante Verbesserung der Organfunktion. In der
LOCF-Analyse der Scores mit dem Wilcoxon-Test ergeben sich allerdings kaum

Signifikanzen. Ob die Verbesserung der Organfunktion mit der EISS-Behandlung
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zusammenhangt, lasst sich daher in dieser Studie nicht sicher nachweisen. Hierfir

mussen zukunftige kontrollierte Studien durchgefuhrt werden.

Aufgrund der geringen Patientenzahl und des Fehlens einer Kontrollgruppe liefert diese
Phase-I/1I-Studie keine definitiven Aussagen zur Effektivitdt der Behandlung, dennoch
ergeben sich daraus wertvolle Anhaltspunkte, die fir die Erarbeitung einer folgenden
Studie hilfreich sein werden.

Fir eine bessere statistische Auswertung der Ergebnisse sollte in kommenden Studien
ein groReres Patientenkollektiv eingeschlossen werden. Die statistische Auswertung
mit dem Wilcoxon- und auch dem Friedmann-Test ist zwar bei einem Datensatz von
zehn Patienten mdglich, dennoch muss Uberlegt werden, dass der Datensatz durch
verschiedene Ursachen Licken aufweisen kann. Dies kann zum Beispiel durch
vorzeitiges Ausscheiden aus der Studie oder Versterben eines Patienten bedingt sein.
Beide Tests lassen nur eine Aussage bei vollstdndigem Datensatz zu. In die
Berechnungen mittels Friedmann-Tests und auch teilweise des Wilcoxon-Tests wurden
in dieser Studie die Werte der Verstorbenen nicht einbezogen. Um dies zu umgehen
erfolgte die nochmalige statistische Auswertung mit dem Wilcoxon-Test im Sinne einer
Last Observation Carried Forward (LOCF) Analyse.

Die geringe Zahl an behandelten Patienten lasst nur eingeschrankte Aussagen in der
statistischen Auswertung zu. Die statistische und graphische Auswertung im Vorher-
Nachher-Vergleich erfolgte Gber insgesamt 20 Behandlungen. Da es sich bei zehn
dieser Behandlungen um Folgetherapien handelt, sollte die nachste Studie
ausreichend Patienten einschlielen, um die erste und zweite Behandlung einzeln zu
betrachten.

Weitere Storungen bei der Auswertung der Daten ergeben sich durch unterschiedliche
Blutabnahmezeitpunkte. Wahrend der ersten Behandlungen wurden nicht alle
Parameter standardmafig direkt vor der Behandlung des Patienten bestimmt. Einige
Daten vor Behandlung wurden durch die Werte der morgendlichen Blutbestimmungen

vervollstandigt.
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6. Zusammenfassung

Die Sepsis ist immer noch mit einer hohen Mortalitat von durchschnittlich 30-60%
vergesellschaftet. Neue immunmodulatorische Therapieansatze, die selektiv einzelne
Sepsismediatoren entfernen, erwiesen sich als ungeeignet, um die Uberlebenschancen
fur Sepsispatienten zu verbessern.

In der vorliegenden Dissertationsschrift geht es um die Vertraglichkeit und Sicherheit
eines extrakorporalen Immununterstitzungssystems. Dazu erfolgte der erstmalige
Einsatz eines Phagozytosebioreaktors (EISS) an zehn septischen Patienten. Alle
Patienten erhielten jeweils zwei Behandlungen mit dem EISS-System.

Wahrend der EISS-Behandlung traten keine schadlichen Auswirkungen fir den
Patienten auf, die auf die Behandlung mit dem EISS-System zuriickzufihren sind.
Klinische Zeichen einer Hamolyse oder Blutung zeigten sich nicht. Die Therapie wurde
gut vertragen. Unter der Behandlung kam es zur signifikanten Stabilisation der
hamodynamischen Situation der Patienten und zur signifikanten Reduktion der
Vasopressorennotwendigkeit.

Die Ergebnisse Uber den Beobachtungszeitraum von 28 Tagen ergaben bei sieben
Patienten eine Besserung der Entzindungssituation und des Organversagens, teils
sogar mit signifikanten Ergebnissen. Die mit dem APACHE-II Score und dem SAPS Il
Score vorhergesagte Krankenhaussterbewahrscheinlichkeit betrug ca. 70% bei ITS-
Aufnahme. Die tatsachlich beobachtete Krankenhausmortalitat betragt 40%. Nach 28
Beobachtungstagen waren 3 der 10 Patienten verstorben, eine Patientin verstarb nach
der Beobachtungszeit auf der Intensivstation. Das entspricht einer Reduktion der
vorausgesagten Krankenhausmortalitat von 30%.

Diese positiven Ergebnisse ermutigen zur Durchfiihrung weiterer klinischer Studien, die
die Sicherheit und Effektivitat der Behandlung mit Leukozyten in einem extrakorporalen

Bioreaktor weiter untersuchen und bestatigen.
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8. Anhang

8.1 Messwerte und ausgewahlte Parameter

Tabelle 12: Ubersicht tiber die Behandlungszeiten, die behandelte Gesamtplasmamenge und
die Zahl der benutzten Spendergranulozyten im Kreislauf
(X1 Koagulation im Filter, X2 Technische Probleme des extrakorporalen Kreislaufes,
Druck im Zellkreislauf stieg auf > 400 mmHg)
Patient B?hand- Beobach- Behand_— Granulozytenzahl Gzzgranr:ﬁlea"si:a vorzeitiger
ung tungstag lungszeit Gpt/l inl Abbruch
P01 1 1 01:16 1,98 2,5 X1
P01 2 3 06:02 0,9 11,2
P02 1 1 06:05 2 11,94
P02 2 3 06:03 1 11,35
P03 1 1 06:00 0,9 6,84
P03 2 4 05:45 1 11,94
P04 1 1 05:49 1,2 6
P04 2 3 06:05 0,8 11,45
P05 1 1 06:00 1,5 10
P05 2 3 06:02 1,5 11,65
P06 1 1 06:10 1,6 10,45
P06 2 4 05:00 1,32 6,05 X2
P07 1 1 06:00 1,7 10,92
P07 2 4 06:00 1,2 9,96
P08 1 1 06:00 2,2 7,58
P08 2 4 06:00 1,7 9,75
P09 1 1 06:00 0,7 10,92
P09 2 4 06:00 1,5 10,92
P10 1 1 06:00 1,8 8,71
P10 2 4 06:00 1,7 10,6
Mittelwert 05:42 1,41 9,523
ag:f;gz[ld';g 01:04 0,434 2,509




Ll Ge 8¢ 8¢ 1y 0S8 G9 08 00} 801 34" L6l €6¢ /N 1vViv
€L VA G/ 8'g €0l cl 9zl L'el Ll 2l €0c 8l L1 61 G'Ge ¥'8l ¥'8l Ip/Bw uiqnuijig
LG 8G 6. 18 66 Il Ll cel 991 [FA" 7" 191 191 8l 8l 891 GalL 1/jowr uluneaty
V'L 9 8'6 1ad V'L g'ee L0¢ 6'Ge €'ce 6°9¢ 8'9¢ z'ee z'ce 8’9l L'l v'el Gzl 1p/bw HojsuieH
60 3 vl L0 60 L0 L0 3 3 Gl 6°l 6°l €C G'C Ll vz l/loww epje]
%4 80¢ z'Le 0€ 6°0€ G/2 k4 9l z'se §'ze §ze A4 8've e €'0c L'ze L'ze l/loww jeuoqueaig
ve'L 1G'L S¥'.L 9g’. [ Ge'L 9g'. G¢'.L €e'.L ve'L [ Ge'9 Ge'L €l L ve'L ve'L Hd
€6l 80 6'l 18°) G L /A G 6L 98°) €6°1 86°L 66°1 9/l 98l 181 GL'l |/loww ed
L€1 8¢l LEL 0143 6€l yA4S (943 LGl 443 cid3 1443 6vL 6vL evl VA4S vl 143 l/loww EeN
L'y v'e o'y Z'v 'y z'v L'y 6'v 6'c v 14 6°c 6'c z'e L€ 9'c 8'c l/loww p|
ST 8¢ 62C 6v'C 16 uiqo|boydeH |
ces €0€ 19¢ (974 9€e 08¢ 06¢ €ce 96¢ 0S. 1€S 169 €16 99¢lL 0cel 0cel 1/6r alswig-a
L 8 Z'L 99 L9 S8 S'6 80l 80l Z0l G'6 6'6 ¥0l 13 uabounqi4
08 6. 26 S. YA 6. 16 a8 88 89 9 8. YA 4%} (3] 12 29 % uonenuaz
-Uuoy-lii-1v
z've 8°8¢ €9¢ L'L€ z'ge (oA (014 9'Ge 6'8¢ 9'ep 195 99¥ 8'8y L'6v 629 6'61 S8 s 11d
€Ll 8l°lL 90°L 60°L 90°L 1L zLl LY Ll 80°L €0°L L0°L S0°L GO‘) 90°} L0°) S0°L dNI
06 16 16 66 16 G6 16 16 €6 0oL (0[0] 0ol 86 86 16 96 16 % 32In0
A% L€€ 6EY L€€ ¥8¢ Gg8¢ 5144 ole 691 Sol 69 09 €§ 14 8'L0l 8G A 1ndo Iyezuajhz
-oquioay |
L6l S0l 6L SLL 68l ¥ 44 9'9¢ zoe 9'Ge G'Ge e'ey 9.2 z'6e L1z 14 1£6 8.'G 1ndo 1yez
-u9jAzoyna
6'G 29 L9 Z9 G9 L'G 19 JAC) 89 8'G G9 29 ‘9 99 Z'L 89 JAC) 1p/B qH
820 €0 €€0 L€0 LE0 G20 €0 €€0 2e0 820 €0 620 €0 1€0 ¥€0 ze0 €€0 % 3H
9 9 ol € S b €l 8 L 0l bl 8 8 oL Zl S S O°%H wd anz
Go¢ z'LE [V tAVLS 1€ G'ge ¥'6€ 9'8¢ G'ge 6€ 9°L€ z'8e 6€ Qo injesadwa)
00} 00l g9 S. 06 00l GLl 08 qcl 08 ¢l 88 72 08 G6 801 ocl urwy sind
08 473 €L 0L 0. €8 8 €L 18 8. €8 YA €6 16 L0l 6 16 BHww dVIN
Pyul J9jawele
@ | | m o (o | s | 0| o | s | v [Smmeiememel o o o ey U2 PR

L0 Jusned Jejeweledsiseg

€1 dllege L




S ) 7 e m g 9 3 5 5 5 5 5 9% apiung Il Sdvs
) v 3 7 S Z 07 Z 8 Z 6 m 5 Z apiung SQom
z z 9 9 Z m m z m 7 ) o1 v S apiung Vi30S
e g o o 7 7 vz 0% 73 e 0¢ 2 2 7€ apiung Il IHOVAV
5 ) v e m g 9 g S g g S S apiund S09
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 w WL
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 000z [0 0 0 3 LV
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 w a3
009 |0 0 0 0 009 [0 0 0 009 |0 0 0 0 0 0 0 w Y]
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw ulwengoq
1’9 1'9 1'9 1'9 uiw/By/6r uiwedoq

0 0 Gz6c 00 oot [008  [009 009  [008  [009 009|009 009 p/Bw unwiedog
910 910 980 770 Ui/ /Bl | UlleusIpeioN

0 0 0 0 0 v 66 |es |9t [vor voz  |9ez zoe p/bw uleusIpeIoN
656GL |82yl |99zer |100EL |vze6 |16iZ |Svve  [8ise  |zeey |6l0v |Sver  |Zsevy  |Z8ev |0605  |9)iS 0109 0109 oz |aVIH
99 76 €9 IS 69 Z &7 89 AR DTS v5Z voz  [vee 1Lt gez gez “emm: ag
0 0 0 0 S 6 Z Z Z o) o ¥ 77 T2z et ) 9¢ 9¢ jw/Bd or
9 TR T TN ] ] Zo0 (60 |6 o 2y 8ol gl (260 |zie ver ver [w/Bd PR
oLl [ze 76c  |coZ |06 ol |eer [esr  [Zoz  [szz  [vie VIS vIG  |2zoz |oses 665y 6657 {w/Bd ol
0 0 0 0 0 0 0 0 0 8'6 0 1’9 19 1w/bd 9111
6 S6  [c9r [s0r [str  [cee  [eoe  [ob Sor (999 [eel T T DN ) zi zi [w/Bd eydie-aNL
770 610 ) €0 ip/B o

190 60 /G0 59'0 Ip/B €9

o 60 90 3T Jzz o 79 e |2 Tor  [voe z8r Z8y  [90L |96S 166 166 B 19d
8ol [eer  [ear  [wr |eez  |zor  [vor |06 ver |69z |89e vy v 86y | 108 025 025 yBw FIE)
90z [viz |99t [ive |20 005 [82e  [isc  |seZ  [veL [iss 98 o, [vZ9  |9%9 599 €65 win Ha1
76 |9z e ee o 6e 7 7 o/ 76 vor  [roe 009 n VSV
1ayul Jajawele

@ |2 | wo|m | e | s | oo |0 | s | v |G el e o ey P L

@CDN«OWtOH_ - 10 luaijed LO«OEGLNQM_WNM 71 9lleqe L




X

/G0 960 ¥'0 98°'0 _Em €0
L0 ¥80°0 10 0 10 €0 S0 90 €0 90 L¥'0 G0 8%'0 60 9/'0 6l 6l 1/61 10d
8 6¢ A" 101 9 1%} €6 Ll 8¢l €Gl €el acl acl csl A4 99¢ 99¢ 1/6w ddd
(014 (4574 €6¢ 69¢ Le €ce 149 8¢e €8¢ Le 6v¢ 6.€ 19¢ €6¢ Ly 1€S 1€S w/n Ha1
6¢ 601 8l €e 1€ pAS Ge %174 8¢ T4 Ll € /N 1VSVv
(A7 8 8l €¢ 14 9¢ 0o¢ 14 (4 e 1z 6l 44 I/n 1viv
9'¢clL g9l o'ce 98 6'6 G's €8 9'6 70l 9'g z'ol €9 16 z'el 61l 9Ll 9/l Ip/bw uiqnaijig
%14 1S 1S Ge (9% 4% 4% 0S 9y €9 v'61 €9 €9 an 6'cl Gl Gl 1nowr uluijeaty
80 S0 ¥Z'o S0 Gl L'y 6'S ¥'9 6'G 88 80l 6'Cl 6'Cl 4% [ 88 88 Ip/Bw JojsuieH
86°L z'e 60 10 JAG) 9'0 'L 8l 9l [ Z'L ¥l el gL 'l el Ll [/loww jepjeT
€¢e 6'le BN '8l |8l 181 66l 6'8l 66l L‘0g 10z Z'ie 1’0z 014 L‘0e 8'6l l/loww jeuoq.edlg
G/ 8¢, 4] €Y. €L ¥8°L ve'L ve'L ze’L €e'.L €e'.L ze'L Le'L Le'L (43 Hd
82'C clL'e 10'C Ll 961 ¥8°L €8l 111 V'L 89°L 191 i7" 28l L'l 191 Ll Sl l/loww ed
6l [A4% 9¢l el Gel 124" 442 124" Syl 14" VA" 254" 6¥1 (514% LGl (514% (514% |/loww eN
'y 8'C o G'e 8'¢c 6'¢C 14 ¥ L'y 14 8'¢c L'y 14 8'c 6 6'c 14 l/loww A
LL'e G6'C y0'c (4 9e'c 6L°C €6l Ge'e €9'c 68'C Lz'e ylL'e 1/6 uiqoj6ojdeH
(01474 105§ cly [S{e14 28y 129 6¢. G/lS 199 9¢s 819 19v 99% [*14°] 69 00¥% 00¥ 1/61 alswig-a
14 ¥'e 19 LG 6'Y S ¥'S 9 G'9 €9 Z2'9 8'G 6', 8'0 A 8'/ 8'/ 1/6 uabounqid
801 86 Ll 9Ll 8Ll €0l .8 8 L. €9 99 8/ 6. 79 99 19 19 % uojjenjuaz
-Uoy-III-LV
G'6C 1T e'le 1'0¢ 162 v'6C 0o¢ g'ce 1'6€ Loy 129 8'ce y'se 6'lE 6'c9 9'ce 6'ce S 1lld
6L°1 12l 20°'L 10°1 66'0 660 90°L €0l Al A 181 Gl [ Lel i 9z'L 121 NI
06 68 L0l (0[0)% Gol Ll 101 00l 9y 8y 4% S WA 08 99 L. €8 % A2InQ
YA474 (15174 1472 YA 061 6v. 1472 6¢. lCL 919 989 9Ly 989 €8y 4174 [4%i4 90¥ 1ndo lyezusjAz
-oquioay
Lot 90l Ll 9zl 6'vl 8yl ¥'GlL cal 8'9l 181 9'/2 Syl £l ¥'61 Z'Le L'6L ez 1ndo yez
-udjAzoynan
¥'0 /€0 €e'0 220 Gz'o 2z'0 €2'0 €20 120 9z'0 8‘G 8, ze'o (3] 8‘9 G'9 ¥€'0 10/ qH
] G/ 8'9 L'y €' 9'y 6V 9y ¥'G 1'g 62'0 8¢'0 €9 9 €e'0 2€'0 L % iH
(013 14 oL € 8 8 el €l vl (013 L cl 4% el O°H wd anz
¥'9¢ v'.€ 9'/¢ 8'o¢ 9'/¢ 1€ G'ge 8'8¢ 1'8¢ G'ge g'/¢ g'/e 6'8¢ Do anjesadwa |
Gl 29 6 89 08 G6 SLL colL €1 Syl 8¢l ocl ocl 4% ovl yxA" Syl ulwy Sind
08 86 €0l 18 88 88 a8 98 €0l 86 68 €0l a8 €8 98 78 16 BHwWwW dVIN
1|ayul Jajawele
& | w2 | wm | @ | o | 8 | 2 | o | o | v |Simeuew|Sumpuey| oo | | Sumpuey | Bunpuey | Jeuwsuny (PR | TR

20 1ualed Je)sweledsiseg Gl 9||egel




X

9 Ll 9 vl Gl Gl 61 zC Ge zC ve 6 zS L9 apjund Il SdVS
0 0 | L 0 z 0 L v g v 9 8 1 apjund Saow
0 L L 0 L z L z v v / 8 6 Zl apjund v40S
z g € 9 6 v 8 €l vl L Gl 61 ve 1T apjung i1 IHOVdV
Gl Gl Gl Gl P Gl Gl Gl L oy oD S S apjund So9
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw ML
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ET n-1v
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw ddd
0 0 0 00€ 0 0 982z ore 00€ 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw Y E]
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw ujweinqgoq
uiwy6y/6r uiwedoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw uiwedog
0 6500 6500 6500 ulw/Bx/Br | uljeuaipeioN

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Zi'e 891 8977 p/Bu uljeuaipeioN
6252 | L¥Z9E |cSzvz |80SvL |€Z9bL |0Z8€L |69LvL |zVZZ | ¥8/8 |ShLLL |€6¢8 10901 1090l |88StL |¥86L /8v6 18v6 3|19z ¥a-VH

[3IMY3I0W

Gl vl L€ Le 6'6L |61 44 6C 1T 8z SC Y4 Iz ze oy zs zs Jw/Brl dg
0 0 0 0 0 0 0 0 0 g 9 8 . ol ol 9l 9l Jw/Bd oLl
o€ 6¢C GC GC v 6 €8 1l a8 G8 88 9 Vil IS 19 99 99 Jw/Bd 8-l
€7 €8 8'cG  |8'€S |Levr |9%Te |8€r |Z'€9 |68L |Scl orl vl 00} 9%9  |8Lv g'se g'se jw/Bd oI
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9Tk |0 0 0 0 Jw/Bd CT%a
18 1'6 6'G 6'S 8'0) 8'g L'8 9'8 6'L €'g 6 v'8 9'8C '1e 9'6¥ 9'6¥ jw/bd eydje-JNL
Z1o0 Z0 Z1o €10 IP/B %)

1|ayul Jajawele
& | w2 | wm | @ | o | 8 | 2 | o | o | v |Simeuew|Sumpuey| oo | | Sumpuey | Bunpuey | Jeuwsuny (PR | TR

bunzyasyo4 - 20 1uaned Jajeweledsiseg ‘91 9|l8qeL




AIX

¥'0 L0 L0 90 690 690 /B €9

vl 7'l 60 el Gl 9l z'L el 8L 8'L ) €'9 8¢9 9'cl 9'cl 1/6r 10d

eve 891 % 12 002 on 991 z8l 61 ¥61 191 Lyl Gl 6vl 6vl I/6w dyd

691 Gol o€l Ghl Lyl 4 24) LS1 G/l 111 o 61 Lz €92 161 161 lw/n Ha1

z¢ 0¢ % 23 9l Ll Ll e 62 [ In 1VSvY

74 [k 9¢ X3 ¥4 8l 6l Y7 0z Gl In 1VIv

€6z 1’0z 6Ll 8zl 6'cl 8Ll 8'0z 9Ll 9'01 6L 6, vyl 801 X v'0l v'0l Ip/Bw uiqnaiig

€9l il 6El 801 8 19 1S 8 6Ly 2% 2% Ly 2% Ly 4% 2% I/iowr uluneasy

ol L6 el A Lol Z8 98 11 veL L L €9 €G 62'G ZS ZS Ip/Puw Hojsuiey

4 LYy GZ K4 9l 9l D 9l vl Z' 9l 9l €l Gl Gl I/loww jepje

661 v'Ze 6'vC L'ez 96z 96z 8'vZ 1ve R4 Gz Gz z'se 9'6e L've v've l/loww jeuoqieolg

€. 8¢g'.L zeL 6€°L 6eL 6eL v WL L'l [ €Y. 1G'L [ LWL S¥'.L Hd

8Ll Z'l 9z'L el 1S°1 1S°1 L7 1171 A vl Ll ¥6°0 zLL 19°1 ZL l/loww CR)

Gel 9€l vEL Gel vEl vEl zel €1 eel eel vEl eel Lyl ovl 6El I/loww eN

3 Y ey 6'¢ v v 8¢ Gy 9 v 8¢ v Sy v 9'¢ l/loww Y]

€5l 1170 160 160 190 60 6°0 /6 uiqo|boydey |

692 ¥4 662 60€ 902 K% 162 1Sz (X1 ¥62 12¢ 161 962 962 I1/6r ai;swig-a

Y ze LG ¥'9 Y v'e e LY %% LY 9 9'¢ A2 A2 13 uabounqi4

9l Iz 8z L€ 0z 9 L€ 3 3 6% 8Y 9 9v Ly % uonenuaz

-uoy-li- LV

9°0L 609 6'GG €5 Ty 8°0G 6'9Y €l ey ey e Al%g ¥'88 6'GE 9 s 11d

g8l 6'l 1%} vS'L vl Ge'l zL el Sv'L zel ze'L 9Ll 8Ll ve'L vl A NI

ey X% Gb 09 .l 69 9 29 19 W Lz /8 16 11 6 96 % REITTe)

22 8. LS vy 66 16 7 S 19 65 9v XS v IS €9 €l indo 1yezuajiz

-oquioay |

€8l €6l 801 1.6 ol G0'9 8G 88°G 1L 29°¢ G99 £8°¢ 18 6G°G 12'e zL'e Indo lyez

-udjfzoynan

1€°0 GZ'0 820 620 12°0 12°0 ¥Z'0 €9 19 120 820 120 1’9 8'g 820 Ip/6 aH

99 ZS 8G €9 9%G 8G S 620 8Z°0 9G LG LG 620 120 8'G % YH

el 8 vl gl 8l Gl vl ol ol 8 ol Zl Ll el L OZH wd anz

z9¢ 9Ge 69€ 1€ 9¢ 9¢ 1°9¢ G'og 8¢ L€ z'.€ D Jmesadwa

G0l 08 06 G8 g8 G8 G8 6 €0l 08 06 06 vl 18 0L urwy sind

€9 29 69 ZL g9 29 89 Zl 0L €l Z.L Gl 6. 0L 8 BHww dVIN

1|ayul Jajawele

nw | w | a | o | s | 2 | o | o |Swewwowpuer) | g | o | Sumpuey | bunpued | feudeuny TRE R TR
€0 lualjed Jeyaweledsiseg ETERE




AX

11 65 19 9 1€ 09 19 29 85 85 9 g 1§ 1§ 99 apjund 1l SdVS

el L 8 ol i 8 6 6 8 8 1 ol L L 8 apjund SAOoW

9l el L zl ol 9 L Ll zl zl ol zl ol ol zl apjund Vvd40S

8¢ 9z 12 Gz 9l [k 2z 8z €z 54 0¢ T 54 54 0¢ apjund 1l IHOVdVY

€ € € S 6 S S S S S v v € € apjund S09

€92 €€z %4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 jw ML

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 al n-1v

0 0 0 0 0 159 0 0 0 0 0 0 0 0 2z jw ddd

0 €09 0 0 0 0 009 0 0 0 Y12 0 0 0 0 jw Y E]

0 0 0 0 0 0 0 0 0 6C 6C uw/By/6r ulwejngoq

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 G'c9 252 252 p/Bw ulwejnqoq

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 uiw/6y/6r uiwedoq

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw uiwedoqg

0 0 9910°0 [9910°0 uiw/By/6r uijeuaipeioN

vl 88 19y |6l 6¢ 88 Lo £v'0 8¢g’l Go'} 1G°1 p/Bw uijeuaipeioN

gevzl |[ovoLL [se08 [298S [ezes [sz€9 [oses [9ovs vivl viv.  |6LLyL [oevel [81.8 8016 8016 EEy2 ¥a-vH

[2IN4310N

i Ge 9G 9g 9'LS 1€ 6e ov ov ov a4 1€ 8'ce 9¢ 9¢ juy/bn dga1

65 S 1€ 1€ z°9¢ ov 0z 6b 8l 8l 9z vl [ [ Jw/6d oLl

68 08l 8y 8y 1706 88 vS €5 9z 9z 19 9¢ z'9¢ Ge Ge Jw/Bd 8-l

918 80l [zviz [ 2166 vegl  [ze6 895 226 She She 2001 |86 Z8l Z'66 Z'6 jw/bd 91l

009 001 08¥ 00l 0 00l ) Jw/Bd 9111

1’9z 8'ce 9'/L €0z 6'8l L'yl z'sL 9'Gl g'el G'cl g'el Lol uer-gL |[+v'6 ¥'6 jw/bd eydje-INL

ZL0 €10 €10 L0 €10 €10 Ip/B %)

1|ayul Jajawele

w | w | a | o | s | 2 | o | o |Swewwswpuer) | g | o | Sumpuey | bunpued | feudeuny TUE R TR
bunzyasyo4 - €0 Juaned Joyoweledsiseg ‘8l 9||9geL




INX

¥€0 £v'0 £v'0 8€0 Zv'0 zr'o 1p/B [%0)
6'S 8'G 61'G v L'y Gr'e G'e G'e z's ¥9'G 18 18 1/6r 19d
el gzl G6 98 S LY €5 €5 99 ZL 16 16 1/Bw dyd
¥02 6lC 7% L 162 vie 192 192 Gl2 ¥0€ 182 182 lw/n Ha1
991 051 08 G 0S S 19 89 N N7
S S 3 X3 Ge ov vy 2% N 1VIv
1€2 Gez (3% vig 891 191 8yl 961 €1 6El ozl vzl Ip/Bw uiqnaiig
6l k) vel 8zl 6vl vzl 8zl 8zl /81 161 Z61 €02 l/iowr uluneasy
8'GlL ZGl 161 ze 182 Y7 8¢ 6cC 6'7E 8'/¢ L'Ge z'ce Ip/Bw Hojsuiey
6l el 8l 9l 9l 44 81 81 l/loww jepje
8’1z G'ee e v'ee (Y7 k7 1.2 292 Lyl 9'6e 12 €/2 l/jloww jeuoqieolg
8g'.L 6€°L 4 ze'L €e'.L €5/ 2S5, 6e°L 'L 8¢/, [ 'L Hd
GeT ev'e Gz'T 22T 90T ¥0C 60C %4 86°L G6'L 102 86°L l/loww CR)
24! 8¢l 6El Lyl 6El 6El Lyl 6El eyl Gvl vyl Svl l/loww eN
Y LYy Gy vy G Gy 9 LY vy vy Ly 9y l/loww Y]
90°0> 90°0> 90°0> v€0 710 vv°0 /6 uiqojboydeH|
161 €28 8v9 /18 KA ECED ¥951 7951 20L1 Z891 2011 1/6r a;swig-a
L'e 8T € 9T v 1T €T €T ¥4 1T 8T 113 uabounqi4
L€ vy Ge 8y 6% vy Ly Ly 65 €9 €9 LS % uonenuaz
-uoy-li- LV
L'61 Gb 9'6¢ 909 6'€e z°€S 6'8¢ LGh 9 679 e z'6e 5 11d
Ge'l ve'l vl 6e°L 8c’l 19°) 65t 25 19°1 8Ll 8g'L z9°l NI
69 0L 69 99 19 9 XS g 05 vy LS g % REITTe)
G9 7] vl 9/ ¥8 89 19 0L 6. €8 G8 18 1ndo 1yezuajAz
-oquioay |
€/ Gv'9 €6°L 6'8 8Ll eyl 91’6 91’6 196 <l G0l G0l 1ndo lyez
-udjfzoynan
820 820 9z°0 920 820 ¥'9 9%G 620 820 LS 9'g 820 Ip/B qH
9%G LG ZG S 9%G €0 120 9%G 9'G 820 820 9'G % YH
0z T 0z 0z 0z Gl Gl 4 0z 6l Ll O°H wd anz
8°Ge G'og v'i€ G'Ge 8¢ z'se 8'Ge z'se Do Jmesadwa
06 g8 08 G8 191 01 11 g9 08 08 Z8 06 urwy sind
1S €9 19 0L 19 08 Z.L 19 08 98 9./ €l BHww dVIN
1Iayul Jajawe.le
& | w2 | wm | @ | o | s | 2 | o | o | v |Cumeuew|Swmpuey| oo || Sumpuey | Bunpuey | |oeEIREE R
0 Jusljed Jeyaweledsiseg ‘6] 91908 L




[IAX

88 08 Ll Gl ] 8 8 18 99 99 7 apjund 11 SdVS
9l Ll Ll Ll Gl zl zl Gl Gl Gl Gl apjund SAOoW
Ll Ll Ll Ll 9l vl vl Ll 9l 9l Ll apjund vd40S
3 12 6¢C 23 0¢ e 3 €€ 12 12 L€ apjund I IHOV AV
3 € € 3 € € € € 3 € apjund SJ9
0 0 0 0 0 0 0 0 jw AL
0 0 0 0 0 0001 al n-1v
0 00¥ ooyl [oozL [oosl 005l [006 00¥ jw ddd
0 0 009 009 009 0 0 0 jw E]
0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw ulwejnqoq
X3 X3 61 61 uiw/By/6r uiwedoq
00S 045 0zs 00S 00S 00S 062 052 p/Bw uiwedoqg
€00 0 100 200 uiw/By/6r uijeuaipeioN
S v'e Gl'e ¥4 G/ Gz GL0 ¥4 p/Bw uijeuaipeioN
8GzzL |osvel [oegel [29801L [v¥sel [66101 061} 06€LL [ziz6  [2099 GG8/ GG8/ EEy2 ¥a-vH
[2IN4210N
7'89 29 zs 1'29 €0y 6'ce L'Z L'z €'0¢ 6'¢Y jwy/brl dga1
6cl 8l 991 6'L1 vy Z'19 ¥'eG ¥'eg ¥'6¢ GZ8 96 9'66 Jw/Bd oLl
LTE 8'0v 996 ve L6V v'ov YLl YLl €Yl Gzl Gl €'Gl Jw/bd 8-l
10€ 88l 961 G8 162 Gel gLy gLy L'ey LzL ¥'0€ ¥'0€ Jw/bd 9-1I
0 0 0 0 0 0 0 0 121 0 Jw/Bd 9111
991 L1 6Ll Gl 44 9'cz el el 0 ¥4 6'0C 6'0C jw/bd eydje-INL
800 100 100 690°0 100 100 Ip/B )
1Iayul Jajawe.le
& | w2 | wm | @ | o | s | 2 | o | o | v |Cumeuew|Swmpuey| oo || Sumpuey | Bunpuey | |oeEIREE R
unz}asuo4 - 0 Jusljed Jojoweledsiseg :0Z 9|199eL




NAX

L¥'0 €10 8€'0 G50 1p/B €0
29L'0 [€0 6'0 €'e 8'0 L z'L 6'0 vl L'l 9L ze ze 8'C L'z v'C v'C 1/6r 19d
zS 18 67 6 VTl 891 81 8yl eel GOl €5l €61 €6l €9l I€L 091 091 1/Bw dyo
861 veT goz vee Lee 60€ GoE 99z 861 861 v8l €ce €ce 961 €ve /12 /12 w/n Ha1
1€ ¥9 €l 1S oy Y4 ge o€ ze 8¢ Le e n 1VSvY
8z 6 8y € 0 € VT ¥4 62 9 Gz o€ n Vv
z 9's Z'L 6'S oL |vL 8vl  |Scl T FAT XD g9l '8l |st P o'cl 6l Ip/Bw uiqniig
Ie 8¢ Ie z€ v9 9 Lz 8/ 8 61 €l 8/ 8/ zl Y 99 99 yiowr ujuneany
Z'l € 9°¢ oY G/ €6 ol oL LTk |8k |Z A ZoL  [€6 Z8'8 69 69 Ip/Bw Hojsurey
'l Z'l 1l L vl ¥4 8l L Sl Ll Z'l L1 8l 4 ¥4 z J/oww yeppe]
€€c |Lve |vve |ce€z |sGb \lz  |Zce |SSz  |Lwz |c€cz |cez G'ee ez |evz |cez 6'€C ¥4 J/loww jeuoquesig
s, |ev'Z |v'2 vl W |vw'Z  |[s9Z |oouer [evZ W |v'2 8e/ WL |s¥'L |seL 1€77 oc/ Hd
€8l |96t |8Zt |28t |s6L |w6L |c0c |6t |68t |68t |vl'L 161 Izt |oouer |81 g8l 8Ll J/iowus Ch)
ozl eel Ll Zrl LGL 6v1 0S5} 67l 8yl orl 8yl 671 Syl Shl vl 8yl Syl I/oww eN
Ly g vy 6°€c v 3 v Ly v 9'g Ly v 6°¢ 8'c €Y €Y 6°¢ J/oww Y]

€80 Sl 290 G9°0 13 uiqojboydeH|
ov. 059 865 |€S6z |9SLE |90Sz | ves 810z |v€9l |ozel | 060} 6911 6911 |oz8 900} SYol 6201 /6l a1owIQ-a
6°c 8'c 8Y €9 )] vl v'9 'S 8's 'S 9 9 A3 v'e v'e 13 uabounqi]
18 08 9 19 7] 09 09 8y vy o 6¢ Ge Ge /S 09 28 6 % uopenuaz

-uoy-||I- LV

oly |v'Sy |8wr |s8cy |seev |csr |9ev |6Sr |GG |88y |S€O0b V€S L'sy | 8v iyl 0SZ 6vY s 11d

6oL |80’k |90t | 160 L PEEND L s [egft 6C ) €l D 102 vl NI

€0l 00} Lok oLl vLL vol oL 6 16 G8 Gl 18 vl vl IS € €9 % FEILTe)

vy 0Lv v8l 891 8Ll 0L vl ey Le GC L€ 1S 0L 0S 65 6. vil ndo Iyezuajkz

-oquoiy |

9L  |8Sk |vor |9Sk [ZTz |[Z+ vl Lol |€€b  |vS6 |zSh vl vl 10z |92 v'0z 4 1ndo 1yez

-uajfzoyna

8% z's Z9 v's g's v's €9 g9 v'9 vl 19 VL Z'l 8's Z9 6'S g9 Ip/B aH

¥20 |S¢0 |€0 920 |20 |920 |e6c0 €O €0 ¥€0 L0 ¥€°0 ee’0  [820 |€0 62°0 10 % YH

Gl / € 9 / S S 8 6 L 8 zl €l ol 8 O%H wd anz

L'I€ RS Ve | L€ Z'9e  |zl€ |s9€ |99¢ 19 9'9¢ L€ g'se 2% Injesadwa]

oLl S0l 06 oLl 00} 00} 6 8 8 6 8. 6 8 S0l 101 Zil ozl uiwy sind

€L Z. €l 06 19 Gl 8/ Gg 19 €9 18 o €l G8 vl zl €9 BHwwW dvin
1ayul Jajawele

2 | 1w | wm | o | o | s | 2 | o | s | v |Sumesediumpuer) o, Bunpuey | Sumpuey | Jowseuny RS SR

G0 Jusned Jeeweledsiseg

‘LZ 8llege L




XIX

12 b 6§ 24 b S 09 09 0. 09 9 1§ 9 €8 apjund Il SdVS
z S L S v L 6 6 8 6 8 ol 6 L apjund SAON
S 9 6 6 8 L zl el zl zl 8 zl zl L apjund vd40S
[k 2z 4 (¥4 4 [k 9z vz 12 Gl 0z 9z T 9¢ apjund Il IHOVAVY
L 8 S 8 8 S € S S S € € € apjund S29
0 0 0 0 0 0 0 Gl2 0 0 0 G62 0 w AL
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0002 0 ETl n-1v
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ly [ ddd
909 0 0 812 G/2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 w E]
ST ¥4 G G uiwy/by/bn ulwejnqgoqg

0 0 0 0 0 0 0 0 0 G/L Glz 002 092 p/Bw ulwejngqoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 uiw/By/6r uiwedoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw uiwedoq
¥0°0 900 120 120 uiw/By/6r uijeuaipeioN

0 0 e 96°0 88°C 9Ly v¥'S zs'e 9/'¢ 89°G o'y 168 [IN44 p/Bw ujjeuaipeioN
601€Z |zecez [9gsvl [zooLL [0908 [+89s [vil9  [ecis |19t [zeor [izzv 0LLS 0LLS |88y [89t¥ LY LY 3|19 ¥a-v1H

[2IN4RIoON
09 601 9'sz ov 681G 1'6L 601 79 Z. 8G LLL 78 78 8. 8G 8y 8y |wy/brl dan
vC L €69 9’88 GGl 8. 19 1S T 44 Zl 1€ 1€ 9 K4 9l 9l Jw/bd oLl
1L L€ 229 v'v6 €98 Ll 8zl 9°0L 19 €5 6% oLl oLl .G 9G v. v. Jw/Bd 8-l
906 979 125 €0l 952 ¥0l 9ee 6ve L) 02z 681 GhS GvS GezL  [9sZL ZhlL ZhlL Jwy/bd 9l
8L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw/Bd 9171
8yl L', ¥'6 v'L [ 90'GL [6'ct 8Ll zl G'ol gzl 69l 69l L'yl G'6l z'6c z'6c lw/bd eydje-INL
600 ZL0 O ZL0 1p/B ¥0
1ayul Jajawele
2 | 1w | wm | o | o | s | 2 | o | s | v |Sumesediumpuer) o, Bunpuey | Sumpuey | Jowseuny RS SR
bunzyasyo4 - G0 Juaned Joyoweledsiseg 22 9ll19gel




XX

G8'0 8Ll 120 60 __u\m €0

LYo Gee'o 9850 2280 80°L 6080 £€59°0 8120 G980 L z'l SL'L 16°1L clL'e 86'C €z'e €z'e 1/61 10d
€0¢ €Ll c0¢ 0l¢ 8¢ 90¢ ({44 8€C gee (A74 9/¢ 9/¢ cle 18¢ 0ge GLE €9¢ 1/6w ddd
1494 1494 14514 761 44" 991 ovl €ql 781 781 a8l a8l 08l €6l ve cve 444 w/n Ha1
6'Cc Z'se 214 762 L1e A4 g'6e 8'6¢ 8'0¢e 1'9¢ L'ee 6'CC G'ze /N 1vsSvY
19z L've 162 €62 v'ee 8'6l G'ze 9'/¢ l'Ge 9Ly G'ge z've L'y I/n Vi1V
2’8z Z've 669 €0l 99 L2 9'Gg 809 6'LL Ay [ 9'v. 08 9'89 V2L 9'/8 LL Ip/bw uignuijig
68t 6'9¢ 9'vG 8'9/ 8L L'l £'v9 185 969 1SS L. S0 0L cL L. 6. L'6L 1nowr ulugeaty
[V 6L, 12'6 Lot ol £v'9 102 €.'9 819 G6'S LS G9'g €L’ 9'/ G'g 1'6 19'6 Ip/Bw jjojsuieH
l/loww jepjeT]

8'GY 9'ce 98z L're Lze 6'0¢ z'6e 182 S'y 2'9z (k4 6'/C £'62 1'62 G'sz 9'8z ¥'62 l/loww jeuoqJiedlg
£G'/ 'L o'/ o'/ Ly 'L 'L 1€'2 1€'2 Ge'L e’/ 1€'2 o', 8y’ $9'/ Ly o'/ Hd
861 G8‘lL 88°l 861 G8‘lL 16°L 281 68l z8‘lL 121 8l 28l €8l cl'L 191 L' Gl l/loww €D
1242 8¢l 0} 4% 6l 6El 6¢€l ovl 44" 8¢l L€l 6El (A" eyl 161 VA" 144" el 4% l/loww eN
9'c 6 g'c ¥'e v Ly 8'c Sy [5% Sy L'y v 1'e L'y [ A 14 /loww M
€0C €€ €2°C 192 /6 uiqoj6ojdeH|

629 989 6901 G000l 86 €0. g9/ 128 96¢l (A% (Aa4% [A°] 6¢. 166 126 126 1/6r aJawig-a
S/ 18 L2 L2 19 G'9 9 8'G z's L'y 1'G 1'G ¥'s 8y 2's 9 19 16 usbouuqid
99 69 9 YA 4] [4°] €9 9y 09 99 €9 1€ VA4 €9 S cL S % uojeJjuaz
-UOM-[II- LV

8'0Y G'6e oy vy ¥y 'y z'ov ¥'8¢ 8'/¢ 9'/¢ 1'9¢ 8'9¢ VA 'y 8'/G 8'c/ G¢e S 11d
L1 8Ll 2L 9z'lL 9zl €zl gL'l SL'L 91°lL €'l Ge'L €'l 44 GZ'L 'l k4 NI
6 16 18 78 L 98 a8 6 6 08 a8 /8 /8 6. 19 88 % 32InQ
9g¢ (0)A°] Sve 18¢ Lec 661 Gqsl 29l 44" (514% Sl 191 [0]°] Gcl 4% LGl €1 1ndo 1yezuajAz
-oquioay |

'€l S'6l 6Cl 18 68'9 ZL's 9z'9 G'9 1e'9 28'9 29's 29's 7K 16°L 60°'C S'c S 1ndo yez
-udjfzoynan

2's 99 €9 19 €S 9 6'Y 8'G 8'G ¥'9 €9 Z2'9 G'9 ¥'G 29 19 1S Ip/B qH
120 $€'0 L0 €0 9z'0 €0 Gz'o 62'0 €0 €e'0 Lo 10 €e'0 120 €0 €0 62'0 % AH
9l 144 (013 145 Gl 8l 4% vl 9l €l el el 6 8l 0c 8l 9l O°H wd anz
6¢ 8'/¢ 8¢ ¥'8¢ 8'/¢ 8¢ 9'/¢ L€ v'/€ 8'8¢ 8¢ 8'/¢ G'/¢e Do anjesadwa |
00l <9 06 06 G6 06 06 06 00l 16 gLl oLl 06 G6 16 88 06 ulwy sind
€6 €6 €0l 08 €/ 08 08 L €L Gl cL L 08 €L 6. 68 .8 BHww dVIN

1Iayul Jajawe.le

& | w2 | wm | @ | o | 8 | 2 | o | ¢ | v |Cumewew|Suwmpuey| oo | | Sumpuey | Bunpuey | JouwsunyPPTE L PR

00 Jusied Jeleweledsiseg €7 9|leqe




IXX

8T €C 95 19 vS 8Y v 05 85 €5 S 8Y 99 0. apjund 1l SdVS
S € 9 1 6 ol 1 6 ol 8 1 6 6 Zl apjund SAOoW
2 z 6 L ol ol L Gl zl ol 6 L L vl apjund vd40S
P Gl vC 8z 6l 44 0z 9z 12 8l 0z vz vz 12 apjund Il IHOV AV
el Gl € € € € € € € € € € € apjund S29
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 w ML
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0002 0001 3l n-1v
0 0 0 0 009 00zl [009 008 0 009 009 009 006 jw dd4d
009 0 0 0 0€s 0 009 0 0 0 0 009 0 jw Y E]
z'ol z'ol LLL [ uiw/by/bn ujwejngoq
0 0 0 Gl 0S¢ G¥S 006 GSLL [0Szl 0szlh 0SzL | 0051 0051 p/Bw ulwejnqoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ujw/6y/6r uiwedoq
0 0 0z 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw uiwedoqg
G900 [¥20°0 L0 €10 uiw/By/6r uijeuaipeioN
0 0 0 0 0 0 gl G/8¢ |[¢ G900 [¥20°0 g 8 Gl ol p/Bw uijeuaipeioN
olezl [o9vs [1szLL [vie6  [91e6  [8299 [ze99 [s618 [1i26 [2¥89 |6€86 6£86 88/8 [g9¢8 [S9lS 0v.S ov.S 9|19z Al
[2IN4210N
109 [8'zs 8'sy  [9gl vl 0€z 1’98 901 89 G'6. Gel Zil 9ez avl 892 892 Jwy/br da
A 99 6'LL 191 zl Z2z  |6've 961 gl €0¢ €6l €6l GGl vel v'ee Ll 99 Jw/Bd oLl
Y8 06 G'9G YL v0l ¥'96 vl 676 901 ol 81 81 vre v.S Loy 8vS 8vS Jw/bd 8-l
Ty ZlL £'9¢ eel z61 Ghv 8.§ ¥92 G61 682 €12 €/2 T4 662 ¥6€ 532 0cy Jw/bd 9-1I
0 8G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw/Bd 9171
6'9l 9l zl L el zel 60} 8'8 8'8 8'6 6 6 8 9'0 6 ¥'6 ¥'6 jw/bd eydje-INL
710 810 €10 91’0 Ip/6 %)
1Iayul Jajawe.le
& | w2 | wm | @ | o | 8 | 2 | 9 | ¢ | v |umeww|Sumpuey| oo | | Sumpuey | Bunpuey | JouwsunyPRTE PR
unzj}asuo4 90 Juaned Jayaweledsiseg ‘v 9|1I9ge L




XX

8€'0 8.0 8€'0 670 1p/B €0

| €l D Gl L el 10 L L1 €zl Z'l L) 61 vl Z'l vl 1/6rl 10d
L 8 LEL 16 Gy 0/ 68 8¢ 1S 18 88 L1l 061 0zz 611 z8l orl 1/pw dyo
98z GoE 0z¢ 98z €8z €62 44 €lz 08z LoS 96z 98z 682 €62 08z ¥92 622 w/n Ha1
9l 61 61 L1 €z o€ 3 ve o€ Ge X3 L€ ze n 1VSvY
9 <l 0z 0z ¥4 9z 9z 8z JE 23 Le ve 6¢ n Vv
9'0L [v'0L |96 6Ll |S6 T P ED L'ol |9zl zol L |29 L |69 801 €9 Ip/Bw uiqnajig
v8l %) 29 o rhl oLl 66 09 8/ z6 98 8/ 16 Ll 88 Gel 9zl yowr ulugealy|
6l |91z |cZ6 [l |9z L7y |65t |ct Lt € L'z) 86 oL [v¥'el |88l €9l €9l Ip/Bw Hojsuiey
8'sc |z'ee [L0e  |Z'sz |6tz |sve |Zzcz |8cz |[vzz [v1 Z'l Zzz  |2zz |0z st 8C 161 l/loww jepe
88z |z'ee |20¢ |Z'€c |6tz |Sve |cZzz |8€z |vze |96} 44 2Tz |2z |lLoz  [l'sb 861 1’61 J/loww jeuoqueslg
8L LY. 1G°L 6e°L Ge'L Yyl €L L'l ve'L Le'L L€ Le'L L€' €€, Le'L ve'L Ge'L Hd
e6'L |99t |SZ1 [v9'L |21 [sst WA 18L [e8L  [69°1 191 9,1 [esL  [99'L [zt V1L v9'l l/loww ed
zzl 8el 6El zrl vl o€l Gel o€l €L Gel vel €L €L Lyl 8cl ovl 8cl l/ioww eN
G'e 8'c L€ 6°c R L€ 6°c Ly Ly %% vy % 9 vy 8y vy 6 l/ioww Y]
65C Ge'T 8€C €T 13 uiqojboydeH|

LLL 00€ 80} 68 1Z) €9l €0z %4 €ov 9/2 112 Z6€ vz 9ze 6.2 112 1/bri aiswig-a
Z's LS L'S €'s L'S 6 8 Sy S LS 6'S €9 9'S 6V 9 vy 13 uabounqi4
) Ll 388 28 18 18 Lz 9/ 19 /S €9 /S s 29 09 29 g9 % uopenuaz
-UoM-|II-LV

oy 1S 6¢ vIS  |[8%9 |6Z2L [8'8L |99 |es 6°0L Syl 605 |99V 1’29 |8%CL 8Ly g'se s 11d
GL'L |81 L ve'r [oeL  [z8 [eet  [siL [zL) L Ll | L D €zl ZLl 90°1 NI
v6 16 vol 98 G/ 19 99 88 16 z6 z6 oLl 601 €6 08 9 201 % FEILe)
99¢ vGl 091 6¢C 8.2 961 vl I€1 o€l 0S5} Lyl gel 88l 91z PR 6€C 292 ndo lyezuayhz
-oquoiy |

0L |¥SZ |9vL |€8c |9z |sSc |Zlz |Z6L 4 z'8 ez 9ve |€vz |28z |9z 8l 11z 1ndo 1yez
-uajfzoyna

69 89 Z9 €9 6V 59 L9 YL 9 99 v'9 89 L'S v'9 L9 €9 L9 1p/B qH
Z€0 |[¥€0 |€0 620 €20 1€'0 |20 |s€0  |620 |2€0 €0 S EA lI€0  |2£0 €0 Z€0 % YH
Zl 9 1 oL 9 3 S 3 9 ol 8 8 8 L Zl vl vl O*HW2 anz
g'9c [ZZe |89c |99 [ZZ¢ |v'ee [e€ze [s'ie |Zo¢ ['9¢  [v'9¢  |9o¢ v'iE 2% Jnjesadwia]
08 g9 Sob 6 Gzl 6 08 00} Gl G8 08 0L G8 06 06 6L oLl uwy sind
€/ €/ €8 z. 09 08 Ll 6 Ll 08 0. /8 06 06 8 9/ 08 BHww dvIN

1ayul Jajawele

2 | 2 | wm | o | o | s | 2 | o | o [Swmeue)Bumeued) | o g | Bupued | Sumpuey | owsenny USSR

/0 1uaned Jeyoweledsiseg :GZ 9l19ge L




XX

S VA% 99 89 1] 14 129 8¢ 14 Sy 14 1S [94% Ge apjund I SdVS
S ] 8 ] 9 4 4 4 4 4 4 S ] L apjund SAON
6 (013 8 6 (013 9 L 9 € 9 8 6 9 8 apjund vd40S
[ord vl 1z e lC cl ol el 6l Sl 8l 9l Sl 1z apjund I IHOVdV
0] 0l 0] ol L €l ¢l 0] Ll el el (013 vl apjund SJ09
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 w ML
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 000} 0 0 Ell -1V
0 0 L9V Lv6 Gc6 0 0 0 0 0 0 0 0 w ddd
0 0 809 618 6011 009 0 0 009 0 009 0 0 jw IMM3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/bw uiwejnqoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 uiw/6y/6r ujwedoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/bw ujwedoq
0 0 G0'0 SL'0 uiw/6y/6r uljeuaipelionN

8 Ge z'ie vy ¥'8¢ €0c 9le S0l 0 0 0 0 ad 2'GLL [ p/Bw ujjeuaipeioN
vS06C |G8/ZE |9€G8L |ZELZL |€8Z0L |¥698L |OOLEL [1S8SL |0LLZL |690€L  |€0zzh  |€0zzh |S8Geh |82z | 9959 vZz9 vZz9 alez Ha-VIH

[SINYBOIN
14 6'c 144 81l 8 cl L 8 L' z'6¢e Z've 9l 0¢ 9Vl [44 0c 144 Jw/brl dg1
6 v'/z 4 14 o4 1Z 44 *14 6l LGl L'yl 9¢ €l el €l L Gl Jw/6d oL-TI
€c Z'se 0¥ 029 18 *14 99 89 8¢ 9'89 9'9/ 144 8/ Lec 0¢€ €9¢ 19¢ Jwy/Bd 8-l
8'8¢ [A7 Z'l6 (X9 9'cS £'8G €79 (014 (A7 ¥'62 S'ov €9 G'/8 V.l (%4 L‘08 8¢€l w/6d 91l
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Z's 6'9 0 G'9 Jwy/6d Y-l
1Z 44 182 1'2e 602 801 6'9¢ z'oe ¥4 9'le 6'Ge y'ee 86 V2L L‘oe L8l 8'le w/6d eydie-4NL
GL'0 Lo 10 Z'0 1p/B 120)
1ayul Jajawele
2 | 2 | wm | o | o | s | 2 | o | o [Swmeue)Bumeued) | o g | Bupued | Sumpuey | owsenny USSR
bunzjespo4 - /0 Jusned Jeyoweledsiseq YACIERCA




NIXX

9'0 GL} 65'0 G8'0 /B €0
€1 9,0 |10 90 10 10 S¥0 |€50 |690 |990 280 80 vl 1T l9°c K3 l9'c /611 10d
e 09 8z 2 9/ Ge Gy |6l¢ |sv z'ee 6CE €€ e W] 869 Lol ILL 1/6w dyo
e 19z 652 6T Zve e v9z ¥ 8z ove g9z 44 Y44 gez viz e vie 1w/n Ha1
6l 6°cl zZl L 8 g8 68 €l 8l €l 6Tt zel n LVSVY
v LU L vl Gl SvlL |65k |99t 8 zh 98 1’6 In Vv
zl L voL |9tk |92 8’9 sl |97 80l |80} Z'l €6 0L |64 |2t 96 GGl Ip/Bw uiqnaig
Vel 801 002 €Ll Srl Vi€ 19€ lze vz 161 Vil 6El 1ol 961 vee 544 961 i/owr ujunealy)
GoF  |ceS |99 g9 G0l |8¥e |coe |2ve |ZS+ |Geh €0l Z'8 AR GGl Zel Ip/Bw Hojsuiey
80 10 10 S0 60 10 D 10 o G90 |90 90 10 10 90 1/loww Epe
\'ez  |Svz |682 |+9z |6S2 |+lz |vSZz |8SZ |+9z |9z 662 €9z |9 |Z9z |z v o€z |/loww jeuoqiedig
\€2  |ecZ |evZ |87 |vL WZ  |9€Z [€Z Wi |evZ Vel vl | Wl |8l  |vZ 6L 8c/ Hd
60 |Zlz |zt /81 |z’ |6S'+ |e8't |28+ |61 8.1 g6l /6L |68L |6’k |28t 681 61 I/loww e)
vl ovl 8cl Gel 62t ol vl I€1 €1 ZEl vl 6El ocl Zl ovl 8€l vl 1/loww EN
L'y v v €V €V v 1'G €Y SY L'y v €V €V v 9Y v 6°¢ I/loww M

g8l 88°1 66°L LT /6 uiqojboydeH|
vl GLL el Vel vol zZ8l 81 9le 0S¢ %4 002 19z 162 Glv 88z Gsz 1/6ri a13wIQ-q
€Y €S 2 67 6€ €Y Gt 3 6¢C LI'e v'e /K3 L€ 6€ 8 S 16 uabounqiy
Z8 g6 Z6 Gl 98 86 8 06 8. g8 vl 98 g8 g8 16 98 % uonesuaz

-uoy-|||- LY

9ze |68r |ese |beS |v¥S |8S8 |LIE 6'8C |vez |20k 8.2 811G |Les |ver |v6 8.2 €S s 11d

60F |90k |60 |80} A ED 6L |Z1b |zvE |Vl Ly gL'l |80’k |91k |set 801 zT) AN

66 Z0l €6 g6 68 9 06 98 16 g9 Z6 16 v6 8 69 6 I8 % FEILTe)

80T 4 vie vee 19z 214 ore 44 z0T €9l 861 161 Iel ILL IVl 1Tl 1Tl Indo 1yezusjkz

-oquioay |

8Ll L'yl |28Z |609 |vS9 |Z0Ob |298 |80b |c9b |llz S0l G66 |LO} T D) 901 L Indo Iyez

-udjfzoynan

€9 9 'S 6'S LS 6'S v'9 g's 6'S 9 9'g 8's 6'S G's 19 9'g 'S Ip/B aH

Z2€0 |2€0 |6¢0 |l€0 |6C0 |620 |2€0 |ZZ0 |620 |620 820 620 €0 820 €0 820 820 % MH

8l 0z 9 L 61 9 €l 6 8 6 €l L 6 8 ol O%H wd anz

89 |LZ€ |e9€ |9t 9 o€ A S €€ 6'9€ |98 |s9t 8'9¢ 2% anjeladwa]

6 o okl g6 oLl 0S 801} 9/ 001 60} Lol g6 8 Gl oL} Vil obb uiwy sind

18 €8 zl vl 69 €9 8 19 18 29 1S 09 8 99 99 0. 09 BHWW dVIN
1Iayul Jajawe.le

& | w2 | wm | @ | o | 8 | 2 | o | ¢ |Sumeuesioumpue] o | g | Sumpuey | Bunpuey | JouweunyPROE L PR

80 1uaned Jeyoweledsiseg :/Z 9l19geL




AXX

9v 1€ 9z 8l 12 e 6¢ 82 2z [k e 8z 12 2 apjund 1l SdVS
S S L | S € € 2 2 2 2 9 € ol apjund SAOoW
L / 2 € 3 9 B v z z S € 9 el apjund vd40S
54 €z 0z Zl 8l 44 8l 0z Ll 8l Ll 0z 54 8¢ apjund Il IHOV AV
ol ol Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl apjund S29
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 w ML
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3l n-1v
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 jw dd4d
0 0 0 0 0 0 0 009 0 0 0 0 0 jw Y E]
0 0 6'C 6'C uiw/by/bn ujwejngoq

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 061 662 09¢ p/Bw ulwejnqoq
0 0 0 88 0ze 0S¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ujw/6y/6r uiwedoq
0 0 0 88 0z2 0S¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw uiwedoqg
0 0 8200 ¥80°0 uiw/By/6r uijeuaipeioN

28 g 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.0 8 p/Bw uijeuaipeioN
60SEL [2GloL [19951 [szeoz [zoeslt [oesvl |[zeoel [igezL [ssoch [zoogt vivl €66l |20l |¥98ez [68LEL GZ961 LvlLL EEy2 ¥a-vH

[2IN4210N
Y4 Gb 16l % 9z Lz |2've €6z |62 112 161 161 6¢ ¥9 S've [ [ Jwy/br da
Ll 9z 0 0 L 0 0 0 0 0 0 0 0 66 0 0 Jw/Bd oLl
eve 9l 81z 091 ¥S1 €61 8¢l 8l 891 g9l vil €6 GGl G'6. 86 Jw/bd 8-l
¥'02 981 Lol Z'8 ¥°0G 9/ AT 6 L'yl v'8 8Ll Gl Z9 9zl el 6 Jw/bd 9-1I
0 0 96 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw/Bd 9171
€'Gl 9, 8'L 9'8 L1 Lol 8zl vl 9zl €Ll L0l 1'6 G's L0l 87l 1'6 jw/bd eydje-INL
€20 620 120 ¥Z0 Ip/6 %)
1Iayul Jajawe.le
& | w2 | wm | @ | o | 8 | 2 | o | ¢ |Sumeuesioumpue] o | g | Sumpuey | Bunpuey | JouweunyPRTE L PR
bunzyasyo4 - 80 Juaned Joyoweledsiseg ‘82 9||9geL




IAXX

¥'0 120 L£0 €.'0 /B %)
160 |v¥0 |€s0 |90 60 80k |[tz't [IST  |[¥0T  |ZilC zC ST z'e 'y L S vE'S /61l 10d
1€ 605 |8S6 |cSh Vil Ges  |ov 6y 08 101 izh oLl Ve (a2 8. 16 6L1 I/Bw dyo
Ziz  |sle |v0oc |62z |olz |86l 98l €5l Gel €61 961 Z91 GSl 891 vol 671 61 w/n Ha1
€/l |[¥6L |cle |96c |66 |S1S |ov L€ 1T Sy 89 €9 oz n N
1’6 €vL |9k |99L |vZL |€6b |€Zb |ZI ¥4 0 6 6 0 In Vv
90L |¥'Sk |Z9F |v8F |64+ |ce+r |st o'cl |zl g6l 9'8l '8l |e8l |2z <8 1'6€ 6°6S Ip/Bw uiqniig
ISz |ele |soc  |¥Se |vie  |6ce  |z6€ |60  |esv | Zov 86€ \6€  |Zze |Zov  |sse 8€e 8ee iiowr ujupeay
I 8's 90 |Sck [tvL €2k [vor  |wb Zcz |80z ¥4 0C 87l |9vz |81¢ 681 681 Ip/Bw Jjoj)suley
60 10 90 80 80 10 10 X0) Il . X0) G0 80 10 Ay 90 10 1/loww Epe
8c Zsz  |eve |s9¢ |lc Ilz  |6v2 |Zc v'iZ vz |6¢ Iz |l9 /2 6¢ /oW jeuoqiesig
vL  |9€Z |velZ |i€7 |8l Sv.L |6eL |l Yl Wl  |9vL |SvZ |evi V. vl Hd
90C |z |8z |90T |90T |ztc |e0z |z gl 161 98] 160 |vZL |61 |s0T v0'C 8zl |/loww Ch)
6cl €1 €1 Vel o€l ol o€l ocl ocl vl ovl vl Vel orl orl Sl Zl 1/loww EN
6¢ v Ly 6¢ 6°c v L't G'e /K3 v o'c 6°¢ 3 3 v v vy I/loww M
6€°1 951 8.1 88l 16 uiqojboydey
668 |86 |ci8 605 1S9 |Zz8  |iv6 620} l06  |¥96 |€z8 WED) €9zl €9zl /611 a1oWIQ-a
8'c 8'c I 8's vy A3 € 6¢ 9C v'e € z 61 VT € € 116 uabounqiy
00} 00} 801 Vil 901 80} 66 16 €8 88 g8 8. 19 85 9 85 85 % uonenuaz
-uoy-||I- LY
v'ee  |[1'98 |Gl |9cwl |Z€€ |0Se< |0Se< |6vE | L€ Z'0cl vlE '6e  |ov 1'8c | 0SeZ 61€ LlE s 11d
€0t |6zt [0t 8L |20 |w¥'L |6z |wiL 6L |Z¥L z1l 6L |€1 S 44 vl Gl NI
00} vl 101 zZ8 Lol 29 o€ 68 v8 65 16 06 vl 61 ve 68 €6 % FEILTe)
8l ZS1 Iz |v9z  |e€es 96z |98z |9l | Z0€ 16C I8 |9/ |8ze  |09¢ Ive 182 1ndo 1Yyezuajhz
-oquoay |
oY o€y |€b9 |ske |ZOL 81k |91k |6¥k €9z Vel €2k |80F |92k |s9z vl Ll Indo 1yez
-udjfzoynan
v'9 z9 G9 89 19 99 €S z's Z9 9 6'S 6'S G's 9's 6'S 9's Ip/B aH
I€0  |€0 Z€0 |ec0 €0 Z2€0 |S¢0 |sco €0 620 620 |60 |920 |cc0 620 620 % YH
8 6 L / 6 ol ol / 6 O%H wd anz
A S Goe |€9¢ |89€ Lot 9°9¢ 89 |G9E |+ZE 9°9¢ 2% Injesadwia]
9. Z8 €6 16 89 0L 89 8 oLl oLl 8yl 8 oLl Gel 6Ct v8 08 ulwy/s sind
ITh 00} G8 801} €0l 88 Z01 €0l 9Ll 801 €0l €0l 10} 16 Z0l 86 BHWW dvin
1Iayul Jajawele
2 | iz | w | a | o | s | 2 | o | ¢ |Sumeesioumpuer] | o g | bumpued | Sumpuey | founsuny TR EERO
60 1uaned Jeyoweledsiseg '6C 9J199eL




HAXX

6l Gl [k [k Gl Gl 1z [k 12 e X3 13 e ZL apjund Il SdVS
€ z z z G z € € € € z S € ol apjund SAow
2 € v 9 9 z € 2 € € € v 8 8 apjund Vv40S
Zl ol ol vl 9l 9 Zl Zl 9l 8l vl Ll 8l 62 apjund Il JHOVdVY
Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl Gl apjund S29
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 jw AL
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 al n-1v
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 jw ddd
0 0 0 0 0 0 009 0 0 0 0 0 0 jw ]
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw ulwejngqoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ujw/6y/6r uiwedoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw ulwedoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 uw/By/6r uieuaipeioN
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7100 €L°0 p/Bw uieuaipeioN
¢/ce¢ |6228lL |08G/z |vellz [v6LLz [9929Z [Z918L [08€9l [9iL¥8L [Ziozi 61801 61801 [9029 [o9cocl [izezi 8596 8596 ETEy2 ¥a-v1H
[2IN4210N
Gzz |gez |90z [v6z [619 [vze [gal 1z [szz |9z G'62 9'sz [zoz [z9r [zoz T vz Jwy/br dgT
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw/Bd oLl
68c |67 |16 |9 L'ey  [2ve  |sc g'ee  [ve 9've 16V ey [279 [809 [swv z'es z'es Jw/Bd 8-l
96z |zz 6vc |[zsz |16l [z1 N ED 122 RANEENEL 1’8 1’8 18 Jw/bd 91l
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw/Bd [l
181 6Ll 8zl vl gl 891 ol 8'6 G'6 1'6 e 6'Cl €0l L 9'cl g'cl G'cl jw/bd eydje-INL
L0 ZL0 ZL0 zL0 Ip/6 )
1Iayul Jajawele
2 | iz | w | a | o | s | 2 | o | ¢ |Sumeesioumpuer] | o g | bumpued | Sumpuey | founsuny TR EERO
unzj}asuo4 - 60 Jusned Joyoweledsiseg ‘0€ 9|l9geL




NAXX

£06°'0 €01 v€L'0 el 1p/B €0
80¥'0 [S0¥'0 [SL¥'0 o G0¥'0 |6€G°0 [698°0 [9L'L zL zL /6l 10d
Z9L v'GL z/8 G'86 L0l z°6 121 L€l 9/1 622 /6w dyd
Z61 g9l v8l /81 L0z 181 152 324 v IRz lw/n Ha1
Gog 1’9z 9Z¢ SYL 1SL 916 In 1VSY
6 8'Ge Z'6¢C 6Ly 8P z9¢ In Vv
gee Gl 1’61 LGl vl XY Gl 191 €6l G0l Ip/Bw uignaig
Gl 2wy 69 Gog Zey |9ty [Z6r |91 80y v'oy I/1owrl uluneaiy
zolL 911 86 Z0l 6€'8 289 ¥8'9 6G 169 Ip/Bw HojsuieH
I/loww 1epje
F47 2 EN 6'l¢C ze L€ 8've Lve v've €6e I/loww jeuoquesig
8Z'L 9z'L iz 1L Z'L ze’L ve'L 6c°L ze’L ze’L Hd
98] v8'l . 161 g8l 20C €6°1 161 86°L 6l I/loww e)
ehl 9¢cl /€1 /€1 ovl /€1 8¢l 8¢gl Gel I/loww eN
vy £ 8'c R4 R4 8'c £ 8¢ v'e I/loww A
€01 Ll 80°1 ' /6 uiqojboydeH|
G61 VLl z0e 90¢€ 0L 3% 9vg 96¢ 96¢ 1/6rl alswig-a
8'c 9'c Gy 9 v 9'c L€ v G /6 uabounqi4
08 zL 8 v8 98 W 29 7 19 % uonesuaz
-uoy-|ii-LV
Loy [8'rS z9. Loy ver  |s6e 6€ 96 Lze 19€ s 11d
vl 9l =y 8¢l 8Z°l 8Ll €Tl 621 L1 I1°1 ANI
89 19 95 €L 9/ G8 18 G/ 98 /8 % 3210
2% 6v €9 0L 8 68 001 el 8Z1 €61 indo Iyezuaiiz
-oquioay |
26°8 85°6 0S zolL ol G0'6 Zr'6 L'Z1 18°2 V2L indo 1yez
-uajfzoyna
v'G 8'G L€ v'G v 9G 9'G 8'G Z'S LY Ip/B qH
9z°0 620 |8L0 820 120 8Z°0 8Z°0 820 GZ'0 €20 % MH
9 0z 0z vl Gl €l 8l 0z 8l 601 O%H wd anz
8'Ge 8'o¢ 9'9¢ 9'Ge 9'9¢ G'og o anjeiedwa)
0L 0L 8. /8 GL 6L G8 88 8 Gg uiw/ sind
Ly €5 09 €9 €5 09 0L 9./ €L €9 BHww dvin
1oyul Jajawele
2 | 2| n | a | o o | o |Dumpued|oumpue| | g | g | Sumpued | Bumpuey | JowneunyPRTR L e
0l luaied Jeysweledsiseg 1€ 9|1I9ge L




XIXX

26 [ 69 85 9 €9 ¢ apjund Il SdVS
Zl ol 6 8 8 L z apjund SAOW
el zl L L 6 6 8 apjund vd40S
1€ 8¢ € € z¢ 1€ Ll apjund Il IHOVAVY
€ € € € € B apjund S29
0 0 0 0 0 0 jw ML
0 0 0 0 0 0 al n-1v
626 ozl 0001 [oOv9 vSlL 00z} jw ddd
0 0 0zs 0 0 0zs jw E]
¥ vl 6'8 6'LL uiw/by/brl ulwejnqoqg
622 005 00S 005 005 0S. p/Bw ulwejnqoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ujw/By/6r uiwedoq
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 p/Bw uiwedoq
810 8/1°0 ¥91°0 802°0 uiw/By/6r uijeuaipeioN
6l 0z Gl ol 1 Gl p/Bw uijeuaipeioN
1886 |[ZizzL [evliLlL £622) /ZhzL [8/60L [cozel [vvv8 616 616 EEy2 ¥a-v1H
[2IN%2IoN
9'0C L'9¥ L8l z'oy zor 8'0¢ v’z zee 9'Le 9'le jwy/bn da1
0 0 X 6 6. 0 6l 18 18 Jw/6d oLl
€91 G/l 9°0L 668 ed G0l 05 Gl Lyl Lyl Jw/Bd 8-l
8'69 ¥'9G 12¢ £Z¢ 9'ch 9'6Z 9'9z 0z Z'se z'se jw/bd 9-1I
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Jw/Bd 9111
> 1'9 v I > > L'y zz ze jw/bd eydje-INL
2120 6120 €220 192°0 Ip/B )
1oyul Jajawele
2 | 2| n | a | o o | o |Dumpued|oumpue| | g | g | Sumpued | Bumpuey | JowneunyPRTR L e
bunzyasyo4 - 01 Jusned Joyoweledsiseg :Z€ 9||9geL




8.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:
Tabelle 13:
Tabelle 14:
Tabelle 14:
Tabelle 15:

Formen und diagnostische Kriterien des Multiorganversagens, Ubersicht
Uber klinische Zeichen und Laborparameter [1]. .......ccoovvviiieiiiieiiiiennnnnn. 2
Dominierende Infektionsfokusse bei Patienten mit schwerer Sepsis und
septischen Schock, aufgelistet nach ihrer Haufigkeit nach [13] .............. 5
Erregerspektrum der Sepsis in Deutschland und Osterreich
2000/01 NACK [14]. weeeiiiee et e e e 5
Parameter, die am Einschluf3tag, an den Beobachtungstagen 1- 8,
10,12,14, 21, 28 und ggf. am Todestag erfasst wurden, zugeordnet zum
jeweiligen OrgansyStem ... ... ... 21
Parameter, die vor und nach der EISS-Therapie erfasst wurden,
zugeordnet zum jeweiligen Organsystem ..........cccooiiiiiiiiiiiiee i 21
Uberblick der rekrutierten Patienten bezlglich der Basisdaten, wie Alter,
Geschlecht, Gewicht und der Liegezeit auf der Intensivstation. Das
Gewicht basiert bei einem Teil der Patienten auf Schatzwerten............ 29
Patientenbeschreibung mit Grund der ITS-Aufnahme,

pradisponierenden Vorerkrankungen sowie Uberleben und ggdf.

TOAESUISACNE. ... 30
Verteilung der SIRS-Kriterien bei Studieneinschluss ...............cccvvvveeee. 31
Ubersicht iber die Organversagen bei Studieneinschluss.................... 31
Uberblick Uber den wahrscheinlichen Sepsisfokus,
Erregerbestimmungen ausgewahlter Materialien ...............cccccccceeinis 34

Ubersicht Uber die Therapie mit Katecholaminen beim jeweiligen
Studienpatienten............ooooi e 36
Ubersicht uber  die Behandlungszeiten, die behandelte

Gesamtplasmamenge und die Zahl der benutzten Spendergranulozyten

im Kreislauf........oo IX
Basisparameter Patient 01 ..., X
Basisparameter Patient 01 - Fortsetzung.........ccccccciiiiiiiiiiiiii, XI
Basisparameter Patient 02 ..............cccoe i Xl
Basisparameter Patient 02 - Fortsetzung.......cccccceeeiiiiiiiiiiiciin e X
Basisparameter Patient 03 ..o XV

XXX



Tabelle 15:  Basisparameter Patient 03 - Fortsetzung........cccccccoiiiiiiiiiiins XV
Tabelle 16:  Basisparameter Patient 04 ...............cccc e, XVI
Tabelle 16:  Basisparameter Patient 04 - Fortsetzung..........ccceevvvvciiiiieeeeeeeinnnnnn. XVII
Tabelle 17:  Basisparameter Patient 05 ..........coooiiiriiiiii e XVIII
Tabelle 17:  Basisparameter Patient 05 - Fortsetzung.........cccccciiiiieiiiciiicennenn, XIX
Tabelle 18:  Basisparameter Patient 06 ...........ccoooiiiiiiiiiiiiii e XX
Tabelle 18:  Basisparameter Patient 06 Fortsetzung ..........cccovvviiiiiiiiecviciiiceene, XXI
Tabelle 19:  Basisparameter Patient 07 ...........oeiiiiiiiiiiiic e, XXII
Tabelle 19:  Basisparameter Patient 07 - Fortsetzung..........ccccoevvvieiiiiieeeeeinnnnnnn. XXII1
Tabelle 20:  Basisparameter Patient 08 ...........ccooiiiriiiiiiii e, XXIV
Tabelle 20:  Basisparameter Patient 08 - Fortsetzung........ccoooovvvviiiieiiiieeiiieninnnnn, XXV
Tabelle 21:  Basisparameter Patient 09 ... XXVI
Tabelle 21:  Basisparameter Patient 09 - Fortsetzung.........cccccooiiiiiiiiiinnnn. XXVII
Tabelle 22:  Basisparameter Patient 10 ... XXVIII
Tabelle 22:  Basisparameter Patient 10 - Fortsetzung.........cccccooviiiiiiiiiiinnns XXIX
8.3 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Sepsispathogenese

(modifiziert nach [18, 19]) .....oooiiiii e 8
Abbildung 2: Schematischer Aufbau des EISS-Kreislaufes ...........ccccvvvvvvviieiinnnnnes 24
Abbildung 3: Aufgebautes EISS-System wahrend der Behandlung eines

Patienten ... 25
Abbildung 4: Noradrenalinverbrauch vor und nach der EISS-Behandlung ............ 37
Abbildung 5: Z\V/D vor und nach der EISS-Behandlung.............cccccooiiiiiiiiiiiinnnnns 38
Abbildung 6: Thrombozytenzahl vor und nach der EISS-Behandlung,................... 40
Abbildung 7: Fibrinogen vor und nach der EISS-Behandlung .............cccccvvieeeenenn. 41
Abbildung 8: Antithrombin-Ill vor und nach der EISS-Behandlung......................... 42
Abbildung 9: D-Dimere vor und nach der EISS-Behandlung.........ccccccooiiiiiiinnnnn. 43
Abbildung 10:  pTT vor und nach der EISS-Behandlung...........cccccconiiiiiiiiininnnns 44
Abbildung 11:  Quick vor und nach der EISS-Behandlung.............occcuiiiiiiiniins 45
Abbildung 12 Haptoglobin vor und nach der EISS-Behandlung.............................. 46
Abbildung 13:  LDH vor, nach und am Tag nach der EISS-Behandlung................... 47

XXXI



Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:

Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:

Abbildung 26

Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:

C3 vor und nach der EISS-Behandlung ..........cccoociiiiiiiiiiiiiiiiee, 48
C4 vor und nach der EISS-Behandlung ...........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiins 48
CRP vor und nach der EISS-Behandlung ............covvvviviiiiiiiiiiiiiiiinnns 49
Leukozytenzahl vor und nach der EISS-Behandlung....................... 50
Noradrenalinverbrauch wahrend des Beobachtungszeitraumes....... 52
Dobutaminverbrauch wahrend des Beobachtungszeitraumes.......... 53
Thrombozytenzahl wahrend des Beobachtungszeitraumes.............. 54

Antithrombin-IlI-Konzentration wahrend des Beobachtungs-

P4 1= [ 01 55
Figrinogen wahrend des Beobachtungszeitraumes .......................... 56
D-Dimere wahrend des Beobachtungszeitraumes................cccceeee. 57
CRP wahrend des Beobachtungszeitraumes.............cccccceeeiiiiinnnee. 58
PCT wahrend des Beobachtungszeitraumes ...........ccccccoooiiiiiiiinnnen. 59
HLA-DR wahrend des Beobachtungszeitraumes..............ccccceeeeeeeeen. 60
Interleukin-8-Konzentration wahrend des Beobachtungszeitraumes 61
APACHE-II-Score wahrend des Beobachtungszeitraumes............... 63
SAPS Il wahrend des Beobachtungszeitraumes...........c..cccccovinnene. 64
MODS wahrend des Beobachtungszeitraumes.............ccooocvvvviieenen. 65
SOFA wahrend des Beobachtungszeitraumes.............ccccccceivninnnnne. 66

XXX



8.4 Abkirzungsverzeichnis
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9. Thesen

1. Die Mortalitat der Sepsis liegt zwischen 29-35%, im septischen Schock sogar
bei 60%. Die Sepsis spielt dabei nicht nur in der alteren multimorbiden Bevolkerung
eine betrachtliche Rolle, sie betrifft auch eine Vielzahl von jungen Patienten, ohne

pradisponierende Erkrankungen.

2. Bei Sepsiskranken kommt es zur Dysregulation des Immunsystems. Zunachst
entwickelt sich eine generalisierte inflammatorische Antwort des Organismus auf eine
initial lokal begrenzte Infektion. Folgen sind eine Beeintrachtigung der
Endothelzellfunktion, Hypoperfusion von Organen und Gewebehypoxie. Die
Dysregulation der Sepsis kann bis zum Multiorganversagen mit septischen Schock

fUhren.

3. Die Behandlung der Sepsis ist trotz intensiver Forschung und Fortschrittes im

Bereich der supportiven und adjunktiven Therapie noch sehr unbefriedigend.

4. Zur Behandlung der Sepsis wurde in Rostock ein bioartifizielles extrakorporales
Immununterstitzungssystem — kurz EISS (Extracorporeal Immune Support System) -
entwickelt, das wahrend der Immunparalyse des Sepsispatienten die phagozytotische
als auch immunmodulatorische Funktion Uberbricken soll.

Separiertes Patientenplasma wird in einem rezirkulierenden extrakorporalen Kreislauf
mit gesunden Spendergranulozyten in Kontakt gebracht. Anschliefend wird das
Patientenplasma durch einen Zellfilter von den Granulozyten getrennt und dem

Patienten wieder riickinfundiert.

5. In tierexperimentellen Studien im Ratten- und Schweinemodell zeigte der

Einsatz des EISS-Verfahrens positive Ergebnisse bezliglich des Uberlebens.

6. In der vorliegenden Promotionsschrift wird die Sicherheit der EISS-Therapie am
Sepsiskranken Patienten im Rahmen einer Phase-l/lI-Studie untersucht. Die
Hauptkriterien fir den Nachweis der Sicherheit sind: langerdauernde hamodynamische

Komplikationen, DIC innerhalb von 24 h nach Beginn einer Einzelbehandlung,
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Hamorrhagische Diathese, schwere Hamolyse und schwere allergische Reaktion.
Nebenzielkriterien sind: komplikationsfreie technische Durchfiihrung, Bestimmung der

28-Tage-Mortalitat, Beobachtung aller Organfunktionen.

7. Dazu wurden zehn Patienten im septischen Schock jeweils zwei Mal mit dem
EISS-Verfahren behandelt und Uber einen Zeitraum von 28 Tagen hinsichtlich ihres
klinischen Zustandes und der Entwicklung von Laborparametern beobachtet, sowie die

technische Durchflihrung bewertet.

8. Insgesamt wurden 2 Behandlungen aufgrund technischer Komplikationen
vorzeitig abgebrochen. Alle anderen Behandlungen verliefen technisch einwandfrei.
Weder wahrend der Behandlung noch im 28-Tages-Verlauf traten Symptome im Sinne

von Transfusionsreaktionen auf.

9. Unter der EISS-Therapie kam es zu einer Stabilisierung des Kreislaufes.
Tatsachlich verringerte sich der Noradrenalinbedarf signifikant, wahrend der MAP stabil
blieb.

10. Klinische Zeichen einer Hamolyse oder Blutung zeigten sich wahrend der
Behandlung nicht. Ein signifikanter pTT-Anstieg ist Ausdruck der Heparinisierung des
Patienten wahrend des extrakorporalen Kreislaufes. Im Median fallen Antithrombin-II|
und Fibrinogen ab und es kommt zu einem Anstieg der D-Dimere. Diese Kombination
kénnte auf eine DIC hinweisen. Betrachtet man die Parameter fir jeden Patienten
einzeln, so zeigen sich die Veranderungen nur isoliert. Bei keinem Patienten wurde
eine DIC nach EISS beobachtet.

11. Ein Thrombozytenabfall wurde nur bei einem Patienten beobachtet, dieser
deutete sich schon vor der ersten Behandlung an. Im Laufe der Beobachtungszeit
stabilisierte sich die Thrombozytenzahl wieder. Ein kombinierter Anstieg mit den D-
Dimeren trat nicht auf. Akute Blutungsereignisse traten wahrend und auch nach den
Behandlungen nicht auf. Zwar kam es zu einem leichten aber signifikanten Abfall des
Haptoglobins, weitere Hinweise wie ein LDH-Anstieg oder ein akuter Hb-Abfall lieken

sich nicht nachweisen
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12. Bei den Entzindungsmarkern CRP, PCT und der Leukozytenzahl lie3en sich im
Vorher-Nachher-Vergleich der 20 Behandlungen signifikante Veranderungen
nachweisen. CRP und PCT waren am Ende der Behandlung signifikant abgefallen. Die
Leukozytenzahl wies nach der Behandlung einen signifikanten Anstieg auf. Im 28-
Tage-Verlauf nahm die Konzentration von CRP und PCT ab. Dagegen nahm die
Expression von HLA-DR vom Tag 1 (vor Behandlung) zu Tag 2 sowie im 28-Tage-
Verlauf deutlich zu, was fiir die Immunkompetenz und das Uberleben als prognostisch

gunstig zu werten ist.

13. Von 10 Patienten Uberlebten sieben Patienten den 28-Tage-
Beobachtungszeitraum. Ein Patient verstarb nach Ablauf der Beobachtungszeit auf der
Intensivstation an den Folgen der Sepsis. 6 Patienten wurden in ein peripheres

Krankenhaus oder eine Rehabilitationseinrichtung entlassen.

14. Der APACHE Il Score zum Zeitpunkt der ITS-Aufnahme lag im Median bei 29,5
Punkten, das ergibt eine prozentuale Krankenhaussterbewahrscheinlichkeit von 69%.
Insgesamt verstarben 3 Patienten (30%) wahrend der Beobachtungszeit. Die Scores
zur Beurteilung der Organdysfunktion (MODS, SOFA) zeigen wahrend des

Beobachtungszeitraumes eine signifikante Verbesserung der Organdysfunktion.

15. Eine negative Beeinflussung der Patienten durch das EISS-Verfahren war in
dieser Studie nicht nachzuweisen. Die Krankenhausmortalitdt war um 39% geringer als

durch den APACHE-II-Score vorausgesagt.
16. Da es sich bei der EISS-1-Studie um eine kleine nicht-randomisierte Studie

handelt, stehen alle Ergebnisse unter dem Vorbehalt der Bestatigung durch eine

prospektiv kontrollierte randomisierte klinischen Studie.
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