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1. Einleitung
1.1. Sepsis

1.1.1. Schwere Sepsis, septischer Schock und deren Epidemiologie

Sepsis ist die hdufigste Todesursache kritisch kranker Patienten auf nicht-kardiologischen
Intensivstationen. Eine Vielzahl von Definitionen und Kriterien wurde in der Vergangenheit
verwendet, um die Krankheit Sepsis zu charakterisieren. Die aktuell akzeptierte Definition
basiert auf den Diagnosekriterien der Konsensuskonferenzen des American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) von 1991 bzw. 2001 [1, 2|. Hier
wurden die Begriffe Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS), Sepsis, schwere Sep-
sis, septischer Schock und Multiorgandysfunktions-Syndrom (MODS) geprigt (Tabelle 1).
Die jeweiligen Begriffe definieren unterschiedliche Schweregrade, welche mit der Mortalitat
der Patienten korrelieren |2|. Die Schweregrade schwere Sepsis bzw. septischer Schock be-
schreiben das Vorhandensein mindestens einer Organdysfunktion, bzw. das Auftreten eines
volumenrefraktiaren Kreislaufversagens. Im septischen Schock ist somit haufig der Einsatz

von Katecholaminen notwendig (Tabelle 1).

Trotz vielfacher Fortschritte in der Intensivmedizin ist die Inzidenz von Sepsis und des durch
Sepsis induzierten Multiorganversagens iiber die vergangenen Jahre kontinuierlich gestiegen
[3]. Eine Untersuchung von Angus et al. von 2001 ergab, dass die Inzidenz der schweren Sepsis
in den USA bei etwa 750.000 Fallen jahrlich liegt und es wurde eine Mortalitdt von 28,6
Prozent errechnet [4]. Fiir Deutschland ergibt sich eine Inzidenz von 116 Féllen pro 100.000
Einwohner pro Jahr, wobei ca. 60.000 Patienten pro Jahr an einer schweren Sepsis oder einem
septischem Schock versterben [5]. Sepsis stellt somit eine enorme Belastung fiir 6ffentliche
Gesundheitssysteme dar. In Deutschland liegen die Kosten laut einer Untersuchung aus dem
Jahr 2002 bei ca. 23.300 Euro pro Fall [6]. 1,77 Milliarden Euro, also etwa 30 Prozent
der gesamten Ausgaben der Intensivmedizin entfallen hierbei auf die Therapie septischer
Patienten [5].

1.1.2. Multi-Organ-Versagen (MQOV)

Das Multiorganversagen bezeichnet einen klinischen Zustand, welcher die Endstrecke einer
Vielzahl kritischer Erkrankungen darstellt. Haufig existiert eine infektitse bzw. parainfekti-
ose Grundlage [7]. Die betroffenen Organe sind hierbei nur zum Teil durch die zugrunde lie-

gende Erkrankung geschidigt [8]. Histopathologische Untersuchungen zeigen, dass der Grad
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Tabelle 1.: Sepsis - Definitionen der ACCP/SCCM Consensus Conferences von 1991
und 2001 |1, 2]

SIRS Klinischer Zustand, der durch das Vorliegen von mindestens zwei der fol-
genden Kriterien charakterisiert ist:
- Korpertemperatur >38°C oder <36°C,
- Herzfrequenz >90/min,
- Atemfrequenz >20/min oder PaCOy <32 mmHg,
- Leukozyten >12000/mm? oder <4000/mm3

Sepsis SIRS hervorgerufen durch eine Infektion
Schwere Sepsis Sepsis und Vorliegen mindestens einer Organdysfunktion
Septischer Schock Sepsis und Vorliegen eines Kreislaufversagens mit persistierender volumen-

refraktdrer Hypotension und Abwesenheit anderer Schockursachen

MODS Verdnderte Organfunktion beim akut kranken Patienten, in der Art, dass
die Homdostase nicht ohne Intervention aufrechterhalten werden kann

SIRS - Systemic Inflammatory Response Syndrome, PaCO2 - arterieller Kohlendioxidpartialdruck, MODS -
Multiorgandysfunktions-Syndrom.

der Organdysfunktion hierbei nicht notwendigerweise mit der zu erwartenden strukturellen
Organschiadigung einhergeht [9]. Vielmehr wird von einigen Autoren vermutet, dass bei MOV
funktionelle Schidigungen im Vordergrund stehen, die durch immunologische und /oder endo-
krin vermittelte Reaktionen entstehen [8, 10]. Die Anzahl der dysfunktionalen Organsysteme
korreliert dabei direkt mit der Mortalitat |7].

Die Prognose kritisch kranker Patienten und der Schweregrad der jeweiligen Erkrankung,
bzw. eines MOV kann mit den nachfolgenden Skalen erfasst werden: Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation (APACHE) 1T [11], Sepsis-related Organ Failure Assessment (SO-
FA) Score [12] und Multiple Organ Failure (MOF) Score [13].

1.2. Pathophysiologie der Sepsis und Immunparalyse

Der pathophysiologische Ablauf der Sepsis ist gekennzeichnet durch die Freisetzung endoge-
ner und exogener Mediatoren (z.B. Tumor Nekrose Faktor-alpha [TNF-«|, Lipopolysacchari-
de [LPS], Interleukin [IL]-1 und IL-6) als Reaktion auf einen infektitsen Stimulus. Durch die
Interaktion verschiedener pleiotroper Mediatoren kommt es zum Ablauf komplexer, feedback-
regulierter Reaktionskaskaden. Wird der Infektionsfokus nicht saniert bzw. persistiert der
infektiose Stimulus, wird meist binnen kurzer Zeit die Produktion antiinflammatorischer
Mediatoren induziert (z.B. I1-10, IL-1-Rezeptorantagonist [RA| und Transforming Growth
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Abbildung 1.: Immunologische Phasen der Sepsis (nach Hotchkiss [10]).

Die gesteigerte Freisetzung von proinflammatorischen Entziindungsmediatoren ist kennzeich-
nend fiir die friihe Phase der Hyperinflammation. Die gegenregulatorische Antiinflammation kann
zur Entstehung einer Immunparalyse beitragen [14].

Factor-beta |TGF-f]) [14, 15]. So kommt es zur Einleitung einer kompensatorischen antiin-
flammatorischen Phase mit erhohten Spiegeln von antiinflammatorischen Zytokinen. Hier-
durch wurde auch das friithere biphasische Bild der Sepsis mit einer friih einsetzenden proin-
flammatorischen Phase und einer spéteren antiinflammatorischen Phase geprigt (Abbildung
1). Neuere Arbeiten weisen allerdings darauf hin, dass sich die beiden Phasen nicht strikt

voneinander trennen lassen, sondern sich meist tiberlappen.

Bei persistierendem inflammatorischen Reiz und paralleler prolongierter Antiinflammation
kommt es bei einer Vielzahl septischer Patienten zu einer Einschrankung der monozytiren
Funktion. Diese monozytire Funktionseinschrankung oder auch Deaktivierung ist gekenn-
zeichnet durch eingeschrinkte monozytire Phagozytose und Antigenverarbeitung, unzurei-
chende Antigenprésentation und verminderte monozytére Zytokinsekretion. Klinisch zeigen
Sepsispatienten im Verlauf oft Zeichen der Immunsuppression mit erhohter Anfilligkeit ge-
geniiber sekundéren Infektionen [10]. Fiir diesen Zustand wurde der Begriff ,Immunparalyse®
gepragt, welcher ein funktionelles Versagen der monozytiren Immunabwehr reflektiert [16].
Der immunologische Zustand der Immunparalyse kann durch die Messung der Expression von
Magor Histocompatibility Complex (MHC) Klasse II Molekiilen (Human Leukocyte Antigen
[HLA]-DR) auf Cluster of Differentiation (CD) 14-positiven (+) Monozyten erfasst werden.
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MHC Klasse II-Molekiile sind Glykoproteine auf der Zelloberfliche antigenprésentierender
Zellen (APC). Die MHC Klasse II-vermittelte Antigenprisentation ist von entscheidender
Bedeutung fiir die Einleitung, Aufrechterhaltung und Regulierung einer adaptiven Immu-
nantwort [17]. Ein grofer Fortschritt der letzen Jahre besteht darin, dass die monozytéire
HLA-DR-Expression mittels eines standardisierten, quantitativen Tests gemessen werden
kann [18]. Die standardisierte Messung von HLA-DR erlaubt eine Aussage zur Prognose
septischer Patienten [19]. Eine persistierende reduzierte HLA-DR-Expression auf CD14+
Monozyten korreliert mit gehiduftem Auftreten von sekundéren Infektionen und Letalitét
[20, 19, 21]. Der Verlust zellvermittelter Immunitit scheint fiir einen erheblichen Teil der
Sepsismortalitat verantwortlich [22|. Heute ist bekannt, dass die allermeisten Sepsispatien-
ten mit einer letal verlaufenden Erkrankung in der spiten ,hypoimmunen Phase versterben
(Abbildung 1) [20].

1.3. Mediatoren

1.3.1. Endotoxin (Lipopolysaccharide)

Endotoxine (Lipopolysaccharide [LPS]) sind Zellwandbestandteile gramnegativer Bakterien
[23]. LPS bestehen aus drei Komponenten: dem &ufseren O-Polysaccharid mit einer varia-
blen Anzahl von Oligosacchariden, deren Linge zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies
variiert, dem Core-Oligosaccharid und einer damit kovalent verkniipften Lipidkomponente
(Lipid A). Lipid A besteht aus einer variablen Anzahl von Fettsiuren, die an zwei phospho-
rylierte Glucosaminreste gebunden sind. Lipid A ist entscheidend an der Pathogenitit von
Endotoxin beteiligt [23]|. LPS binden in vivo an das Serumprotein Lipopolysaccharid Binding
Protein (LBP). Der LPS-LBP-Komplex bindet an den fiir die Endotoxinwirkung relevanten
CD14-Rezeptor. Nach dieser Bindung kommt es zur Aggregation von CD14, Adapterpro-
tein MD2 und 7Toll-Like-Rezeptor (TLR) 4, wodurch die intrazellulire Signaltransduktion
initiiert wird [23]. Die Stimulation des TLR4-MD2-CD14-Komplexes induziert in Monozy-
ten die Ausschiittung vielfiltiger Zytokine (unter anderem TNF-«, IL-1 und IL-6), Produkte
des Arachidonséurestoffwechsels und reaktiver Sauerstoffverbindungen [24]. Die iiberméfige
LPS-Stimulation von Monozyten fiihrt nach initialer Stimulation mittelfristig zu einer an-
haltenden Beeintriachtigung der monozytaren Funktion; diese korreliert mit einer reduzierten
HLA-DR-Expression auf CD14+ Monozyten [25, 26]. LPS stimulieren die Expression von
IL-6 und Komplementaktivierungsprodukt Cba, die beide eine monozytire Deaktivierung

verstarken.
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1.3.2. Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 wurde 1986 erstmals isoliert und ist ein Protein mit 212 Aminoséuren (Molekulargewicht
21 - 28 kd) |27, 28|. IL-6 gehort zur Familie der Glykoprotein (gp) 130-Rezeptorliganden.
Es bindet an einen unter anderem von Monozyten und T-Lymphozyten exprimierten Re-
zeptor (IL-6R). Die Bindung bewirkt eine Aggregation des IL-6-IL-6R-Komplexes mit gp130
[15, 29]. IL-6 wird aus Monozyten, T-Lymphozyten, Endothelzellen, Mastzellen und Fibro-
blasten unter anderem als Antwort auf Gewebeschidigung freigesetzt [30]. IL-6 ist gemein-
sam mit IL-1 und TNF-a mafigeblich an der Einleitung einer schnellen Immunantwort und
der konsekutiven Rekrutierung des spezifischen Immunsystems beteiligt [15]. Es induziert
Akute-Phase-Reaktionen und ist ein potentes Pyrogen [15, 28]. IL-6 stimuliert als einziger
bekannter Mediator das volle Spektrum der Akute-Phase-Proteine (z.B. C-reaktives Protein
[CRP], Fibrinogen und Haptoglobin) an humanen Hepatozyten [31, 32|, weiterhin stimuliert
es die Ausreifung von T-Lymphozyten, sowie die Differenzierung von B-Lymphozyten zu
Plasmazellen [15, 28|. IL-6 hat zudem antiinflammatorische Wirkungen: reduzierte Expressi-
on von IL-1 und TNF-a, Stimulation der Synthese von Glucocorticoiden, IL-1-RA, 16slichem
TNF-Rezeptor und Inhibition der Produktion von Granulocyte Macrophage-Colony Stimu-
lating Factor (GM-CSF) und Interferon (IFN)- [15, 27, 28, 33]. Die Serumspiegel von 1L-6
korrelieren im septischen Krankheitsbild mit dem Schweregrad der Erkrankung; hohe Spie-
gel sind mit schlechter Prognose und letalem Ausgang assoziiert [15, 30, 34]. Des Weiteren

werden IL-6 kardiodepressive Eigenschaften zugeschrieben [35].

1.3.3. Komplementaktivierungsprodukt C5a

Die Komplementaktivierungsprodukte C5a und C3a, auch Anaphylatoxine genannt, sind ein
Teil des angeborenen Immunsystems [36]. Cba ist ein Glykopeptid (74 Aminosduren), das
vom aminoterminalen Ende von C5 freigesetzt wird [37]. Der C5a-Rezeptor (ChaR) gehért zu
den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und wird von Neutrophilen, Monozyten und Endo-
thelzellen exprimiert. Das Komplementsystem basiert auf der kaskadenartigen Aktivierung
von Proteinasen durch limitierte Proteolyse aus den neun Komplementfaktoren C1 bis C9
und weiteren Kofaktoren [38]. Es sind drei Aktivierungswege bekannt: der klassische Weg,
der Lektin-Weg und der alternative Weg. Der klassische (Clg-abhéngige) Weg beruht auf der
Aktivierung von Clq durch Immunglobulin (Ig) G- oder IgM-Antigen-Komplexe oder durch
CRP |36, 37, 38|. Der Lektin-Weg wird durch die Interaktionon des Proteins Mannose Bin-
ding Lectin (MBL) mit bakteriellen Oberflichen und der Aktivierung der MBL Associated
Serine Proteases (MASP) 1 bis 3 induziert [36, 37, 38|. Der alternative Weg der Komple-

mentaktivierung beruht auf der direkten Aktivierung von C3b durch mikrobielle Oberflichen
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[36, 37, 38]. Die Aktivierung fithrt zur Freisetzung von C3a und Cba und letztlich zur Bil-
dung des Membrane Attack Complex (MAC) Cbb-9 [38]. Der MAC fiihrt zu Porenbildung
und zu bakterieller Zytolyse [39, 40]. Anaphylatoxine induzieren akute Entziindungsreaktio-
nen mit Vasodilatation, Gewebeddem und Extravasation von Leukozyten durch Chemotaxis
[36, 37]. Die Aktivierungsprodukte des Komplementsystems sind dabei systemisch selten
nachweisbar. Hohe Cba-Spiegel imitieren im Tiermodell einen LPS-induzierten septischen
Schock [37, 41]. Systemisch nachweisbares Cba ist mit der Entwicklung von Schock, MOV,
hoher Letalitdt und Dysfunktion der angeborenen Immunabwehr assoziiert [38, 39, 40, 42].
Kardiale Dysfunktion spielt eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie des MOV. Die
potentiell reversible septische Kardiomyopathie ist gekennzeichnet durch Pumpversagen, so-
wie Vergroferung des rechten und linken Ventrikels [43]. Verschiedene Mediatoren scheinen
an der Pathogenese der septischen Kardiomyopathie beteiligt; insbesondere fiir TNF-a und
IL-6 konnten kardiodepressive Effekte nachgewiesen werden [44, 35]. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass auch Cba in vitro und in vivo myokarddepressiv wirkt und moglicherweise
kausal an der septischen Kardiomyopathie beteiligt ist [45, 46]. Des Weiteren konnte eine
gegenseitige Wirkungsverstarkung von I1-6 und Cba gezeigt werden, da I1.-6 die Expression
von ChaR induziert und via CRP eine Komplementaktivierung augmentiert [37, 47, 48]. Das
Vorkommen grofser Mengen von Cba und IL-6 tragt zur Initiation der antiinflammatorischen
Wirtsreaktion, aber auch zur Ausbildung einer Immunparalyse bei: Cba ist ein potenter Inhi-
bitor der monozytaren IL-12-Produktion und hemmt so die IL-12-abhéngige Produktion von
IFN-v [49]. IFN-~ ist wesentlich an der endogenen Rekonstitution der monozytéren Funkti-
on beteiligt [49]. Anti-Cba- und Anti-C5aR-Antikorper, sowie ein CaR-Antagonist wurden
im Tiermodell evaluiert. Hier zeigte sich eine Reduktion der Sepsis-induzierten Mortalitat
[38, 39, 40, 41, 42, 47, 48, 50].

1.4. Therapie der Sepsis

1.4.1. Aktuelle evidenzbasierte Empfehlungen in der Sepsistherapie

Basierend auf den aktuellen Empfehlungen der Surviving Sepsis Campaign (SSC) schei-
nen im Rahmen der Sepsistherapie von besonderer Wichtigkeit: frithzeitige Sanierung des
Infektionsfokus und friihe zielorientierte Organunterstiitzung (early goal directed organ sup-
port therapy) — insbesondere durch Volumenstatusverbesserung, resistenzgerechte antibioti-

sche Therapie, Vasopressoren, Beatmungstherapie und den Einsatz von Nierenerstzverfahren
[51].

10
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Abbildung 2.: Aufbau eines Immunadsorptionsmoduls.

1.4.2. Immunmodulatorische Therapien

Eine Vielzahl klinischer Studien hat in den vergangenen Jahren Ansitze getestet, die auf
die Reduktion einzelner inflammatorischer Mediatoren (z.B. LPS, IL-13, TNF-«) abzielten
[14, 21, 42, 52]. Diese Ansétze waren zumeist erfolglos [42, 52]. Die Ursachen hierfiir sind
vielfaltig; offenbar ist die Blockade eines einzelnen, kurzlebigen immunologischen Mediators
bzw. der Eingriff in eine singuldre immunologische Kaskade aufgrund der Pleiotropie und
Redundanz der Mediatoren und der Dynamik des Krankheitsverlaufs unzureichend. Ver-
schiedene extrakorporale Therapieverfahren, wie z.B. die unselektive Plasmaseparation, auf
Nierenersatztherapie basierende Verfahren, wie auch Ansitze zur selektiven Elimination von

LPS aus dem Kreislauf konnten bisher keine Mortalitdtsreduktion zeigen [53].

Die Charakterisierung und Verlaufsbeobachtung der zelluliren Immunitét ist unabdingbar
fiir den Einsatz immunmodulatorischer Therapieansétze [54|. Ein geeigneter Parameter ist
die standardisiert gemessene monozytire HLA-DR-Expression [14, 55|, welche von progno-
stischer Relevanz ist [19]. Bislang ist bekannt, dass sich die Expression von monozytirem
HLA-DR durch die Gabe von GM-CSF und IFN-v stimulieren lisst [56, 57|. Erkenntnisse
der Grundlagenforschung und klinische Daten deuten darauf hin, dass pleiotrope immunolo-
gische Reaktionskaskaden durch eine Vielzahl von Mediatoren neben LPS induziert werden.
Die vorliegende Untersuchung zielt daher darauf ab, mittels einer selektiven Intervention
eine simultane Reduktion mehrerer Schliisselmediatoren der Immunparalyse bzw. Sepsis zu

erreichen.

11
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1.4.3. Immunadsorption

Die Immunadsorption (IA) gehort zur Gruppe der selektiven extrakorporalen Therapiever-
fahren und geschieht meist plasmabasiert [53]. IA ist ein etabliertes Therapieverfahren, wel-
ches bei verschiedenen rheumatologischen und hédmatologischen Erkrankungen, sowie bei
Abstofsungsreaktionen nach Organtransplantationen eingesetzt wird [58|. Beim Einsatz ei-
nes extrakorporalen Kreislaufs werden hohe Anforderungen an die Biokompatibilitit der
Materialien gestellt. Die zur TA eingesetzten Adsorptionssdulen enthalten an ein Trager-
material gebundene Liganden (z.B. Antikorper oder Protein A), die gegen das Zielmolekiil
gerichtet sind (Abbildung 2). Als Tragermaterial kommt in dieser Arbeit aktivierte Agarose

(Sepharose) zum Einsatz, welche hoch biokompatibel ist.

12



2. Fragestellung
2.1. Hypothesen

Grundlage der vorliegenden Studie sind die Hypothesen, dass die extrakorporale, selektive
Entfernung von definierten inflammatorischen Mediatoren (LPS, I1-6 und Cba) aus dem

Kreislauf septischer Patienten

- deren Serumspiegel effizient reduziert,
- zu einer Verbesserung der monozytdren HLA-DR-Expression fiihrt,

- einen positiven Effekt auf die Organfunktion, gemessen an drei unabhingigen klinischen

Scores, hat.

2.2. Studienziele und Endpunkte

Die oben angefiihrten Arbeitshypothesen sollen in einer prospektiven, kontrollierten Pilot-

studie mit verblindeter Endpunktanalyse gepriift werden.

Primérer Endpunkt der Studie ist die HLA-DR-Expression auf CD14+ Monozyten. Sekun-
dédre Endpunkte sind die Serumspiegel der Zielantigene und von CRP, sowie der Verlauf der

klinischen Scores.

13



3. Material und Methoden
3.1. Patientencharakteristika

3.1.1. Einschlusskriterien

Nach der Zustimmung der lokalen Ethikkommission zur Durchfiihrung der Studie erfolgte
der Einschluss von Patienten im Zeitraum von Januar 2002 bis Juni 2005 auf den Intensivsta-

tionen der Charité Universitdtsmedizin Berlin. Als Einschlusskriterien wurden gefordert:

Alter 18 bis 80 Jahre,

Vorliegen einer schweren Sepsis oder eines septischen Schocks [2],

Vorliegen von vier SIRS-Kriterien (Tabelle 1) [2],

klinisch evidente Infektion bzw. mikrobiologischer Nachweis entsprechender Erreger,

APACHE II-Score >18,

Vorliegen einer schriftlichen Einverstdndniserklirung.

In Anlehnung an die Ergebnisse der Konsensuskonferenz von 2001 [2| wurde Organdysfunkti-
on in der vorliegenden Studie wie folgt definiert: akutes Kreislaufversagen als Vorliegen einer
Hypotension (systolischer Blutdruck <90 mmHg oder arterieller Mitteldruck <70 mmHg)
trotz addquater Volumentherapie und Abwesenheit anderer Schockursachen; renale Dysfunk-
tion als Oligurie oder Anstieg des Serumkreatinins auf das Zweifache des Ausgangswertes;
septische Enzephalopathie als Vorliegen einer qualitativen oder quantitativen Bewusstseins-
storung (Agitation, Verwirrtheit, Desorientiertheit, Stupor oder Koma) und Abwesenheit an-
derer Ursachen (neurotrope Medikation); respiratorisches Versagen als PaO,/FiOo-Quotient

<250 bzw. Notwendigkeit der maschinellen Beatmung.

3.1.2. Ausschlusskriterien

Patienten wurden bei Vorliegen folgender Kriterien von der Studienteilnahme ausgeschlos-
sen:

- evidente oder vermutete Schwangerschaft,

- anamnestisch allergische Reaktion auf Hithnereiweifs,

- aktive Blutung,
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- Vorhandensein eines Malignoms oder einer akuten Leukéamie,

- Teilnahme an einer anderen klinischen Studie <12 Wochen vor Einschluss in die Studie.

3.1.3. Screening und Zuwahl der Patienten in die einzelnen Gruppen

Die vorliegende Untersuchung zielte darauf ab, die Sicherheit und die Effektivitat einer gegen
LPS, IL-6 und Cba gerichteten Immunadsorption zu evaluieren. In einem offenen Design wur-
den kontemporare Patienten konsekutiv eingeschlossen. Aus Sicherheitsgriinden forderten wir
die Anwesenheit einer qualifizierten Dialyse-Pflegekraft wihrend jeder TA-Behandlung. Des-
sen ungeachtet erfolgte die Zuordnung zur Studiengruppe zufallsartig und sie war unabhéngig

von Tageszeit und Wochentag.

3.2. Immunadsorptionsbehandlung

3.2.1. Immunadsorptionsmodule

TA-Module beladen mit polyklonalen vitellinen IgY-Antikorpern (AK) gegen LPS, I1-6 und
Cha wurden eingesetzt. Die TA-Module (MIAS, Innosorb GmbH, Rostock, Deutschland)
bestehen aus einem Kunststoffgehduse (Makrolon 2458), welches 60 ml steriles Sepharose-
4FF-Gel (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) enthélt. Sepharose wurde mit Cya-
nogenbromid (BrCN) aktiviert und diente als Matrix fiir kovalent gebundene IgY-AK. Der
Vorteil der IgY-AK besteht hier einerseits in der verfiigharen AK-Menge und andererseits
in der geringeren Kreuzreaktivitdt mit Sdugetierantigenen [59]. Nach standardisierter Im-
munisierung wurden die IgY-AK aus den Eiern immunisierter Hennen isoliert. Zur Immu-
nisierung der Hennen wurde kommerzielles, hoch gereinigtes rekombinantes humanes IL-6
(R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland), hoch gereinigtes rekombinantes huma-
nes Cha (Merck Biosciences Ltd., Darmstadt, Deutschland), eine Mischung verschiedener
LPS-Spezies (SIGMA-Aldrich Co., Miinchen, Deutschland) und Lipid A (US Patent-Nr.
6,881,408-B1) eingesetzt. Jedes IL-6-Adsorptionsmodul enthielt 5,0 mg anti-IL-6-IgY /ml Gel
und hatte eine Adsorptionskapazitéit von 72,6 pg humanem IL-6 (gemessen mit IL-6-ELISA,
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland). Die C5a-Adsorptionsmodule enthielten jeweils 10,0
mg anti-Cha-IgY /ml Gel und jedes Modul konnte 384 pug humanes Cha adsorbieren (Cha-
ELISA, BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland). Jedes LPS-Adsorptionsmodul enthielt
9,2 mg IgY /ml Gel. Die Adsorptionskapazitit betrug 59.040 Endotoxin-Einheiten pro Mo-
dul (gemessen mittels Chromogenic Limulus Amebocyte Lysate-QCL1000, BioWhittaker,
Walkersville, USA). Im Rahmen der préklinischen Entwicklung wurde sowohl die spezifische
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Blutflugs ~70-90 mlfrmin
Aoy
e

Plasmafluss MaCl- Glycin- PBS
~20-25mlf min Auswaschen

Flasmsa-
Separation

Adsorpition Regeneration

Abbildung 3.: Extrakorporale Immunadsorption von LPS, IL-6 und C5a.

NaCl - Natriumchlorid, PBS - Phosphate Buffered Saline.

Bindungsaktivitdt der IgY-AK getestet, als auch auf mogliche Kreuzreaktivitat mit anderen
Antigenen. Dafiir wurde die Bindung der Anti-LPS-IgY-AK an eine Mischung pathogenetisch
relevanter LPS-Typen mittels eines direkten ELISA analysiert. Gegen humanes IL-6 bzw.
Cba gerichtete IgY-AK wurden ebenfalls mittels direkten ELISA analysiert. Als Kontrolle
diente unspezifisches IgY nicht immunisierter Hennen. Es wurde die Adsorptionskapazitét
der mit den Antikdrpern besetzten Sepharose untersucht. Dazu wurde humanes Plasma mit
einer definierten Menge humanem IL-6 bzw. Cba versetzt. Fiir die priaklinische Bestimmung
der LPS-Adsorptionskapazitit kamen plasmafreie Probelésungen zu Einsatz. Nach Vermi-

schung von Sepharose und Probe erfolgte die Bestimmung der Adsorptionsraten.

3.2.2. Behandlungsablauf

Alle Patienten erhielten die gleiche auf den Empfehlungen der Surviving Sepsis Campaign
Guidelines |60] basierende intensivmedizinische Therapie [61]|. Zusétzlich erhielten die Pati-
enten der Interventionsgruppe, beginnend am Tag nach Studieneinschluss (Tag 2), an fiinf
aufeinander folgenden Tagen 7,5 Stunden pro Tag plasmabasierte, simultane TA von LPS, TL-
6 und Cba. Der klinische, immunologische und laborchemische Verlauf wurde fiir insgesamt
28 Tage, bzw. bis Krankenhausentlassung oder Tod erfasst. Als Gefifsizugang wurden dop-
pellumige zentralvendse Dialysekatheter oder vorhandene arteriovenose Fisteln oder Shunts
verwendet. Heparin oder Zitrat wurden als Antikoagulantien appliziert. Die TA wurde mittels
TA-Geriten des Typs ADAsorb (Medicap clinic GmbH, Ulrichstein, Deutschland) gesteuert.
Zur Plasmaseparation kamen Geréte des Typs BM-11 (Baxter Healthcare, Deerfield, USA)

zum Einsatz. Bei einem Plasmafluss von 20 - 25 ml/min wurden 9.000 ml Plasma pro Sitzung
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behandelt. Um die Adsorptionsleistung zu erhéhen, wurden zwei Modultriplets eingesetzt.
Die beiden Sdulen wurden abwechselnd in den extrakorporalen Kreislauf geschaltet, wihrend
die andere Saule durch Spiilen mit NaCl-, PBS- und Glycinpuffer-Losung regeneriert wurde
(Abbildung 3). Gemif den aktuellen Empfehlungen erhielten die Studienpatienten beider
Gruppen kontinuierlich intravenos 200 - 800 internationale Einheiten (I.E.) unfraktionier-
tes Heparin pro Stunde, sofern keine Kontraindikation fiir eine derartige Antikoagulation
vorlag. Bei einem Patienten in der Interventionsgruppe wurde aufgrund einer ausgeprigten

Thrombozytopenie Zitrat als Antikoagulans verwendet.

3.3. Gemessene Parameter

3.3.1. Laboruntersuchungen

Zetralvenose Blutproben wurden an Studientag 1 und 7, sowie vor und nach [A-Behandlung
entnommen. Die Bluproben wurden bis zur Durchfiihrung der Messungen bei -70°C ge-
lagert. Als Indizes fiir Inflammation und monozytére Funktion erfolgte die Bestimmung
von LBP, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-« mittels halbautomatischer ELISA-Systeme (DPC-
Biermann, Bad Nauheim, Deutschland). C5a wurde mit Hilfe eines optischen ELISA-Systems
bestimmt (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Weiterhin wurde CRP immunturbi-
dimetrisch bestimmt. Als Marker der monozytiaren Immunkompetenz wurde die monozytére
HLA-DR-Expression bestimmt (siche 3.3.2). Immunparalyse wurde definiert als eine HLA-
DR-Expression von weniger als 10.000 Molekiilen pro CD14+ Monozyt. LPS wurde indirekt
bestimmt, da die zur Verfiigung stehenden direkten Messmethoden als unzuverlissig gel-
ten [62, 63]. Es wurden die Surrogatparameter Lipopolysaccharid Binding Protein (LBP)
und Procalcitonin (PCT) herangezogen. Die PCT-Messung erfolgte immunluminometrisch
(BRAHMS-Diagnostica, Hennigsdorf, Deutschland). Bei der Kontrollgruppe wurde der Ver-
lauf von IL-6, CRP, Leukozytenzahl und monozytarer HLA-DR-Expression verfolgt.

3.3.2. Monozytire HLA-DR-Expression

Die standardisierte quantitative Bestimmung der HLA-DR-Expression auf CD14+-Monozyten

E™._Testsystem (Becton Dickinson, Hei-

erfolgte durchflusszytometrisch mittels QuantiBRIT
delberg, Deutschland) [18]. Zum Einsatz kommt ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoery-
thrin konjugierter anti-HLA-DR-AK, sowie ein anti-CD14-AK, mit dem sich alle Monozyten
markieren lassen. Mittels Eichkurven ldsst sich aus den Fluoreszenzdaten die Anzahl der

HLA-DR-Molekiile pro Zelle errechnen [18].
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3.3.3. Klinische Scores

An den Studientagen 1, 4, 7, 14, 21 und 28 wurden folgende klinische Scores zur Erfas-
sung des Krankheitsschweregrads erhoben: Acute Physiology and Cronic Health Fvaluation
IT (APACHE 1II) [11], Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) Score [12] und der
Multiple Organ Failure (MOF) Score [13].

3.4. Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erhobenen Daten wurde mit Hilfe der Software StatView Version
5.0 (SAS-Institute, Cary, USA) durchgefiihrt. Als statistische Methoden kamen zum Einsatz:
Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (Analysis of Variance [ANOVA]), einfacher und
doppelter Student “s t-Test und der t-Test nach Fisher. Die Analyse von Subgruppen erfolgte
mittels ANOVA mit t-Test. Die Normalverteilung aller Daten wurde mit dem Kolmogorow-
Smirnov-Test iiberpriift. Ein Ergebnis wurde als signifikant betrachtet wenn p < 0,05 ist.
Ergebnisse sind in der Form Mittelwert £ Standardfehler (SEM) dargestellt.
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4.1. Prdaklinische Charakterisierung der eingesetzten Antikorper und

des Bindungsverhaltens

Die Kreuzreaktivitit der eingesetzten anti-LPS-IgY-AK mit LPS verschiedener pathogene-
tisch relevanter Bakterienspezies wurde mittels direkten ELISA getestet. Die zur Immunisie-
rung der Hennen eingesetzte LPS-/Lipid A-Mischung induzierte eine breite anti-LPS-IgY-
Antikoérperantwort, auch gegen nicht im Ansatz enthaltene LPS-Typen (Abbildung 4). Es
zeigten sich anti-LPS-AK gegen LPS bzw. Lipid A der folgenden getesteten Bakterienspe-
zies: Escherichia (E.) coli J5, E. coli 055:B5, E. coli O111:B4, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Salmonella minnesota, Klebsiella pneumoniae, E. coli 0128:B12,
Salmonella enteritidis, Lipid A von FE. coli F583, E. coli O127:BS8, E. coli K-235, E. coli
026:B6, Salmonella abortus equii, Salmonella typhos und Serratia marcescens (Abbildung
4). Abbildung 4 stellt die gemessenen Titer als Prozent der Titer des Kontroll-IgY (unspe-
zifisches IgY) dar.

Entsprechend den Charakterisierungsuntersuchungen der anti-LPS-AK, wurden die anti-
Cha- und anti-IL-6-AK untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass in beiden Fillen eine
konzentrationsabhéngige spezifische Bindung des jeweiligen Antigens erfolgt (Abbildung 5).
Die Eigenschaften der Antigenbindung variieren erheblich zwischen Protein (Cba und IL-6)
und LPS. Cba und IL-6 werden entsprechend einer gewohnlichen AK-Antigen-Reaktion spe-
zifisch adsorbiert (Abbildung 5). Die verwendeten Anti-Cha-IgY-AK binden Cba selbst in
Gegenwart hoher ChH-Konzentrationen. Das gebundene Antigen kann mittels saurer Puffer
(Glycin) desorbiert werden. LPS hingegen binden mit hoher Affinitdt an Proteine und ent-
sprechende Antikérper. Mit hohen Konzentrationen Natriumchlorids (NaCl) kénnen etwa 90
Prozent der gebundenen LPS von der TA-Siule eluiert werden. In weiterfithrenden Untersu-
chungen wurde mit verkleinerten Adsorptionssiulen (0,5 ml bzw. 1,0 ml Sepharosegel) die

Kinetik der Adsorption untersucht.

4.2. Klinische Studie

4.2.1. Patientencharakteristika

33 kaukasische Patienten wurden in die Studie eingeschlossen, 11 Patienten (10 ménnlich) in

die Interventionsgruppe und 22 kontemporére Patienten (19 ménnlich) als Kontrollkollektiv.
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Abbildung 4.: Kreuzreaktivitit des gereinigten anti-LPS-IgY mit verschiedenen LPS-Spezies.

Getestete LPS-Spezies: LPS 1: E. coli J5; LPS 2: E. coli O55:B5; LPS 3: E. coli O111:Bj; LPS 4: Pseudomonas
aeruginosa; LPS 5: Salmonella typhimurium; LPS 6: Salmonelle minnesota; LPS 7: Klebsiella pneumoniae; LPS 8:
E. coli O128:B12; LPS 9: Salmonella enteritidis; LPS 10: Lipid A E. coli F583; LPS 11: E. coli O127:B8; LPS 12: E.
coli K-235; LPS 13: E. coli 026:B6; LPS 14: Salmonella abortus equii; LPS 15: Salmonella typhos; LPS 16: Serratia marcescens.

IgY - Immunglobulin Y, LPS - Lipopolysaccharide, E. coli - Escherichia coli.
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Abbildung 5.: Untersuchung der Antigenbindung der IgY-Antikorper.

10
IgY-Konzentration [ug/ml]

100

A | Titration von anti-C5a-IgY und Kontroll-IgY (Testlésung mit 0,1 pg/ml rekombinantem humanem C5a). B | Ti-
tration von anti-IL-6-IgY und Kontroll-IgY (Testlésung mit 2 pg/ml rekombinantem humanem IL-6). C | Titration von
gereinigte anti-LPS-IgY und Kontroll-IgY gegen eine Mischung von 5 LPS-Spezies (E. coli J5, E. coli 128:B12, Salmonella
typhimurium, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae).

LPS - Lipopolysaccharide, OD - Optical Density, E. coli - Escherichia coli, IgY - Immunglobulin Y.
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Tabelle 2.: Patientencharakteristika von Interventions- und Kontrollgruppe bei Studienbeginn.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich

Parameter (n = 11) (n = 22) (p)
Alter 57,8 4 2.2 58,0 + 2,6 0,96
[Jahre]
Geschlecht weiblich 1 3 100
[n] mannlich 10 19 '
ICU-Verweildauer
bis Tag 1 6,0+ 24 85+18 0,41
[Tage]
Diagnose von Sepsis
bis Tag 1 43+11 73+14 0,18
[Tage]
Schweregrad schwere Sepsis 5 9 100
[n] septischer Schock 6 13 '
APACHE I 23,7+ 1,6 24,7 £ 1,2 0,60
klinische Scores SOFA 121+1,1 10,4 £ 0,7 0,18
MOF 11,4 £ 05 95+05 0,02
monozytdrer
HLA-DR-Status Immunparalyse ! 16 0,70
o] keine Immunparalyse 4 6
monozytire HLA- alle Patienten 9291 + 1960 6788 + 1153 0,25
DR-Expression Immunparalyse 4994 + 1162 4607 £ 600 0,75
[Molekiile pro Zelle] keine Immunparalyse 16811 + 585 14206 + 2826 0,46
IL-6
(Normal <5,0) 361,7 + 116,0 306,2 £+ 65,0 0,65
[pg/ml]
CRP
[me/| (Normal <5,0) 251,0 + 44,0 201,9 £+ 26,0 0,30
Leukozyten
o (Normal 4 - 12) 149 £+ 3,0 13,4 + 15,7 0,57
[x10°/1]

ICU - Intensivstation, APACHE II - Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II, SOFA - Sepsis-related Organ Failure
Assessment, MOF - Multiple Organ Failure, HLA-DR - Human Leukocyte Antigen-DR, IL-6 - Interleukin-6, CRP - C-reaktives
Protein. Immunparalyse ist definiert als monozytdre HLA-DR-Expression <10.000 Molekiile pro Zelle. Ein Unterschied ist
signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).
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Tabelle 3.: Klinische Kennzahlen von Interventions- und Kontrollgruppe.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich

Parameter (n = 11) (n = 22) (p)

ICU-Verweildauer 246 + 8.1 58,0 + 3.7 0,01
[Tage]

Krankenhaus-Verweildauer 56.0 + 411 76.6 + 46,7 0,22
[Tage]

Beatmungsdauer 17.6 & 3.0 46,8 + 32 0,01
[Tage]

Himodialyse 11,3 + 2,4 16,0 = 6,4 0,52

[Tage]

ICU - Intensivstation. Ein Unterschied ist signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).

Die Patienten der beiden Gruppen unterschieden sich bei Studieneinschluss (Tag 1) nicht
signifikant hinsichtlich Geschlechtsverteilung, Alter, Krankheitsdauer, Verweildauer auf der
Intensivstation und Krankheitsschweregrad (gemessen an klinischen Scores). Tabelle 2 gibt
eine Ubersicht iiber die Patientencharakteristika der beiden Studiengruppen bei Studienbe-

ginn.

In der Interventionsgruppe lag das Patientenalter zwischen 43 und 67 (57,8 £+ 2,2) Jahren, in
der Kontrollgruppe zwischen 38 und 77 (58,0 4 2,6) Jahren (p = 0,96). Die durchschnittliche
Verweildauer auf der Intensivstation bis zum Studieneinschluss war in der Interventionsgrup-
pe 6 £+ 2.4 Tage, in der Kontrollgruppe 8,5 + 1,8 Tage (p = 0,41). Die Krankheitsdauer bis
Studieneinschluss betrug in der Interventionsgruppe im Mittel 4,3 &+ 1,1 Tage, im Kontroll-
kollektiv 7,3 + 1,8 Tage (p = 0,18). Bei 5 bzw. 9 Patienten der Interventions- bzw. Kon-
trollgruppe bestand eine schwere Sepsis, bei 6 bzw. 13 Patienten ein septischer Schock (p =
1,00). Folgende Werte der klinischen Scores wurden bei Studienbeginn in der Interventions-
bzw. Kontrollgruppe erhoben: APACHE II-Score 23,7 + 1,6 bzw. 24,8 +£ 1,2 (p = 0,60),
SOFA-Score 12,1 + 1,1 bzw. 10,4 £+ 0,7 (p = 0,18) und MOF-Score 11,4 + 0,5 bzw. 9,5 +
0,5 (p = 0,02).

Interventions- bzw. Kontrollgruppe unterschieden sich zum Zeitpunkt des Studieneinschlus-
ses nicht hinsichtlich des Vorhandenseins einer Immunparalyse (7 bzw. 16 Patienten, p =
0,70), monozytirer HLA-DR-Expression (9.291 4+ 1.960 bzw. 6.788 4+ 1.153 Molekiile pro
Zelle, p = 0,25), Leukozytenzahl (14,9 + 3,0 bzw. 13,4 + 15,7 x 10°/1, p = 0,57) und in den
Serumspiegeln von CRP (251,0 + 44,0 bzw. 201,9 £+ 26,0 mg/l, p = 0,30) und I1.-6 (361,7
+ 116,0 bzw. 306, 2 + 65,0 pg/ml, p = 0,65).
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Tabelle 4.: Verlauf des Vasopressorbedarfs in Interventions- und Kontrollgruppe.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich
(n = 11) (n = 22) ()
Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7
Noradrenalindosis 0,24 0,03 0,21 0,11
[1g/kg/min] +0,1 40,03 0.01 +0,1 = 0,05 0.17 0.80 0.24

Ein Unterschied ist signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).

Alle Patienten beider Gruppen erhielten das gleiche Ausmaf intensivmedizinischer Therapie,
einschlieflich extrakorporaler Nierenersatztherapie in Form von intermittierender Himodia-
lyse, falls indiziert (Tabelle 3). Bei den Patienten der Interventionsgruppe konnten eine
signifikant kiirzere Verweildauer auf der Intensivstation und eine signifikant kiirzere Beat-
mungsdauer beobachtet werden (Tabelle 3). Nach der fiinftigigen IA-Behandlung zeigte sich
bei den Patienten der Interventionsgruppe ein signifikant reduzierter Bedarf an Vasopres-

soren, wihrend sich der Bedarf in der Kontrollgruppe nicht signifikant verénderte (Tabelle
4).

In beiden Studiengruppen waren Pneumonie und Peritonitis die Haupterkrankungsformen,
welche zur Ausbildung einer schweren Sepsis oder eines septischen Schocks fiihrten. Die
Verteilung der Grunderkrankung war nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden
Gruppen. Alle Patienten der Interventionsgruppe iiberlebten den Behandlungszeitraum. Es
traten keine Nebenwirkungen oder Komplikationen auf, die mit der IA in Zusammenhang
gebracht wurden. Parameter der Blutgerinnung stabilisierten oder besserten sich unter der
[A-Behandlung, so dass von einer Gerinnungsaktivierung durch Interaktion mit kiinstlichen
Oberflichen im extrakorporalen Kreislauf nicht auszugehen ist (siehe 4.2.2.1 und Tabelle
5).

4.2.2. Messergebnisse
4.2.2.1. Laboruntersuchungen

Die Serumspiegel aller drei Zielmediatoren der IA bzw. deren Surrogatparameter wurden
durch die IA-Behandlung reduziert (Abbildung 6).

Bei der Bestimmung im Anschluss an die letze IA-Behandlung betrugen die Spiegel von 11.-6
bzw. Cha lediglich 11 Prozent bzw. 27 Prozent (p = 0,02 bzw. p < 0,001) des Ausgangswertes
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Tabelle 5.: Ergebnisse der Laboruntersuchungen vor und nach Immunadsorptionsbehandlung.

Vor IA Nach IA Versnderung p
Parameter Referenzbereich (Tag 1) (Tag 7)
IL-6 9
o <5 3617 + 116,0 382 + 15,2 -89% 0,02
' [pg/ml]
2 CRP <5 251 + 440 68,0 + 21,0 -73% 0,002
E [mg/1]
E IL-10 9
<5 60,7 £ 36,0 146 + 31 -76% n.s.
=2 [pg/ml]
-
c C5a 0
o <05 2976 + 431 79,2 + 145 -73% <0,001
s [ng/ml]
E
£ TNF-o <15 233+ 45 124 +£23 -47% 0,02
= [pg/ml]
= PCT
<5 30,2 + 19,7 47 +£32 -84% 0,02
[ug/1]
LBP <15 759+202  213+45 72% 0,02
[ug/ml]
Leukozyten 4-12 14.9 + 3.0 147 +25 -1% n.s.
[x10%/1]
, | hrombozyten 150 - 400  106,8 £224 1875 & 31,2 +76% 0,03
& [x10°/1]
-
2 .
£ Gerlnonungsfaktor \Y 0.6-15 13+02 13+03 +3% n.s.
8 [% (Faktor)]
T  Gerinnungsfaktor VIII 05-15 36403 33+05 7% n.s.
E [% (Faktor)]
[}]
2 o
& D-Dimere <05 35+03 32407 -9% ns.
8 [mg/1]
£ Fibri
£ ibrinogen 44-131 223 +38 144 + 32 -64% 0,04
T [emol /1]
A"““E:;r/“”b'""” 700 -1300 592,04+ 153,0 7360 £ 1630  +24% 0,02
Protein-C-Aktivitat 07-14 05+ 0.1 08+ 02 +55% 0,03
[% (Faktor)]
Protein-S-Aktivitat 07-14 05+ 0.1 07+ 06 +34% n.s.

[% (Faktor)]

TA - Immunadsorption, IL-6 - Interleukin-6, CRP - C-reaktives Protein, IL-10 - Interleukin-10, C5a - Komplementfaktor C5a,
TNF-a - Tumornekrosefaktor-a, PCT - Procalcitonin, LBP - Lipopolysaccharide Binding Protein, n.s. - nicht signifikant. Ein
Unterschied ist signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).
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Abbildung 6.: Verlauf der Blutspiegel der Zielmediatoren unter IA-Behandlung.

A | Verlauf des mittleren IL-6-Spiegels (m) in der Interventionsgruppe unter IA-Therapie (logarithmische Skalierung).
B | Verlauf des mittleren C5a-Spiegels (B) in der Interventionsgruppe unter IA-Therapie. C | Verlauf des mittleren LBP- ()
und PCT-Spiegels (o) in der Interventionsgruppe unter IA-Therapie. Signifikante Verdnderungen sind mit t gekennzeichnet.

1L-6 - Interleukin-6, Cba - Komplementfaktor Cba, PCT - Procalcitonin, LBP - Lipopolysaccharid Binding Protein,
TA - Immunadsorption, } - signifikant.

(Tabelle 5, Abbildungen 6A und 6B). Die Verdnderung der Serumspiegel von IL-6 nach
Immunadsorption (Tag 7) war auch im Vergleich mit den Tag 7-Werten der Kontrollgruppe
signifikant: 38,2 + 15,2 pg/ml in der Interventionsgruppe versus 230,6 £+ 71,2 pg/ml in der
Kontrollgruppe (p = 0,04, Tabelle 6).

Beide Surrogatmarker fiir die LPS-Blutspiegel waren zu diesem Zeitpunkt ebenfalls ernied-
rigt: Die Serumspiegel von LBP bzw. PCT betrugen 28 Prozent (p = 0,02) bzw. 16 Prozent
(p = 0,02) des Ausgangswertes (Tabelle 5, Abbildung 6C).

Die Blutspiegel mehrerer Marker fiir Inflammation waren nach Abschluss der TA-Therapie
erniedrigt. CRP wurde auf 27 Prozent (p = 0,002) und Fibrinogen auf 36 Prozent (p =
0,04) des jeweiligen Ausgangswertes reduziert (Tabelle 5). Die Verdnderung von CRP nach
Intervention (Tag 7) war auch im Gruppenvergleich signifikant: 68,0 = 21,0 mg/1 in der
Interventionsgruppe gegeniiber 160,8 4+ 18,2 mg/1 in der Kontrollgruppe (p = 0,004, Tabelle
6). Die Leukozytenzahlen unterschieden sich in der Interventions vor und nach IA, sowie in

der Kontrollgruppe und im Gruppenvergleich nicht signifikant (Tabelle 6).

Zusatzlich stiegen die Protein-C- und Protein-S-Aktivitit in der Interventionsgruppe um 55
Prozent (p = 0,03) bzw. 34 Prozent (nicht-signifikant) an, die Thrombozytenzahl um 76 Pro-
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Tabelle 6.: Verlauf inflammatorischer Parameter in Interventions- und Kontrollgruppe.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich
(n = 11) (n = 22) ()

Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7
IL-6 361,7 38,2 306,2 230,6

[pg/ml] 4+ 116,0 £ 15,2 0,02 +650 4712 0.66 0.65 0,04
CRP 251,0 68,0 201,9 160,38

[mg/1] +440 +£210 0,002 +26,0 4182 0.07 0.30 0,004
Leukozyten 14,9 14,7 13,4 15,7

[x109/1] + 3,0 +25 0.94 +10 +138 0.05 0.57 0.68

IL-6 - Interleukin-6, CRP - C-reaktives Protein. Ein Unterschied ist signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).

zent (p = 0,03). Diese Gerinnungsparameter verdnderten sich von pathologisch subnormalen
zu normalen Werten (Tabelle 5). Die Blutspiegel von Antithrombin-III (+24%, p = 0,02)
und TNF-a (-47%, p = 0,02) normalisierten sich in der Interventionsgruppe (Tabelle 5).

In der Kontrollgruppe wurde bei keinem der untersuchten Laborparameter eine signifikante

Verdnderung festgestellt.

Weiterhin wurden in der IA-Gruppe keine Verdnderungen der Blutspiegel von IgA, -G, -M,
Glukose, Cholesterol, Triglyceriden, sowie der Gerinnungsfaktoren V, VII und VIII gemessen
(Tabelle 5).

4.2.2.2. Immunologische Charakterisierung der Patienten

Die Expression von HLA-DR-Molekiilen auf der Oberfliche CD14+ Monozyten wurde be-
stimmt, um festzustellen, ob es unter IA-Therapie zur Wiederherstellung der monozytiren

Funktion kommt.

Bei Studienbeginn bestand zwischen Interventions- und Kontrollgruppe kein signifikanter
Unterschied in der mittleren monozytidren HLA-DR-Expression: 9.291 + 1.960 Molekiile
pro Zelle in der Interventionsgruppe gegeniiber 6.788 + 1.153 Molekiilen pro Zelle in der
Kontrollgruppe (p = 0,25, Tabelle 2). Bei der Messung nach Abschluss der TA-Behandlung
(Tag 7) war die HLA-DR-Expression in der Interventionsgruppe nahezu um den Faktor 3
gegeniiber der Kontrollgruppe an Tag 7 angestiegen: 17.746 + 2.558 Molekiile pro Zelle in
der Interventionsgruppe, 5957 + 672 Molekiile pro Zelle in der Kontrollgruppe (p < 0,0001,
Tabelle 7).
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Abbildung 7.: Verlauf der monozytéren HLA-DR-Expression.

A | Interventionsgruppe: Verdnderung der monozytiren HLA-DR-Expression vor (Tag 1) und nach (Tag 7) IA-Behandlung bei
Patienten mit initialer IP (A). Mittlere monozytire HLA-DR-Expression (). B | Kontrollgruppe: Verdnderung der monozyt&-
ren HLA-DR-Expression von Tag 1 bis Tag 7 bei Patienten mit initialer IP (A). Mittlere monozytire HLA-DR-Expression (H).
C | Verlauf der mittleren monozytiren HLA-DR-Expression von Studienbeginn (Tag 1) bis Abschluss der IA-Behandlung (Tag
7). Interventionsgruppe ohne IP (e), Kontrollgruppe ohne IP (o), Interventionsgruppe mit IP (m), Kontrollgruppe mit IP (O).

HLA-DR - Human Leukocyte Antigen-DR, TA - Immunadsorption, IP - Immunparalyse. Immunparalyse ist definiert
als monozytire HLA-DR-Expression <10.000 Molekiile pro Zelle.

Den deutlichsten Effekt auf die HLA-DR-Expression hatte die IA-Behandlung bei den Pa-
tienten, die initial als immunparalysiert klassifiziert worden waren (Tabelle 2). Bei dieser
Patientengruppe war die mittlere monozytiare HLA-DR-Expression nach Abschluss der TA-
Behandlung an Studientag 7 von initial 4.994 + 1.162 auf 15.295 + 2.197 Molekiile pro
Zelle angestiegen und hatte damit mehr als das Dreifache des Ausgangswertes erreicht (p
= 0,002, Tabelle 7, Abbildungen 7A und 7C). Es konnte beobachtet werden, dass bei allen

diesen Patienten (n = 7) die initiale Immunparalyse unter IA-Therapie aufgehoben wurde
(Abbildung 7A).

Im Gegensatz dazu war die mittlere HLA-DR-Expression in der Kontrollgruppe an Studien-
tag 7 gegeniiber dem Ausgangswert von Studientag 1 unverdndert: von 6.788 + 1.153 auf
5.957 + 672 Molekiile pro Zelle (p = 0,32, Tabelle 7, Abbildungen 7B und 7C).

Alle Patienten der Kontrollgruppe, die sich bei Studienbeginn im Zustand der Immunparalyse
befanden (n=16), waren zu den Messzeitpunkten an Tag 4 und 7 noch in diesem Zustand
(Abbildungen 7B und 7C). Im Verlauf wurde ein weiterer Abfall der HLA-DR-Expression
festgestellt (p = 0,81, Tabelle 7).
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Tabelle 7.: Verlauf der monozytiren HLA-DR-Expression in Interventions- und Kontrollgruppe.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich
(n = 11) (n = 22) ()
Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7
alle Patienten 9291 17746 6738 5957
(normal >15.000) + 1960 4+ 2558 0,003 + 1153 £ 672 0.32 0.25 <0.0001
mit Immunparalyse 4994 15295 4607 4464
(<10.000 Molekiile/Zelle) + 1162 + 2197 0,002 + 600 £ 376 0.81 075 <0,0001
ohne Immunparalyse 16811 22035 14206 11303
(>10.000 Molekiile/Zelle) + 585 £ 3659 0.38 + 2826 £ 407 0.35 0.46 0.07

HLA-DR - Human Leukocyte Antigen-DR, angegeben in Molekiilen pro CD14+4 Monozyt.

Patienten der Interventionsgruppe ohne Immunparalyse (n=4) stiegen mit der HLA-DR-
Expression unter IA-Therapie an (p = 0,38), wihrend Kontrollpatienten ohne Immunparalyse
(n=6) nicht signifikant absanken (p = 0,35, Tabelle 7).

4.2.2.3. Organfunktion (klinische Scores)

Bei Studienbeginn bestand zwischen Interventions- und Kontrollgruppe kein signifikanter
Unterschied beziiglich der APACHE II- (23,7 + 1,6 versus 24,7 + 1,2, p = 0,6) und SOFA-
Scores (12,1 + 1,1 versus 10,4 + 0,7, p = 0,18). Im MOF-Scoresystem ergaben sich bei
Studienbeginn signifikant schlechtere Werte in der Interventionsgruppe (Tabelle 8).

Die Werte aller erhobenen klinischen Scores (APACHE II, SOFA und MOF') verbesserten sich
sowohl im Interventionszeitraum von Studienbeginn bis Tag 7 (Tabelle 8), als auch im weite-
ren Verlauf des 28-tigigen Untersuchungszeitraumes in beiden Studiengruppen (Abbildung
8). Es wurde beobachtet, dass die Verbesserung der Krankheitsschwere in der Interventions-
gruppe jedoch grofer war und sich friiher ereignete als bei den Kontrollpatienten. In der
Gruppe der mit TA behandelten Patienten besserte sich der APACHE II-Score bereits nach
der zweiten Behandlung signifikant (Abbildung 8). Nach Abschluss der TA-Therapie an Stu-
dientag 7 betrug der durchschnittliche APACHE II-Score in der Interventionsgruppe 14,3 +
0,7 (p < 0,0001 gegeniiber Tag 1); dies entspricht 60 Prozent des Ausgangswertes (Tabelle
8). SOFA- und MOF-Score zeigten ebenfalls eine signifikante Verbesserung in der Interven-
tionsgruppe. An Studientag 7 waren SOFA- bzw. MOF-Score auf 7,1 + 1,4 oder 59 Prozent
(p = 0,004) bzw. 6,1 + 1,1 oder 54 Prozent des Ausgangswertes (p = 0,0002 gegeniiber
Tag 1) gefallen (Tabelle 8). In der Kontrollgruppe gab es im Zeitraum von Studienbeginn
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Abbildung 8.: Verlauf der klinischen Scores.

Dargestellt ist der Verlauf des durchschnittlichen APACHE II- Scores der Interventions- (M) und Kontrollgruppe (O),
des SOFA-Scores der Interventions- (e) und Kontrollgruppe (o), sowie des MOF-Scores der Interventions- (A) und Kontroll-
gruppe (A). Signifikante Unterschiede zwischen Interventions- und Kontrollgruppe sind mit { gekennzeichnet.

TA - Immunadsorption, APACHE II - Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II, SOFA - Sepsis-related
Organ Failure Assessment, MOF - Multiple Organ Failure, 1 - signifikant.

bis Studientag 7 keine signifikante Verdnderung des APACHE II-, SOFA- oder MOF-Scores
(Tabelle 8). Zum Ende des Interventionszeitraumes an Tag 7 hatte die Interventionsgruppe
signifikant bessere APACHE II- und MOF-Werte als die Kontrollgruppe (Tabelle 8) und —
obwohl sich alle Scores im weiteren Beobachtungszeitraum in beiden Studiengruppen kon-
tinuierlich verbesserten — konnte in der Interventionsgruppe eine deutlichere Verbesserung
festgestellt werden (Abbildung 8).

4.2.2.4. Nachbeobachtungszeitraum

Zwolf der insgesamt 33 Studienpatienten verstarben im Verlauf des 21-tdgigen Nachbeobach-
tungszeitraumes im Anschluss an den Interventionszeitraum. Vier der Todesfille ereigneten
sich bei Patienten der Interventionsgruppe. Zwei davon hatten eine sepsisbezogene Todesur-

sache: Ein nicht beatmeter Patient entwickelte eine infizierte Gangrin und verweigerte eine

29



4. Ergebnisse

Tabelle 8.: Verlauf der Krankheitsschwere: Klinische Scores in Interventions- und Kontrollgruppe.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich
(n = 11) (n = 22) ()
Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7 p Tag 1 Tag 7
23,7 14,3 247 23,3
APACHE 1l 116 +07 <0,0001 112 +14 0,17 0,60 0,0001
12,1 7.1 10,4 9,3
SOFA 111 +14 0,004 +07 +08 0,09 0,18 0,15
11,4 6,1 9,5 9,0
MOF 405 +11 0,0002 +£05 +05 0,13 0,02 0,01

APACHE 1I - Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II, SOFA - Sepsis-related Organ Failure Assessment, MOF -
Multiple Organ Failure. Ein Unterschied ist signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).

spezifische chirurgische Therapie, ein Weiterer verstarb im Kreislaufversagen. Die zwei nicht
sepsisbezogenen Todesfille in der Interventionsgruppe ereigneten sich wegen Nachblutung
nach chirurgischem Eingriff, sowie wegen Lungenarterienembolie nach wiederholten abdo-
minellen Operationen. Bei allen Todesfillen in der Interventionsgruppe ergaben sich keine

Hinweise darauf, mit der TA-Therapie in Bezug zu stehen.

In der Kontrollgruppe starben sieben Patienten an sepsisbezogenen Ursachen, ein weiterer

Kontrollpatient verstarb (nicht sepsisbezogen) wegen Blutungen.
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Die Ergebnisse der vorliegenden prospektiven, kontrollierten Pilotstudie mit verblindeter
Endpunktanalyse zeigen, dass durch simultane extrakorporale Immunadsorption von LPS,
IL-6 und Cbha bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock die Serumspiegel der
drei Zielmediatoren effizient reduziert und eine monozytire ,Reaktivierung* bewirkt wer-
den kann. Des Weiteren wurden weitere prognoserelevante Veranderungen beobachtet: Die
Reduktion der Zielmediatoren durch die IA korrelierte mit einer Normalisierung, bzw. ei-
nem Trend zu einer Normalisierung bei mehreren immunologischen Mediatoren (TNF-a,
I1-10), Gerinnungsparametern (Thrombozyten, Protein C-Aktivitit, Antithrombin-IIT) und
Akute-Phase-Proteinen (CRP, Fibrinogen). Obwohl mehrere prognoserelavante Verdnderun-
gen beobachtet wurden, ist aufgrund der limitierten Fallzahl eine Aussage im Hinblick auf
die Mortalitdt nicht moglich. Eine grofsere, randomisierte Studie sollte daher durchgefiihrt

werden.

Bei den Patienten der Interventionsgruppe konnten eine signifikant kiirzere Verweildauer auf
der Intensivstation und eine signifikant kiirzere Beatmungsdauer beobachtet werden (Tabel-
le 3). Nach der fiinftdgigen TA-Behandlung zeigte sich bei den Patienten der Interventions-
gruppe ein reduzierter Bedarf an Vasopressoren (Tabelle 4). Ob auch unter der einzelnen
[A-Behandlung ein reduzierter Vasopressorbedarf vorliegt, sollte in einer groferen Folge-
studie untersucht werden. Diese Ergebnisse stiitzen die vorliegenden Erkenntnisse anderer

Autoren, dass LPS, IL-6 und Cba Schliisselrollen in der Pathogenese der Sepsis darstellen.

Weiterhin deuten die Studienergebnisse darauf hin, dass die IA-Intervention bei Sepsis das
Patienteniiberleben an Tag 28 verbessern kénnte. Dies muss jedoch in einer gréfseren ran-
domisierten Studie verifiziert werden, da die geringen Patientenzahlen in der vorliegenden

Untersuchung keine statistischen Aussagen zum Uberleben erlauben.

Die drei Mediatoren LPS, IL-6 und Cba wurden als Zielantigene ausgewéhlt, weil diese
eine wesentliche Rolle in den pathophysiologischen Reaktionskaskaden der Sepsis spielen, zu
einem Versagen der zellvermittelten Immunitat fithren und konsekutiv mit einer schlechten

Prognose assoziiert sind.

Obwohl eine extrakorporale Intervention an sich theoretisch die Aktivierung von inflammato-
rischen Reaktionskaskaden bewirken konnte, wurde in der aktuellen Studie festgestellt, dass
die Spiegel von IL-6 und CRP bei jedem einzelnen Patienten der Interventionsgruppe ab-
fielen. Aus diesen Studienergebnissen kann daher geschlossen werden, dass inflammatorische
Schliisselmediatoren der Pathophysiologie der Sepsis durch eine selektive extrakorporale In-

tervention entfernt werden konnen. Die fehlenden Veranderungen der Plasmaspiegel von IgA,
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-G und -M, des Blutzuckers, sowie der Blutspiegel von Cholesterol, Triglyceriden und der
Gerinnungsfaktoren V, VII und VIII sprechen weiterhin fiir die Selektivitdt des angewandten

[A-Verfahrens und die Biokompatibilitdt der verwendeten Materialien.

Mehrere Studien haben in den vergangenen Jahren den Ansatz untersucht, bei septischen
Patienten proinflammatorische Mediatoren zu eliminieren bzw. zu reduzieren. In diesem Kon-
text kamen sowohl unselektive extrakorporale Therapieverfahren wie Plasmaseparation zum
Einsatz, als auch verschiedene auf extrakorporalen Nierenersatzverfahren basierende Ansitze
[53].

Lipopolysaccharide spielen eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie der systemischen In-
flammation. Jedoch zeigen neuere Ergebnisse aus der Grundlagenforschung sowie aus klini-
schen Studien, dass viele der zuvor definierten immunologischen Reaktionskaskaden durch
andere Mediatoren und Stimuli neben LPS ausgelost und aufrecht erhalten werden kdnnen
[63, 64, 65]. In einigen Sepsisstudien wurde die Reduktion von LPS mittels extrakorporaler
Verfahren untersucht. Diese Studien konnten jedoch keine Auswirkung auf das Uberleben
der behandelten Patienten demonstrieren [60, 53, 65, 66]. Die Ursachen fiir das Versagen der
anti-LPS-Strategien liegen vermutlich in einer suboptimalen Dosis der jeweiligen Interventi-
on. Des Weiteren scheint die Blockade eines einzelnen, mehr oder weniger kurzlebigen immu-
nologischen Mediators bzw. der Eingriff in eine singuldre immunologische Kaskade aufgrund
der Pleiotropie und Redundanz der Mediatoren und der Dynamik des Krankheitsverlaufs

unzureichend.

In der vorliegenden Studie wurden neben LPS die zwei weiteren Schliisselmediatoren 1L-6
und CbHa simultan mittels eines selektiven Verfahrens eliminiert. Endotoxin stimuliert die
Expression von IL-6 und von Komplementprodukt Cba, welche beide verstiarkend auf eine

monozytare Deaktivierung wirken.

Wolk et al. beschrieben, dass Endotoxin neben seiner Rolle in verschiedenen Inflammati-
onskaskaden zur monozytiren Deaktivierung beitragt [26, 67|. Die monozytire Immunfunk-
tion wird durch LPS initial stimuliert, in der Folge jedoch dauerhaft deaktiviert [26]. Es
ist bekannt, dass der endogene Mediator IL-10 eine tempordre Depression der monozytaren
Funktion bewirken kann [68, 69]. Obwohl beispielsweise bei Psoriasis-Patienten dhnlich hohe
IL-10-Spiegel vorkommen wie bei septischen Patienten, kommt es hier nicht zur Immun-
paralyse [70]. Die monozytéare Deaktivierung durch IL-10 ist rasch reversibel, wihrend LPS
dauerhaft sowohl Zytokinsekretion, als auch HLA-DR-Expression bei Monozyten inhibiert
[25]. Somit ist anzunehmen, dass die Entfernung von LPS aus dem Kreislauf der behandelten
Patienten in unserer Studie zur beobachteten Wiederherstellung der monozytéren HLA-DR-

Expression beigetragen hat.
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Die Annahme, dass die Intervention die Spiegel von zirkulierenden Lipopolysacchariden
(LPS) signifikant reduziert, hingt von der Validitiat der angewendeten Messmethode ab. Der-
zeit konnen LPS-Spiegel aus Plasmaproben nicht zuverléssig direkt gemessen werden [63, 62.
Daher wurden in der vorliegenden Studie die Spiegel zweier Surrogatparameter (LBP und
PCT) bestimmt. LBP ist ein sensitiver, jedoch nicht spezifischer Parameter in Bezug auf
das Vorliegen einer Endotoxindmie. Die hepatische Produktion von LBP wird durch LPS,
jedoch auch durch IL-6 stimuliert. Die beobachtete Reduktion des LBP-Spiegels in der Inter-
ventionsgruppe ist also nicht ausschlieflich auf eine LPS-Reduktion zuriickzufiihren, sondern

konnte durch die IL-6-TA teilweise mit verursacht sein.

Fiir den zweiten gemessenen Surrogatparameter Procalcitonin (PCT) konnte gezeigt wer-
den, dass er ein sensitiver und spezifischer Marker fiir Endotoxinédmie ist. PCT erlaubt
die Unterscheidung zwischen bakteriellen und nicht-bakteriellen Ursachen von Inflamma-
tion |71, 72, 73, 74|. In einer von Simon et al. durchgefiihrten Metaanalyse fiir PCT wurde
eine Sensitivitdt von 88 Prozent und eine Spezifitdt von 81 Prozent ermittelt [74]. Bei Aika-
wa et al. war PCT als Indikator fiir Sepsis in einer Multizenterstudie sowohl konventionellen
Serummarkern, als auch Blutkulturen iiberlegen [75|. Verschiedene Autoren konnten zei-
gen, dass mittels PCT-Bestimmung bei erwachsenen Patienten Bakteridmie festgestellt bzw.
ausgeschlossen werden kann |75, 76, 77|. Dariiberhinaus hat PCT auch prognostische Aussa-
gekraft hinsichtlich der Mortalitét [73]. Die PCT-Bestimmung wurde von der Food and Drug
Administration (FDA) als diagnostische Methode zugelassen |78]. Eine Grad-B-Empfehlung
fiir das klinische Monitoring bei Sepsis wurde ausgesprochen. Hierbei wurde festgestellt,
dass die PCT-Bestimmung die gleiche Validitit wie kommerziell vertriebene Verfahren zur

Messung von zirkulierendem Endotoxin hat.

Unter der fiinftagigen Intervention wurde ein signifikanter Abfall sowohl von PCT als auch
von LBP beobachtet. Von einer wirksamen Reduktion von zirkulierendem bakteriellem En-

dotoxin durch die angewandte Intervention ist auszugehen.

IL-6 wurde als Zielmolekiil der TA gew#hlt, da bekannt ist, dass der IL-6-Serumspiegel eng
mit der Krankheitsschwere bei entziindlichen Erkrankungen, sowie mit der Mortalitit bei
septischen Patienten korreliert [15, 30, 34, 73, 79]. Weiterhin ist bekannt, dass IL-6 durch
kardiodepressive Effekte negative Auswirkung auf die Himodynamik hat [35]. Es konnte
beobachtet werden, dass unter IA-Therapie die Spiegel von zirkulierendem IL-6 signifikant
abnahmen, jedoch trat dieser Effekt im Vergleich zur Veranderung der Spiegel von LBP und
PCT zeitlich verzogert auf (Abbildung 6).

IL-6 deaktiviert Monozyten durch Aktivierung von Signal Transducer and Activator of Tran-
scription (STAT) 3 [80]. STAT 3 gehort zur Familie der STAT-Proteine, welche die Signale
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von Zytokinrezeptoren an der Zelloberfliche an den Zellkern vermitteln [80]. IL-6 fithrt durch
Bindung an den IL-6-Rezeptor zur Phosphorylierung und Dimerisierung von STAT 3. Zu den
intrazelluliren Mechanismen, iiber die eine STAT 3-Aktivierung zur monozytiaren Deaktivie-
rung fiihrt, gehoren die Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-xB sowie Mechanismen zur
Unterdriickung von Zytokinwirkungen (via Suppressor of Cytokine Signaling [SOCS] 3) [80].
Die Entfernung von IL-6 aus dem Kreislauf der Patienten hat also moglicherweise ebenso zu
der beobachteten Wiederherstellung der monozytiren Funktion in der Interventionsgruppe

beigetragen.

Als dritten Faktor zielte die TA-Intervention auf das Anaphylatoxin CbHa ab, da bekannt
ist, dass systemisch messbare C5a-Spiegel mit der klinischen Krankheitsschwere bei Sepsis
korrelieren. Erhohte Spiegel von systemischem Cba reflektieren eine unkontrollierte Kom-
plementaktivierung, ungerichtete Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, eine erhéhte
Vasopermeabilitit, sowie eine Beeintriachtigung des Abbaus mikrobieller Komplementakti-
vatoren [63, 37, 41, 42, 64, 65|. Des Weiteren konnte kiirzlich gezeigt werden, dass Cbha ein
potenter Inhibitor der monozytiren IL-12-Produktion ist und die IL-12-abhéngige Produk-
tion von IFN-y hemmt [49]|. IFN-v ist wesentlich an der endogenen Wiederherstellung der
monozytiren Funktion beteiligt [49]. Die akute septische Kardiomyopathie spielt eine wich-
tige Rolle im Krankheitsbild von Sepsis und MOV [43]. Es konnte gezeigt werden, dass Cba
in vitro wie in vivo myokarddepressiv wirkt und moglicherweise kausal an der septischen
Kardiomyopathie beteiligt ist [45, 46]. Unter der Therapie konnte eine signifikante Redukti-
on der Cha-Spiegel in jeder Sitzung erreicht werden (Abbildung 6). Obwohl im Anschluss an
jede TA-Sitzung ein erneuter Anstieg des CbHa-Spiegels festzustellen war, wurden in keinem
Fall Werte des jeweiligen Vortages erreicht, so dass insgesamt eine signifikante Reduktion von

Cha um 73 Prozent iiber den gesamten Behandlungszeitraum zu verzeichnen war (Tabelle 5,
Abbildung 6).

Die Studienergebnisse implizieren, dass im untersuchten Krankheitsbild offensichtlich mas-
sive Cha-Produktion und Cba-Degradation stattfinden. In Folgestudien kénnte aufgrund des

hohen ,Cha-Umsatzes” eine Erhohung der Behandlungsdosis in Betracht gezogen werden.

Immunmodulatorische Therapien sollten den Nachweis einer immunologischen Wirksamkeit
erbringen. In der vorliegenden Studie war die immunologische Charakterisierung der Studi-
enpatienten daher unabdingbarer Bestandteil des Untersuchungsprotokolls. Um die zellver-
mittelte monozytire Immunitit zu erfassen, wurde die Expression von HLA-DR-Molekiilen
auf CD14+4 Monozyten mittels eines kommerziell erwerblichen, standardisierten, quantitati-
ven durchflusszytometrischen Tests bestimmt [18]. Eine verminderte monozytire HLA-DR-
Expression reflektiert hierbei ein Versagen der zellvermittelten Immunitét [14, 19, 55|. Human
Leukocyte Antigen (HLA)-DR-Molekiile (Major Histocompatibility Complex [MHC| Klasse 11
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5. Diskussion

Molekiile) auf der Zelloberfliche antigenprisentierender Zellen spielen eine wichtige Rolle im
Rahmen der adaptiven Immunantwort. Die MHC Klasse II-vermittelte Antigenprisentation
ist von entscheidender Bedeutung fiir die Einleitung, Aufrechterhaltung und Regulierung
einer adaptiven Immunantwort [17]. Verschiedene Autoren postulieren, dass eine reduzier-
te monozytire HLA-DR-Expression eine beeintrichtigte monozytire Antigenverarbeitung
und -prasentation und eine eingeschrinkte Stimulation adaptiver Immunmechanismen be-
deutet, sowie mit gehduftem Auftreten von sekundéren Infektionen und Letalitit korreliert
[17, 19, 21, 81, 82, 83, 84, 85, 86]. Es konnte gezeigt werden, dass das monozytire HLA-DR
einen unabhangiger Pradiktor im Hinblick auf die Mortalitdt von Patienten mit septischem
Schock darstellt [19, 82]. In der vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass eine Zunah-
me der monozytiren HLA-DR-Expression bei allen Patienten der Interventionsgruppe, nicht
jedoch bei Kontrollpatienten auftrat. Bei allen IA-behandelten Patienten, bei denen initi-
al eine Immunparalyse mit einer monozytiaren HLA-DR-Expression von weniger als 10.000
Molekiilen pro CD14+4 Monozyt bestand, kam es zu einer Konversion der Immunparaly-
se. Zwar erlaubt die Grofe der Studiengruppen keine definitive Aussage in Hinblick auf
die Mortalitiat, jedoch bestéitigen die Beobachtungen der vorliegenden Studie die progno-
serelevante Bedeutung der monozytiren Immunitit bei Patienten mit Sepsis: 71 Prozent
der initial immunparalysierten Patienten in der Interventionsgruppe iiberlebten den Beob-
achtungszeitraum, wihrend 50 Prozent der persistierend immunparalysierten Patienten der
Kontrollgruppe iiberlebten. Die Ergebnisse zeigen, dass die simultane TA von LPS, IL-6 und
Cba bei septischen Patienten einen wesentlichen Mechanismus der zelluliren Immundefizienz
aufhebt. Die Wiederherstellung der zelluliren Immunkompetenz mittels selektiver TA kénnte
somit einen giinstigen Einfluss auf das Uberleben septischer Patienten haben. Dies muss in

einer groferen randomisierten Folgestudie geklirt werden.

Die Erhebung der klinischen Scores nach verschiedenen Punktesystemen dient der Messung
von Krankheitsschwere und des Ausmafes von Organdysfunktion. Das etablierte Acute Phy-
siology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II-Scoresystem wird bei vielen Formen
kritischer Krankheit angewendet, da es an Tag 1 eng mit der Krankenhausmortalitit korre-
liert [11, 63]. Die Erhebung von drei unabhéingigen Punktesystemen erfolgte in der vorliegen-
den Untersuchung, um mogliche Auswirkungen der [A auf die Organfunktion festzustellen.
Neben dem APACHE II-Score wurde der SOFA-Score angewendet [12]. Der MOF-Score wur-
de urspriinglich entworfen, um speziell auf chirurgischen Intensivstationen Organdysfunktion
zu messen [13]. Wéhrend des stationédren Verlaufes aller Patienten war eine Verbesserung der
Werte entsprechender Scoresysteme zu verzeichnen (siehe 4.2.2.3). Gegeniiber der Kontroll-
gruppe zeigte sich jedoch, dass die Abnahme der Scores in der Interventionsgruppe schneller

und nachhaltiger erfolgte.
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Bei der Beurteilung der Ergebnisse miissen bestimmte Einschriankungen der Studie beriick-
sichtigt werden. An erster Stelle ist hier das nicht randomisierte Studiendesign zu nennen.
Dieses ist Sicherheitsiiberlegungen geschuldet, da bei allen TA-Behandlungen eine speziell
ausgebildete, examinierte Dialyse-Fachpflegekraft anwesend zu sein hatte. Die Zuordnung
zu den Studiengruppen erfolgte jedoch zufillig und war unabhingig von Zeitpunkt bzw.
Wochentag. Da bei den Patienten des Kontrollkollektivs keine unspezifische Immunadsorp-
tionsbehandlung (sogenanntes , sham treatment“) durchgefiihrt wurde, besteht theoretisch
die Moglichkeit, dass beobachtete Effekte durch die extrakorporale Zirkulation und Plasma-
separation an sich verursacht sind. Weiterhin bleibt ein theoretisch moglicher Einfluss von
Volumentherapie und Therapie mit Blutprodukten (Verdiinnung/Substitution) unklar. Dies

sind Limitationen der vorliegenden Untersuchung.

Weiterhin konnte auch die Einfiihrung eines neuen Therapieverfahrens im Rahmen einer
Studie im Sinne eines Hawthorne-Effekts zu einer verbesserten Behandlungsqualitiat bei den
Patienten der Interventionsgruppe gefiihrt haben. Obwohl eine derartige Beeinflussung der
Studienergebnisse nicht ausgeschlossen werden kann, scheint dies nicht fiir die zu beobach-

tenden Effekte der extrakorporalen Therapie verantwortlich.

Alle beobachteten Parameter - mit Ausnahme der klinischen Scores - wurden verblindet erho-
ben. Die Behandlung aller Patienten erfolgte geméf den aktuellen international anerkannten
Behandlungsleitlinien. Alle Patienten erhielten die gleiche zugrunde liegende supportive In-

tensivtherapie.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die erste Studie, die zeigt, dass die gleichzei-
tige, selektive Reduktion von zirkulierendem Endotoxin, IL-6 und Cbha durch ein extrakor-
porales Verfahren bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock den Verlauf der
monozytiren Deaktivierung giinstig beeinflusst [61]. Weiterhin war eine Verbesserung von
Organfunktion, gemessen an drei klinischen Scores, zu beobachten [61|. Wichtig erscheint,
dass aufgrund der Limitationen der Untersuchung die Frage offen bleibt, ob die Interven-
tion die Uberlebensraten von septischen Patienten verbessert. Die Ergebnisse dieser friihen

Pilotstudie bediirfen somit der Verifizierung durch eine gréfere randomisierte Folgestudie.
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Bei schwerer Sepsis und septischem Schock 16sen Endotoxin (Lipopolysaccharide - LPS), In-
terleukin (IL)-6 und Komplementfaktor Cha inflammatorische Reaktionskaskaden aus, deren
Aktivierung zum Versagen der monozytaren Immunitét fiihrt (Immunparalyse). Dies geht
in vielen Fillen mit nicht kontrollierbarer Infektion, chronifiziertem Multiorganversagen und
einem letalem Ausgang einher. Die vorliegende Arbeit untersucht, ob durch simultane se-
lektive extrakorporale Immunadsorption (IA) von LPS, IL-6 und C5a eine Reduktion der
Mediatoren bei septischen Patienten erreicht werden kann, und ob hierdurch der Verlauf der
monozytiaren Deaktivierung giinstig beeinflusst und des Weiteren Organfunktion verbessert
werden kann (Schefold et al., Shock, 2007 [61]).

In einer prospektiven, kontrollierten Pilotstudie mit verblindeter Endpunktanalyse wurden
33 Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock eingeschlossen. Zusétzlich zu leit-
liniengetreuer supportiver intensivimedizinischer Sepsistherapie erhielten 11 Patienten (Al-
ter 57,8 + 2,2 Jahre, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation |[APACHE]| II-Score
23,7 £ 1,6) an fiinf aufeinander folgenden Tagen 7,5 Stunden pro Tag extrakorporale, plas-
mabasierte, simultane TA von LPS, IL-6 und Cba. In der Kontrollgruppe wurden bei 22
kontemporiren Patienten (Alter 58,0 + 2,6 Jahre, APACHE II-Score 24,8 + 1,2) prognos-
tisch relevante Parameter verfolgt. Als Beobachtungsendpunkte wurden die monozytire Im-
munitdt (monozytire HLA-DR-Expression), die Serumspiegel der Zielantigene und anderer

Inflammationsparameter, sowie der Verlauf klinischer Scoresysteme herangezogen.

Bei Studieneinschluss bestand kein Unterschied zwischen den Studiengruppen. Unter IA wur-
de der durchschnittliche TL-6-Spiegel von 361,7 + 116,0 pg/ml auf 38,2 + 15,2 pg/ml (p —
0,02) und der Cha-Spiegel von 297,6 + 43,1 ng/ml auf 79,2 + 14,5 ng/ml (p < 0,001) redu-
ziert. Zwei Marker fiir Endotoxindmie (PCT und LBP) wurden ebenfalls signifikant reduziert.
IA-behandelte Patienten wiesen ein niedrigeres C-reaktives Protein (CRP), sowie niedrigere
APACHE II-Scores an Studientag 7 auf als Patienten der Kontrollgruppe (p = 0,004 bzw. p
= 0,0001). Die monozytire HLA-DR-Expression verbesserte sich in der Interventionsgruppe,
jedoch nicht in der Kontrollgruppe (p < 0,0001). Unter IA wurde bei allen Patienten mit
initialer Immunparalyse die monozytire HLA-DR-Expression wiederhergestellt (von 4993,6
+ 1162 Molekiilen pro Zelle auf 15.295,3 + 2197 Molekiile pro Zelle, p = 0,002).

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie erstmalig, dass die gleichzeitige, selektive Eli-
mination von LPS, IL-6 und Cba bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock
den Verlauf der monozytiaren Immunitat giinstig beeinflusst. Die Wiederherstellung der mo-

nozytiren Funktion geht mit einer Verbesserung von Organfunktion, gemessen an klinischen
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6. Zusammenfassung

Scores, einher. Selektive extrakorporale IA kénnte einen vielversprechenden neuen Therapie-
ansatz in der Behandlung septischer Patienten darstellen. Dies trifft offenbar insbesondere
fiir Patienten mit Immunparalyse zu. In einer groferen Folgestudie muss nun gepriift wer-
den, ob eine solche selektive Immuntherapie zu verbesserten Uberlebenszahlen septischer
Patienten fiihrt.
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