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1. Einleitung und Fragestellungen

1.1 Sepsis
Sepsis stellt ein grol3es Problem in der modernen Medizin dar (1, 2). In den letzten

Jahrzehnten war ein langsamer, aber doch stetiger Anstieg der Inzidenz um 1,5 %
pro Jahr weltweit zu verzeichnen (3-6). In den Vereinigten Staaten von Amerika
erkranken jahrlich ca. 751.000 Patienten an einer Sepsis (4). Die Letalitat bei allen
Sepsiskranken liegt zwischen 28,6 % und 35% (3, 4, 8), bei der schweren Sepsis bzw.
im septischen Schock bei tber 50% (3, 6-8) und ist verbunden mit hohen Kosten fir
das Sozialwesen (9,10). Bei der Definition der Sepsis wird zwischen SIRS (Systemic
Inflammatory Response Syndrom), Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock
unterschieden (11-15). Die Pathogenese (1, 2, 16-19) der Sepsis ist sehr komplex und
bisher nicht in allen Einzelheiten bekannt. Heutzutage interpretiert man die Sepsis
als eine Fehlregulation des Immunsystems bei einer schweren Infektion. Vereinfacht
folgt zeitlich dem Systemic Inflammatory Response Syndrom (SIRS), das durch ein
Uberwiegen von proinflammatorischen Mediatoren gekennzeichnet ist, eine Phase
dominierender Antiinflammation. Dabei kdnnen sich aber auch beide Prozesse im
Verlauf wiederholen und Uberlappen. Ein grosser Teil der Patienten, die letztendlich
versterben, befinden sich in der Immunparalyse (20, 21). Diese wird unter anderem
hervorgerufen durch Signaltransduktionskaskaden der ,Pathogen-Associated
Molecular Patterns* (PAMPSs), die sehr viele Parallelen zu den ,Damage-associated
molecular patterns“ (DAMPs, 22-25) besitzen. In der Phase der Immunparalyse ist
auch die Phagozytose deutlich eingeschrankt (26-31). Zu den kausalen Therapien der
Sepsis gehodren die Fokussanierung und die Antibiotikatherapie (32-36). Ziele der
supportiven Sepsistherapie sind die Stabilisierung der Hamodynamik, die
Optimierung des Volumen- und endrokrinologischen Status und die Vermeidung

bzw. Therapie von Organversagen (32-56).

1.2 Extrakorporale Sepsistherpie / Bioartfizieller Ansatz

Ein wichtiges Merkmal der Sepsis ist eine UuberschieRende Produktion von
Entzindungsmediatoren (1, 2, 19, 57). Durch eine therapeutische Reduktion von
Zytokinen, Mediatoren und phagozytosepflichtigem Material, so wie durch die
Elimination anfallender Stoffwechselprodukte und der Wiederherstellung die
physiologischen Saure-Base- und Elektrolyt-Haushaltes mittels extrakorporaler
Verfahren kann die Zusammensetzung des Blutplasmas positiv beeinflusst werden

(57, 58). Hochvolumenhamofiltration, Kaskadenhamofiltration, ,high  cutoff”
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Hamofiltration/Hamodialysis, Plasmafiltration, gekoppelte Plasmafiltration-
Adsorption, Hamoadsorption und therapeutischer Plasmausstausch sind etablierte
Verfahren (59, 60). Diese Verfahren sind in der Lage, effektiv Entziindungs-
mediatoren und bakterielle Toxine aus dem Patientenblut zu entfernen (59, 61, 62).
Ob diese Verfahren auch zu einer Verbesserung des Uberlebens in der schweren
Sepsis beitragen konnen, ist nach derzeitiger Studienlage nicht eindeutig zu
beantworten (32, 37, 59, 63-98). Studien Uber Therapeutischen Plasmaaustausch (TPA)
bei Patienten mit schwerer Sepsis beinhalten meist nur ein kleines Patientenkollektiv
(32, 37, 61, 62, 70, 71, 82, 99-101). Ein potentieller Nachteil des TPA kdnnte durch die
Ausstauschflissigkeit bedingt sein, dessen Zusammensetzung eventuell nicht
adaptiert ist an die aktuellen Bedurfnissen des septischen Organismus (z.B.
Zytokine). Typische Austauschflissigkeiten sind Plasma, Albumin, Kolloide,
Kristalloide oder Kombinationen der Flissigkeiten (102-104). Bisher ist unklar, ob die
Art der Austauschflissigkeit einen Einfluss auf den klinischen Verlauf bei septischen
Patienten hat. Fur die extrakorporale Sepsistherapie wurden auch Systeme
entwickelt, die zwei Behandlungsverfahren miteinander kombinieren, um Substanzen
mit niedrigeren Molekulargewicht als von gréssere Molekule zu entfernen (68, 105-
107). In den Arbeiten 1 und 2 wurde die Wirksamkeit einer extrakorporalen
Kombinationsbehandlung und der Einfluss unterschiedlicher Austauschflissigkeiten
in einem Schweine-Sepsis-Modell untersucht.

Bioartifizielle Organunterstitzungssysteme sind auf Zellen basierende Bioreaktoren
(108-119). Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist das extrakorporale bioartifizielle
Organunterstitzungssystem ,Extracorporeal Immune Support System* (EISS, Abb.
1, 120-123), dessen Vertraglichkeit und Wirksamkeit nachgewiesen wurde (Arbeiten
3-5). Neben direkten Wirkungen wie der Phagozytoseunterstitzung (7, 25-31; siehe
1.1), soll EISS eine immunmodulatorische Komponente besitzen z.B. durch
Mediatorenfreisetzung, aber auch durch deren Adsorption. Die Immunmodulation soll
dabei der Dysregulation des Immunsystems des Sepsiskranken positiv
entgegenwirken. Potentielle Risiken  solch einer  Behandlung  sind

Mediatoreneinschwemmung und transfusionsassoziierte Komplikationen.

1.3 Leberdysfunktion / Leberversagen bei septische n Intensivpatienten

Bei schwerstkranken Patienten auf Intensivstation kann sowohl ein priméares als
auch ein sekundéres Leberversagen auftreten (124-128). Bei schweren Verlaufen von

Systemerkrankungen wie Sepsis und SIRS kann sich eine Leberdysfunktion bis hin
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zu einem Leberversagen entwickeln, das als sekundares Leberversagen bezeichnet
wird und die Prognose der Patienten entscheidend verschlechtert (129-132).
Insbesondere Patienten mit einer schweren Sepsis oder einem septischen Schock
entwickeln zu cirka 19 - 22% eine Leberdysfunktion bis hin zum Leberversagen (133,
134). Die Letalitat des akuten Leberversagens betragt in Abhangigkeit von der
Atiologie und den Komplikationen 20 bis 80 % (127, 135-140). Die zentrale Rolle im
Stoffwechsel und der Immunfunktion macht die Leber zum Promotor und gleichzeitig
zum Zielorgan einer systemischen Entzindungsreaktion und des Multiorgan-
versagens (139, 141, 142). Dabei zeigten pathophysiologische Studien, dass die
Leberfunktion bereits sehr friih nach Beginn einer Sepsis eingeschrankt ist (143, 144).
Ursachen einer Leberdysfunktion im Rahmen septischer Krankheitsbilder sind
Perfusionsstorungen im Splanchnikusgebiet (142) und direkte Schadigungen durch
endo- und exogene Toxine und Entzindungsmediatoren (145-152). Im Rahmen einer
Sepsis ist besonders die exkretorische Funktion der Leber beeintrachtigt, die zu
einer weiteren Verschlechterung der Darmintegritat durch reduzierten Gallefluss fuhrt
(153-156). Die Diagnosestellung erfolgt meist mit statischen Labortests wie z.B. der
Bestimmung von Bilirubin (157). Ein markanter Anstieg des Bilirubins im Rahmen
einer schweren Sepsis wird im Durchschnitt jedoch erst 7 bis 20 Tage nach den
ersten Zeichen der Infektion beobachtet (158-161). Bilirubin-basierte Prognosescores
wie z.B. der SOFA-Score erfassen die Leberdysfunktion daher erst 48 bis 72
Stunden nach anderen Organdysfunktionen, wie z.B. dem akuten Nierenversagen
oder des Lungenversagens (133, 162, 163). Eine frihzeitigere Diagnose einer
Leberdysfunktion wirde aber helfen, die Therapie eher einzuleiten und damit die
Prognose der Patienten zu verbessern. Besser geeignet zur Frihdiagnose einer
Leberdysfunktion scheinen dynamische Tests zu sein, die aber nicht zwischen
Splanchikusperfusion und Leberfunktion diskreminieren kdnnen (129, 130, 164-177).

Biosensoren sind miniaturisierte Messfuhler, deren Arbeitsweise auf einem
biochemischen Mechanismus beruht (178-187). In unserer Arbeitsgruppe wurde ein
auf humanen Hepatozyten basierendes Biosensorsystem zur Friherkennung des
Leberversagens entwickelt (188). In einer Sepsis-Diagnostik Pilotstudie wurde geprtift,
ob der Hepatozytenbiosensor endogene und/oder exogene zytotoxische Potenz
eines Probandenplasmas auf zellularer Ebene erfasst (Arbeit 6). Dazu wurden
Plasmaproben von diesen Patienten mit den Sensorzellen inkubiert und im

Anschluss wurden Vitalitats- und Funktionstests mit den Zellen durchgefuhrt.



2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Bakterienkultivierung (Arbeiten 1-6)

Die Promyelozytenleukdmie-Zelllinie HL-60 (189-196), die Hepatomazelllinie
HepG2/C3A (187), die Bakterienstamme Escherichia coli 07:K1 und Staphylococcus
aureus subsp. aureus Rosenbach wurden von der American Type Culture Collection
erworben und unter Standardbedingungen kultiviert. Beide Keime entsprachen den

in der Literatur etablierter Tier-Sepsis-Modelle verwendeten Bakterien (197-200).

2.2 Artifizielle Sepsistherapie

2.2.1 Plasmaseparation durch Zentrifugation und Plasmafiltrationbehandlung im

Schweine Modell der Gram positiven Sepsis (Arbeit 1)

Im etablierten Schweine-Sepsis-Modell (199, 200) wurden die Wirksamkeit und
Vertraglichkeit von artifiziellen und bioartifiziellen extrakorporalen Behandlungen
untersucht. Landschweinen wurde eine LD-90 Dosis von Staph. aureus i.v. gegeben.
Nach der Bakteriengabe wurde mit einer extrakorporalen Kombinationstherapie Gber
4 h begonnen (Abb. 2).

In der Arbeit 1 wurde eine extrakorporale Kombinationsbehandlung (Abb. 2)
bestehend aus Plasmaseparation durch Zentrifugation und anschliessender
Plasmafiltation getestet. Untersucht wurden folgende Gruppen: die nicht septische
Kontrollgruppe (NSK), die septische Behandlungsgruppe P100 und die septische
Kontrollgruppe ohne extrakorporale Behandlung (SK, Tabelle 1). Die in Tabelle 2
dargestellten physiologischen, hamodynamischen und laborchemischen Daten

wurden bestimmt sowie das Uberleben (7 Tage).

2.2.2 Einfluss von unterschiedlichen Vorflllfliissigkeiten im Schweine-Sepsis-
Modell (Arbeit 2)

Alle Tiere in dieser Studie erhielten eine LD-90 Dosis Bakterien i.v. und wurden

extrakorporal behandelt. Das in Punkt 2.2.1 vorgestellte Sepsis-Modell wurde
verwendet. Der Einfluss unterschiedlicher Vorflllflissigkeiten im extrakorporalen
Kreislauf auf den Krankheitsverlauf der septischen Tiere wurde mit 6%
Hydroxyethylstarke  (HES) 130/0,4 (VOLUVEN, Fresenius Kabi) und
Schweineplasma in  unterschiedlicher = Zusammensetzung getestet. Der
extrakorporale Kreislauf hatte ein Volumen von 400 ml. Tabelle 3 gibt die
Studiencharakteristiken der drei Gruppen wieder (PO, P30 und P100). Tabelle 2 gibt

einen Uberblick tiber die untersuchten Parameter neben dem 7 Tage Uberleben.



2.3 Bioatrtifizielle Sepsistherapie

2.3.1 Ratten Modell der Gram negativen Sepsis (Arbeit 3)

Im Ratten-Sepsis-Modell wurde die Wirksamkeit und Vertraglichkeit einer ex-vivo

bioartifiziellen Phagozytoseunterstitzung durch granulozytdre HL-60 Zellen

untersucht. Die Tiere wurden in folgende Versuchsgruppen eingeteilt:

- Kontroll Gruppe (KG, n=9): 1 ml physiologische Kochsalzldsung i.v.

- Unbehandelte Gruppe (UG, n=8): 1 ml physiologische Kochsalzlosung mit 3x10°
KBE E. coli O7:K1 i.v. (LD-90 Dosis) - Sepsis

- Behandelte Gruppe (BG, n=8): 1 ml "Behandlungssuspension” - Sepsis

Die Behandlungssuspension wurde durch Inkubation von 3x10° KBE E. coli mit

1x10" HL-60 Zellen fiir 20 Minuten und anschliessender Abfiltration der Zellen

hergestellt. Neben dem Uberleben wurden die in Tabelle 4 aufgezeigten Parameter

erhoben. Die Beoabachtungszeit betrug 7 Tage.

2.3.2 Schweine-Sepsis-Modell (Arbeit 4)
In dieser Studie wurde das EISS-System (Abb. 1) auf Wirksamkeit im Schweine-

Sepsis-Modell (siehe 2.2.1) Uber 7 Tage getestet. Der extrakorporale Kreislauf
besald eine zusatzliche Komponente in Form eines Bioreaktors im Plasmakreislauf
(Abb. 1 und 2). In der behandelten Gruppe (BG, n=7) war der Bioreaktor mit
durchschnittlich 6,2 x 10° HL-60 Zellen gefullt. In der unbehandelten Gruppe (UG,
n=7) wurden keine Zellen eingesetzt. Die septische Kontrollgruppe (SK, n=7) wurde

nicht mit dem EISS-System behandelt. Tabelle 2 zeigt die erhobenen Daten.

2.3.3 Phase | klinische Studie (Arbeit 5)

Bei 10 Patienten mit septischem Schock wurde eine Phase-I- Studie mit dem EISS-

System (siehe 1.2) durchgefuhrt. Jeder Patient wurde zweimal fir 6 Stunden
innerhalb von 72 Stunden mit dem EISS-System behandelt. Der Bioreaktor (Abb. 1)
war mit durchschnittlich 1,4 x10° Spendergranulozyten vorgefullt, und es wurden im
Durchschnitt 9,8 Liter Plasma pro Sitzung behandelt. Hauptparameter dieser Studie
war die Sicherheit und Vertraglichkeit einer EISS-Behandlung am Menschen. Die

Beobachtungszeit betrug 28 Tage.

2.4 Zellbasierter Hepatotoxizitatstest /Pilotstudi e (Arbeit 6)

Der leberzellbasierte Biosensor bestand aus HepG2/C3A Zellen, die mit dem

Patientenplasma in Mikrotiterplatten inkubiert wurden. Zur Ermittlung der Zytotoxizitat



des Patientenplasmas wurden die Vitalitat der Leberzellen (Trypanblau-Féarbung,
LDH-Freisetzung, Live-Dead-Test), die Syntheseleistung (Mikroalbuminsynthese)
und der Aktivierungsgrad (Zytochrom 1A2-Aktivitdt, XTT-Test) gemessen. Im
Rahmen einer Pilotstudie wurden Plasmaproben von Patienten im septischen
Schock, die einer EISS-Behandlung unterzogen wurden (siehe 2.3.3), zu Beginn und
nach 54 h gewonnen. Als Vergleichsgruppen dienten 13 gesunde Freiwillige und 5
ITS-Patienten ohne Sepsis. Die Biosensorresultate zwischen den 3 Gruppen und
zwischen Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden in der septischen Schock Gruppe

wurden verglichen.

3. Ergebnisse

3.1 Artifizielle extrakorporale Sepsistherapie

In der ersten Studie (Arbeit 1) wurde die Wirksamkeit einer extrakorporalen
Kombinationsbehandlung im Schweine-Sepsis-Modell getestet. Durch die
Kombinationsbehandlung konnte eine signifikante Verlangerung des Uberlebens
erreicht werden. Alle Tiere aus der behandelten Gruppe (BG=P100) Uberlebten die
Beobachtungszeit von 7 Tagen. In der septischen Kontrollgruppe (SK), die keine
extrakorporale Behandlung erhalten hatte, verstarben alle Tiere vor Ende der
Beobachtungszeit. Im Verlauf waren die Bakterienwerte im Blut und die Laktatwerte
signifikant hdher in der SK im Vergleich zur BG. In der zweiten Studie (Arbeit 2)
wurde der Einfluss der Vorfullflussigkeiten HES und Plasma im extrakorporalen
Kreislauf im Schweine-Sepsis-Modell untersucht. Je héher der Anteil von Plasma in
der Vorfillflissigkeit war, umso hoher war das Uberleben. Alle Tiere der 100 %
Plasmagruppe (P100) uberlebten die Beobachtungszeit von 7 Tagen. Funf von 7
Tieren der P30-Gruppe und alle Tiere der PO-Gruppe verstarben vor Ende der 7-
tagigen Beobachtungszeit. Die Bakterienanzahl im Blut und die Laktatwerte waren im
Verlauf signifikant hoher in der PO-Gruppe im Vergleich zur P100-Gruppe. Weiterhin
war IL-10 zum Zeitpunkt 168 h signifikant niedriger in der P100-Gruppe im Vergleich
zur PO-Gruppe.

3.2 Bioartifizielle Sepsistherapie

Fur die Originalarbeiten (OA) 3 bis 5 wurde das extrakorporale bioartifizielle
Immununterstiitzungssystem EISS (siehe 1.2) hinsichtlich seiner Vertraglichkeit und

Wirksamkeit getestet. Im Ratten-Modell der Gram negativen Sepsis (OA 3) konnte



das Uberleben der Tiere signifikant durch eine ex-vivo Phagozytoseunterstiitzung
verlangert werden. So Uberlebten 6 von 8 Tieren der behandelten Gruppe (BG) die
gesamte Beobachtungszeit von 7 Tagen. Im Gegensatz dazu verstarben alle Tiere
der unbehandelten Gruppe (UG) vor dem Beobachtungstag 5. Die UG hatte zum
Zeitpunkt 24 h signifikant hohere Bakterienwerte im Blut und nach 2 und 24 h
signifikant hohere Endotoxinwerte als die BG. Die Ergebnisse des Ratten-Models
wurden im Schweine-Sepsis-Modell der Gram positiven Sepsis (OA 4) bestéatigt, in
dem die Tiere der BG fur je 4 h mit dem EISS-System behandelt wurden. Durch die
EISS-Behandlung konnte ein signifikant verlangertes Uberleben der BG im Vergleich
zur UG erreicht werden. In der UG verstarben 5 von 7 Tieren, in der BG aber nur 1
von 7 Tieren vor dem Ende der Beobachtungszeit von 7 Tagen. Die Baktierenanzahl
im Blut, als auch die Laktatwerte waren im Verlauf hoher in der UG als in der BG. In
der ersten Kklinischen Studie (OA 5) mit dem EISS-Verfahren (Phase-I-Studie)
wurden 10 Patienten mit septischen Schock eingeschlossen. Der mittlere APACHE—
[I-Score bei ITS-Aufnahme betrug 30 und der SOFA-Score am ersten Studientag 12.
Sechs Patienten Uberlebten. Bei keinem Patienten sind Unvertraglichkeiten und
Komplikationen durch die EISS-Behandlung ausgelést wurden. Die Dosis von
Noradrenalin konnte wéahrend der EISS-Behandlungen, aber auch wéahrend der
Beobachtungszeit von 28 Tagen signifikant reduziert werden. Weiterhin sanken
signifikant die Werte im SOFA-Score, die Kreatinin- und die Prokalzitonin-Werte im
Verlauf. Die Werte von Humanen Leukozyten Antigen DR (HLA-DR) auf den
Monozyten der Patienten, als wichtiger Kofaktor der Antigenprasentation, stiegen im

Verlauf der 28 Tage signifikant an.

3.3 Zellbasierter Hepatotoxizitatstest

In der Orginalarbeit 6 wurden die Ergebnisse des Hepatozytenbiosensors
dargestellt, nachdem die Zellen mit Plasma von Patienten mit septischen Schock
(SSG), von gesunden Freiwilligen oder nicht septischen ITS-Patienten inkubiert
wurden. Die hepatozytdre Synthese von Mikroalbumin und die Aktivitat des
Zytochrom Isoenzymes 1A2 waren signifikant reduziert in der SSG im Vergleich zu
den beiden anderen Gruppen. Weiterhin bewirkte das Plasma der nicht
uberlebenden Patienten in der SSG zum Studieneinschluss, aber auch im Verlauf
(nach 54h) wesentlich niedrigere Werte beider oben genannter hepatozytarer
Parameter. Starke Korrelationen wurden gefunden zwischen den Sensorparametern
und APACHE IlI-Score und SOFA-Score.



4. Diskussion und Zusammenfassung

4.1 Extrakorporale und bioartifizielle Sepsisthera pie

Trotz erheblicher Fortschritte in der supportiven Therapie der Sepsis (42) ist die
Letalitat hoch bei steigender Inzidenz (5, 6). Extrakorporale Behandlungsverfahren
konnten prinzipiell den Krankheitsverlauf bei Patienten mit einer Sepsis positiv
beeinflussen, da durch diese Verfahren aus dem Blut der Patienten endogene und
exogene pathogene Partikel und Entziindungsmediatoren selektiv oder unselektiv
entfernt werden (57, 58, 78). Nur in 70% der Infektionen auf Intensivstationen gelingt
ein mikrobiologischer Nachweis; das heisst, dass 30% der Infektionen nicht gezielt
antimikrobiell therapiert werden kénnen (201). Trotz der Verflugbarkeit einer Vielzahl
von extrakorporalen Systemen und partiell ausreichender Studienlage kann jedoch
derzeit keine Evidenz basierte Empfehlung fur diese Systeme ausgesprochen
werden (37, 59, 63-65). Ein Grund dafir kdnnte sein, dass es derzeit kein
Messverfahren gibt, das die Gesamtheit der pathogenen Last im Patientenblut
bestimmen kann und damit auch kein Effektivitatsnachweis fur unterschiedliche
Verfahren erbracht werden kann. Die alleinige Reduktion von Zytokinen oder
Endotoxinen, die durch viele extrakorporale Verfahren mdglich ist, scheint fir eine
Mortalitatssenkung nicht ausreichend zu sein (202). Vielmehr stellt sich die Frage, wie
viel und welche Entziindungsmediatoren braucht der Patient in welcher Verfassung
des Immunstatus, um adaquat auf eine schwere systemische Infektion zu reagieren.
Leider ist es schwierig, den aktuellen Immunstatus des Patienten zu bestimmen.
Neben aufwandigen und teuren Zytokin-Messungen und HLA-DR Bestimmungen (26)
gibt es derzeit keine geeigneten Methoden. Die Herausforderung fur die Zukunft wird
deshalb darin bestehen, einerseits geeignete Tests zu entwickeln, die quantitativ die
Pathogenlast ermitteln und anderseits, den Immunstatus der Patienten zu
bestimmen, um geeignete und homogene Patientenkollektive fir die einzelnen
unterschiedlichen extrakorporalen Verfahren zu finden.

In der Originalarbeit 1 konnte nachgewiesen werden, dass eine extrakorporale
Kombinationsbehandlung als Kaskadenbehandlung zu einer Verbesserung des
Uberlebens im Schweine-Modell gefiihrt hat. In Vorexperimenten konnte gezeigt
werden, dass durch Zentrifugation des Blutes auch gréssere Partikel in das
gewonnene Plasma ubergehen als durch einen Plasmafilter, der nur fur Partikel mit
einer maximalen Grosse von 0,5 pm durchldssig ist. Im Anschluss wurde diese
Partikel aus dem Plasma durch einen Plasmafilter zurtickgehalten, bevor das

gereinigte Plasma zurick in den Organismus gegeben wurde. Dieser additive
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Ansatz, auch grossere Partikel bei der Sepsisbehandlung durch
Kombinationsbehandlung zu entfernen, erscheint damit hoffnungsvoll zu sein (105-
107). In der Originalarbeit 2 wurde im selben Modell nachgewiesen, dass durch die
Verwendung von Plasma als Vorfillflissigkeit im extrakorporalen Kreislauf im
Vergleich zu HES ein besseres Uberleben der Tiere erreicht werden kann. Einerseits
konnte das Plasma als physiologischere Flissigkeit mit Plasmaproteinen sich positiv
auf den septischen Organismus auswirken, anderseits kbnnen die Resultate auch
durch die bekannten Nebenwirkungen von HES und derzeit diskutierte
Prognoseverschlechterung bei Sepsispatienten durch HES verursacht sein (203-220).
HES ist neben Plasma und Albumin eine klassische Austauschflissigkeit beim
therapeutischen Plasmaaustausch (102-104). Da die Menge der Vorfullflussigkeit
einer Plasmaaustauschdosis von 40 ml/kg bei unseren Versuchstieren entsprechen
wlrde (100, 101), kbnnten unsere Ergebnisse auch darauf hinweisen, dass Plasma als
Austauschflissigkeit bei Patienten mit Sepsis angewandt werden sollte. Bisher gibt
es keine anderen Untersuchungen dazu.

In den Orginalarbeiten 3 und 4 wurde in zwei Tiermodellen die Vertraglichkeit und
Wirksamkeit und in einer klinischen Phase-I Studie (Originalarbeit 5) die
Vertraglichkeit des Immununterstitzungssystem EISS nachgewiesen. Das EISS-
System konnte neben der Reduktion von pathogenen Partikeln aus dem
Patientenplasma auch eine immunmodulatorische Komponente besitzen, z.B. durch
Mediatorenfreisetzung, aber auch durch deren Adsorption. Hinweise dafiir finden
sich in den Studien durch die IL-8 Freisetzungen der Behandlungszellen und dem
Anstieg der HLA-DR Konzentration auf den Monozyten der Patienten in der
humanen Studie. HLA-DR ist ein Schlisselfaktor fir die Antigenprasentation (1, 2, 26).
Die Ergebnisse sprechen dafir, dass vor allem Patienten mit einer ausgepragten
Immunparalyse von dem EISS-System profitieren kdnnten. Dabei ist mittlerweile
bekannt, dass ein grosser Teil der Patienten, die letztendlich versterben, sich in der
Immunparalyse mit Phagozytoseeinschrankung befinden (20, 21, 26-31).

Die Ergebnisse der vorgestellten Studien mussen in kontrollierten klinischen Studien
weiter evaluiert werden. Weiterhin ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von

Tiermodellen auf den Menschen nur eingeschréankt moglich.

4.2 Zellbasierter Hepatotoxizitatstest

Bei der Testung auf Hepatotoxizitdt mit einem zellbasierten Biosensor wird davon

ausgegangen, dass bestimmte Substanzen, in Abhangigkeit von ihrer Konzentration
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und Kombination mit anderen Substanzen, toxische Einflisse auf menschliche
Hepatozyten mit konsekutiver Storung der zellularen Funktionen haben kdnnen.
Anderseits werden die klinischen Syndrome des Leberversagens im Allgemeinen auf
die Akkumulation von toxischen Substanzen und/oder Stoffwechselmetaboliten
zuruckgefuhrt, welche von der geschadigten Leber gebildet oder nicht mehr
abgebaut werden konnen. In der vorgestellten Studie (Arbeit 6) wurden deutliche
Funktionsverschlechterungen der hepatozytdren Sensorzellen festgestellt, wenn sie
mit dem Plasma von Sepsispatienten inkubiert wurden. Endogene und exogene
Toxine, Medikamente und ihre Metabolite und proinflammatorische Zytokine kénnen
sowohl zu Apoptose oder Nekrose fuhren, anderseits aber auch viele
Hepatozytenfunktionen beeintrachtigen und zu einer Mitochondriendysfunktion
beitragen (145, 221-253). Falls sich die Resultate dieser Pilotstudie in grésseren
Nachfolgestudien bestatigen, kénnte der patentierte Biosensor zur Friherkennung
des Sepsis induzierten Leberdysfunktion beitragen und ein Parameter zur
Therapiekontrolle darstellen. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass in der
Pilotstudie schlechtes Outcome mit sehr niedrigen Biosensorwerten vergesellschaftet
war. Die klassischen Leberfunktionswerte, wie z.B. das Bilirubin korrelierten nicht mit

dem Uberleben oder Organfunktionsscores.

4.3 Zusammenfassung

Die Sepsis und das Leberversagen auf Intensivstationen stellen auch heutzutage
trotz wesentlicher Fortschritte der supportiven Therapie eine grosse Herausforderung
dar. Extrakorporale Verfahren zur Sepsistherpie haben prinzipiell das Potential, die
Prognose der Sepsispatienten zu verbessern. In den vorgestellten Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass eine extrakorporale Kombinationsbehandlung, die Verwendung
von Plasma als Vorfullflissigkeit bzw. als Austauschfliissigkeit und die Anwendung
des bioartifiziellen Immununterstitzungssystems EISS vertraglich und wirksam bei
schweren Verlaufen der Sepsis sein kann. Die richtige Auswahl geeigneter
Patientenkollektive und die Ermittlung des Immunstatus werden bei der Anwendung
entscheidend sein. Im zweiten Teil der Arbeit geben die Ergebnisse der Pilotstudie
mit dem Hepatozytenbiosensor Hoffnung, dass durch diesen Test eine frihere
Diagnose und Therpiekontrolle der Sepsis induzierten Leberdysfunktion auf
Intensivstationen maoglich ist. Die Ergebnisse aller vorgestellten Studien missen in

grosseren und kontrollierten Therapiestudien weiter evaluiert werden.
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5. Abbildungen und Tabellen

EISS (Extracorporeal Immune Support System)
Extrakorporales Teil-lmmunsystem zur Therapie schwerer Infektionen

Abbildung 1: Schema des EISS-Therapieverfahrens (Originalarbeiten 4 und 5)

Plasma-
Separator 1
(Zentrifuge)

o =

1

Plasma-
Separator 2
(Filter)

Blut Plasma

Abbildung 2: Extrakorporaler Behandlungskreislauf im Schweine-Modell

(Originalarbeiten 1, 2 und 4)
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Tabelle 1: Versuchsgruppenaufbau fir die Originalarbeit 1

Untersuchte Gruppen -B Bakteriengabe Vorflllflissigkeit n=
NSK (Nicht septische Kontrollgruppe) | Ja Nein 100% HES 7
P100 (100% Plasma) Ja |Ja 100% SP 5
SK (Septische Kontrollgruppe) Nein | Ja Keine 7

Extrakorporale Behandlung (EB), Hydroxyethylstarke (HES), Schweineplasma (SP)

Tabelle 2: Versuchsplan des Schweine-Sepsis Modells (Originalarbeiten 1,2 und 4)

Bestimmte Parameter Start: 1. Tag 1. Tag 2.-7. Endwert:
0-Wert 1.-6.h 6.—24.h Tag 8.Tag
oder vor dem
Ableben
Gewicht X X
Herzfrequenz X alle 10 Min alle2h alle 6 X
h
Kdrpertemperatur X alle 10 Min alle2h alle 6 X
h
Blutdruck X alle 10 Min alle2 h alle 6 X
h
Arterielle Blutgasanalysen / X -jede Stunde alle2h 1x/ X
Elektrolyte / Laktat -vor und nach 24 h
Bakteriengabe
Blutbild X -jede Stunde alle2h 1x/ X
-vor und nach 24 h
Bakteriengabe
Bakterienkonzentration X 4.h 8.h 24.h X
im Blut u. 48.
h
Zytokine im Blut X 4. h 8.h 24. h X
(IL-1 beta, IL-8, u. 48.
IL-10, IFN-gamma, h

TNF-alpha)
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Tabelle 3: Versuchsgruppenaufbau fir die Originalarbeit 2

Untersuchte Gruppen EB | Bakteriengabe | Vorfullflissigkeit 1
PO (0% Plasma) Ja | Ja 100% HES

P30 (30% Plasma) Ja | Ja 30% SP / 70% HES
P100 (100% Plasma) Ja | Ja 100% SP

Extrakorporale Behandlung (EB), Hydroxyethylstarke (HES), Schweineplasma (SP)

Tabelle 4: Versuchsplan des Ratten-Sepsis Modells (Originalarbeit 3)

Bestimmte Parameter Start: 0-Wert 1. Tag 2.-7.Tag Endwert: 8. Tag
oder vor dem
Ableben
Gewicht X X
Blutbild X X
Herzfrequenz X 2. h, dann alle6h X
alle4 h
Blutdruck X alle2 h alle6 h X
Temperatur X 2. h, dann alle6h X
alle4 h
Blutgase / Elektrolyte X 2.h,10.h, 20.h alle 12 h X
Bakterien- 24. h
konzentration im Blut
TNF-alpha im Blut 2.h,6.h,24.h
IL-6 im Blut 6. h
Endotoxin (im Blut) 2.h,24.h
Histologische X
Probenentnahme®

% Histologische Proben von Herz, Lunge, Niere , Pa nkreas, Milz, Leber.
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