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1 Einleitung

1.1 Die Sepsis

1.1.1 Definition

Die Sepsis unterlag in den letzten Jahrhunderten verschiedenen Variationen
der Begriffsdefinition. Bereits Hippokrates nahm ca. 400 v. Chr. die erste

Beschreibung einer Infektion vor.

Eine erste infektiologisch- klinische Definition erfolgte 1914 von Schottmdller:
,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet
hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf
gelangen, und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldost werden® (1). Er beschrieb damit erstmals
die Bedeutung eines Infektionsherdes als grundlegenden Bestandteil der

Sepsis.

Ein stetiger Wandel in Medizin und Forschung fuhrten zu allumfassenderen
Definitionen der Sepsis. Seit der Einfuhrung der ersten internationalen
Sepsisdefinition 1992, heute als Sepsis-1 bezeichnet, unterschied man
zwischen Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock. Das
Vorhandensein von 2 der 4 SIRS-Kriterien und ein Infektionsverdacht war

ausschlaggebend fur die Schweregradeinteilung (2).

Fir die Anwendung in der klinischen Praxis und fir die Durchfihrung
vergleichbarer klinischer Studien wurde 2001 durch eine Konsensuskonferenz
diese Klassifikation um eine Liste mit Laborparametern und Symptomen
erweitert. Demnach bestand eine Sepsis bei Vorliegen von mindestens 2 der 4
SIRS-Kriterien (siehe Kapitel 2.1.1) aufgrund einer vermuteten oder
bewiesenen Infektion. Eine schwere Sepsis lag bei einer Sepsis mit
Organdysfunktion vor und ein septischer Schock bei Sepsis mit

1



volumenrefraktarem kardiovaskularem Versagen. Diese Definition wird heute
als Sepsis-2 bezeichnet. Die vorliegende Studie wurde durchgefihrt als diese
noch galt (3). (siehe Kapitel 2.1.1)

Die aktuell vorliegende Definition von 2016, als Sepsis-3 bezeichnet, ist die
erste empirische, datenbasierte und somit evidenzgetriebene Beschreibung der
Sepsis. Demnach wird die Sepsis als Organdysfunktion bei vermuteter oder
bewiesener Infektion definiert. Ein septischer Schock liegt bei
infusionsrefraktarem kardiovaskularem Versagen und einem Laktat >2mmol/l
als Zeichen der schweren zellularen/metabolischen Stérung bei Sepsis vor.
Nach dieser Definition geht jede Sepsis mit einer Organdysfunktion einher,
sodass der Begriff schwere Sepsis keine Verwendung mehr findet. Der
Wirtsantwort und der Veranderung von zellularen Metabolismen wird mit dieser

Definition eine wesentliche Bedeutung beigemessen (4).

1.1.2 Inzidenz und Epidemiologie

Die Sepsis in ihren unterschiedlichen Auspragungen ist eines der haufigsten
Ursachen fur Morbiditat und Letalitadt im Krankenhaus weltweit. In Deutschland
erkranken pro Jahr 150 000 Menschen an einer Sepsis, davon ca. 50% an einer
schweren oder einem septischen Schock (5). In Krankenhausern der
Maximalversorgung liegt die Inzidenz bei 1,3-7.9%, wobei auf chirurgischen

Intensivstationen die Haufigkeit am hochsten ausfallt (6).

Trotz grol3er medizinischer Fortschritte, moderner Technik und medikamentoser
Behandlungsmethoden ist die Letalitat mit 54%- 60% bei Patienten mit einem
septischen Schock in Deutschland weiterhin sehr hoch (7,8). Die schwere
Sepsis und der septische Schock sind die Haupttodesursache auf
Intensivstationen (9).

Des Weiteren fuhren der hohe therapeutische Aufwand, die diagnostischen
Malnahmen und die lange Liegedauer auf der Intensivstation zu hohen

Therapiekosten von durchschnittlich 23 000 Euro pro Patient (10). Daraus



resultieren 19- 42 % der Gesamtkosten einer deutschen Intensivstation, mit
etwa 1-2 Milliarden Euro jahrlich (11).

1.1.3 Endotoxin

Einer der wesentlichen Ausloser einer Sepsis ist das Endotoxin. Es befindet
sich der altgriechischen Bezeichnung ,endo“ nach innerhalb eines Erregers. Es
ist hitzeresistent und wird erst nach dem Absterben von Bakterien freigesetzt
(12,13). Alle gramnegativen Bakterien weisen es als gemeinsamen Bestandteil
der Zellhtlle auf (14,15). Die Bakterienhulle besteht innen aus einer
Zytoplasmamembran, die aus zwei Phospholipidschichten aufgebaut ist. Nach
aulBen folgt der sogenannte periplasmatische Raum mit darauf liegender

Mureinschicht.

Dieser Schicht ist eine aullere Membran aufgelagert. Hinsichtlich ihrer
Lipidmatrix ist sie im Gegensatz zur Zytoplasmamembran asymmetrisch
aufgebaut. Die innere Halfte ihrer Doppelschicht ist analog zur
Zytoplasmamembran aus Phospholipiden aufgebaut. In der aufleren Halfte
liegen Lipopolysaccharide (LPS) als typischer Bestandteil (16,17). Die
Bezeichnung Endotoxin wird synonym verwendet. Weil es an zahlreichen
physiologischen Membranfunktionen beteiligt ist, ist es essentiell fir das

Wachstum und Uberleben von Bakterien (18).

Der Lipidanteil, das Lipid- A, ist die toxische Komponente des Endotoxins (19).
Der Polysaccharidanteil wird in eine Kernregion (,core“) und in eine spezifische
O- Kette unterteilt (Abbildung 1) Das Lipid- A und ein Teil der Kernregion sind
konserviert. Die O- spezifische Kette ist hochgradig variabel und differiert
zwischen den verschiedenen bakteriellen Serotypen. Sie dient als Rezeptor fur
Bakteriophagen und moduliert die Komplementaktivierung (18). (Abbildung 1)



Polysaccharid | Pnospholipid
o-spezifische Kette R | Kemregion RIl | LipidA Rl

$.88.88.8

LT PR — | |
LT N e gulBarar Kerm

Abbildung 1 duBere Membran eines Endotoxinmolekiils (20)

Das LPS stellt ein Pathogen- assoziiertes molekulares Muster (pathogen-
associated molecular pattern, PAMP) dar. Es wird im Organismus von Zellen
des angeborenen Immunsystems erkannt und signalisiert auf diesem Weg die

Anwesenheit pathogener Mikroorganismen.

1.1.4 Pathophysiologie

Das klinische Bild der Sepsis wird durch das Anfachen einer Mediatorkaskade
Uber unterschiedliche Stimuli hervorgerufen (Abbildung 2). Zu diesen
Stimulanzien zahlen verschiedenste Mikroorganismen, wie Viren, Pilze,
Bakterien und deren Toxine. Mit 55% der Falle sind gram-negative Erreger die
haufigste Ursache (21). Diese weisen als Gemeinsamkeit das

Lipopolysaccharid in ihrer Membran auf. (siehe 1.1.3)

Dringt ein gramnegatives Bakterium in den Organismus ein, interagiert LPS mit
einer Reihe humoraler und zellularer Komponenten des Wirtes. Es bindet sich
an verschiedene Serumproteine, die entweder als Transporter, als Vermittler
der endotoxischen Aktivitdt oder als neutralisierendes Potential in der
Zirkulation dienen. Endotoxin wird in der Zirkulation mit hoher Affinitat von

einem Lipopolysaccharid- bindenden Protein (LBP) gebunden (18).
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Die entstandenen LPS- LBP- Komplexe binden wiederum an membranstandige
CD14 Rezeptoren auf Makrophagen oder Monozyten (19). Diese fuhren Uber
den transmembranaren Toll- like- Rezeptor 4 (TLR4) zu einer intrazellularen
Signaltransduktion. Am Ende der Transduktion steht der Nukleare Faktor
(nuclear factor, NF)-kB. Durch die Aktivierung dieses Faktors kommt es
vermehrt zur Transkription von Zytokinen und Interleukinen (22). Dazu zahlen
vor allem Interleukin- (IL-) 1B, IL-6, IL-8 und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)
(23).

Die Abfolge von Signaltransduktion, Zellaktivierung und Mediatorenfreisetzung
fuhrt zu einer systemischen Immunantwort mit UberschielRender Stimulation der
humoralen Immunantwort, des Komplementsystems, des Kallikrein-Kinin-
Systems und des Gerinnungssystems. Darauf folgen eine Vielzahl von
Reaktionen: Produktion reaktiver O2- Verbindungen, Elastasefreisetzung,
Sekretion von Lipidmediatoren (Prostanoide, Leukotriene,
Plattchenaktivierender Faktor (platelet aktivating Faktor, PAF)), Expression von
Adhasionsmolekulen auf Endothelzellen und Granulozyten, sowie Freisetzung

vasoaktiver Mediatoren.
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LBP —» LBP-LPS

CD 14 —» sCD 14
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Zytokine
TNF-a; IL-1; IL- 6
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Komplement- Gerinnungs-
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C3a, C5a PAF  Thrombin, Plasmin
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Eicosanoide, O,-Radikale Proteasen, vasoaktive Mediatoren,
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Abbildung 2 Sepsiskaskade_ pliattchenaktivierender Faktor (PAF), Stickoxid (NO), Thromboxan (TX),
Prostaglandine (PG), Lipopolysaccharide (LPS), Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP-LPS),
I6slicher Endotoxinrezeptor (sCD14) modifiziert nach (24)

Das Zusammenspiel der komplexen Systeme fuhrt zunachst zu einer sinnvollen
Abwehrreaktion des Koérpers auf den eingedrungenen pathogenen Erreger und
dem Versuch der Elimination. Das Geschehen resultiert wiederum in einer

unkontrollierten und uberschiel3enden Entzindungsreaktion,  wenn



kompensatorische Mechanismen versagen. Es besteht dann die Gefahr einer
autodestruktiven Schadigung des Organismus mit der Ausbildung eines

septischen Schocks bis hin zum Multiorganversagen.

1.1.5 Blutgerinnung in der Sepsis

Das Blutgerinnungssystem des menschlichen Organismus umfasst das
thrombozytare und das plasmatische Gerinnungssystem, das Fibrinolysesystem
und das GefalRendothel. Die komplexen Reaktionen fuhren zur Blutstillung bei
Verletzungen und gleichzeitig auch zur Verhinderung von Thrombosen. Im
physiologischen Bereich besteht zwischen prokoagulatorischer und

antikoagulatorischer Hamostasereaktion eine Balance.

In der Sepsis bestehen komplexe Interaktionen zwischen inflammatorischen
Prozessen und dem Gerinnungssystem (25). Die Aktivierung von Monozyten
und Makrophagen durch LPS fuhrt u.a. Uber die Ausschuttung von TNF-a und
IL-1 zur Freisetzung verschiedenster Zytokine (siehe 1.1.4) und gleichzeitig
auch zur Produktion von Gewebsthromboplastin (tissue factor, TF),
Plasminogenaktivator und dessen Inhibitor (plasminogen activator inhibitor,
PAIl) (18,26). TNF-a aktiviert zudem die Freisetzung des prokoagulatorisch
wirksamen TF auf der Endothelzelloberflache und auch die Schadigung des
Endothels im Zuge des inflammatorischen Prozesses geht mit einer Stérung der
Blutgerinnung einher (26,27). TF fuhrt zu einer Aktivierung der
Gerinnungskaskade mit der Bildung von Fibringerinnsel und der Aktivierung von
Thrombozyten. Der Organismus befindet sich im prokoagulatorischen Status.
Um die physiologische Balance anzustreben misste mit einer

antikoagulatorischen Reaktion gegengesteuert werden.

Einige Stunden nach der TNF-a Stimulation produzieren die Endothelzellen,
genau wie die Monozyten, PAI, der den Plasminogenaktivator neutralisiert und
somit einen der wichtigsten Inhibitor der Fibrinolyse darstellt (28). Im Rahmen
einer Sepsis kommt es durch die Gerinnungsaktivierung und gleichzeitige
Hemmung der Fibrinolyse zu thrombotisch bedingten Perfusionsstérungen in
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der Mikrozirkulation, mit konsekutiver Organdysfunktion (29). Ein balancierter
Ausgleich zwischen Koagulation und Antikoagulation erfolgt im Rahmen einer
Sepsis nicht mehr adaquat. Durch die verstarkte Gerinnung kommt es bei
weiterem  Fortschreiten der Sepsis zu einem  Verbrauch der
Gerinnungsfaktoren, der in einer Blutungsneigung aufgrund einer
disseminierten  intravasalen = Gerinnung  (Disseminated Intravascular
Coagulation, DIC) resultieren und ebenfalls ein Multiorganversagen zur Folge
haben kann (30).

Im Rahmen einer Entzindungsreaktion kommt es durch das verzweigte
Zusammenwirken verschiedenster Mediatoren untrennbar zu Sepsis
assoziierten Veranderungen im Gerinnungssystem mit unterschiedlich

schweren Auspragungen.

1.2 Immunologische Grundlagen

1.2.1 Angeborene und erworbene Immunitat

Dem menschlichen Organismus stehen fur die Immunreaktion gegen
Krankheitserreger zwei wesentliche Systeme zur Verfigung. Das eine System,
die angeborene Immunitat, ist fir eine zeithahe Abwehrreaktion zustandig und
richtet sich unspezifisch gegen alle eindringende Pathogene. Sie agiert auf
zellularer Ebene mit Phagozyten, Makrophagen und naturlichen Killerzellen, die
mit Rezeptoren auf ihrer Oberflache (z.B. CD4-Rezeptor, Toll-like-Rezeptoren)
ein breites Spektrum an Mikroorganismen binden und anschlie}end
phagozytieren und lysieren. Die Unterscheidung zwischen korperfremden und
korpereigenen Zellen erfolgt Uber Mustererkennungsrezeptoren (pathogen
associates molekular patterns, PAMPS). Auf humoraler Ebene agiert es in der

Akuten-Phase-Reaktion mit der Sezernierung Akuter- Phase-Proteine.

Dazu zahlen die l6slichen Proteine des Komplementsystems, die kaskadenartig

aktiviert werden und zur Opsonisierung von Mikroorganismen und Bildung eines



Membranangriffkomplexes fuhren. Durch Zytolyse werden die Mikroorganismen
auf diesem Weg direkt zerstort. Des Weiteren werden proinflammatorische
Zytokine ausgeschuttet die vielfaltig bei der Antwort gegen pathogene Keime
beteiligt sind. Das Akute-Phase-Protein CRP (c-reaktives Protein) gehdrt zur
Gruppe der Opsonine und kann Bakterien binden und das Komplementsystem
ebenfalls aktivieren. Zudem fuhrt die Ausschuttung von Prakallikrein als Effektor
des Kallikrein-Kinin-Systems zur Vasodilatation und Permeabilitatssteigerung
der Gefalie (31-33)

Das andere System, die erworbene Immunitat, bei der die Krankheitserreger
mittels Rezeptoren erkannt und eine spezifische Abwehrreaktion gegen diese
eingeleitet wird. Dabei spielen B- und T-Zellen eine zentrale Rolle. Eine klonale
Expansion fuhrt zu einer spezifischen Erkennung und Abwehr von Antigenen.
Dieses Vorgehen geht mit einem deutlich langeren zeitlichen Ablauf einher,
ermaoglicht jedoch die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses mit
dem eine schnellere Immunantwort bei erneuter Infektion mit demselben

Erreger moglich ist (31,32).

Die Mechanismen beider Systeme sind nicht streng voneinander zu trennen, da
sie eng miteinander verknupft sind und sich gegenseitig beeinflussen.

1.2.2 Aufbau und Klassen der Immunglobuline

Bei der adaptiven Immunreaktion des Organismus konnen sich B-Zellen zu
Plasmazellen differenzieren und l6sliche Immunglobuline (Antikorper) in grof3en
Mengen sezernieren. Die Immunglobuline sind Mukoproteine, die sich bei der
Elektrophorese in der Fraktion der Gamma-Globuline finden (33,34). Sie
besitzen zwei Funktionen: sie erkennen Antigene mit sehr hoher Spezifitat und
Affinitat und 16sen immunologische Effektormechanismen aus (33).

Die Immunglobuline sind grofRe Y-férmige Proteine (Abbildung 3). Sie bestehen
aus zwei molekular identischen schweren (H-Ketten) und zwei leichten (L-

Ketten) Polypeptidketten, die zusammen ein achsensymmetrisches



Heterotetramer bilden. Die Ketten sind durch Disulfidbriicken kovalent

miteinander verbunden (33).

Disulfidbriicken
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Abbildung 3 Struktur eines Antikérpers am Beispiel von IgG; H = schwere Ig-Kette; L = leichte Ig-
Kette; V = variable Doméane; C = konstante Doméne; Fab = fragment of antigen binding; Fc =
constant fragment (33)

Die Immunglobulinketten werden in verschiedene Domanen unterteilt. Beide,
die H- und die L-Ketten, werden in Domanen der konstanten Region
(bezeichnet als Ch und CL) und Doméanen der variablen Region (bezeichnet als
Vh und VL) unterteilt. Die Aminosauresequenz der konstanten Region ist bei
allen Antikorpermolekilen einer Klasse ahnlich, dagegen variiert die Sequenz
der variablen Region, je nachdem gegen welches Epitop der jeweilige
Antikorper gerichtet ist. Die leichten Ig-Ketten bestehen aus jeweils einer der
Doméanen und die schweren Ig-Ketten bestehen aus einer variablen und drei

oder vier konstanten Domanen (33,34).

Die 5 Klassen der Immunglobuline, 1gG, IgM, IgA, IgE, IgD, werden durch die H-
Ketten charakterisiert. Eine spezifische Aminosauresequenz, die als Isotyp
bezeichnet wird, unterscheidet die H-Ketten voneinander. Sie werden mit den
griechischen Buchstaben Alpha (a), Gamma (y), My (u), Epsilon (¢) und Delta

(8) bezeichnet. Die Einordnung als Immunglobuline, erfolgt Uber die
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Gemeinsamkeit einer Aminosauresequenz auf den L-Ketten. Zudem verfugen
die L-Ketten auch Uber zwei isotypische Varianten, die mit Kappa (k) und
Lambda (A) bezeichnet werden (33,34).

1.2.3 Immunglobulinklasse M

Das Immunglobulin M befindet sich als B-Zellrezeptor auf der Oberflache von
allen naiven B-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten. Es ist das
Immunglobulin, das bei einer Primarantwort gegen ein Antigen als erstes
sezerniert wird. Fur die IgM-Antwort besteht kein immunologisches Gedachtnis,
daher ist ein plétzlicher IgM-Titer-Anstieg ein Hinweis auf eine kirzlich
durchgemachte Erstinfektion (33,35).

Dem IgM ist es moglich ein Polymer zu bilden (Abbildung 4). Es kommt im
Plasma als Pentamer oder als Hexamer vor. Dabei sind die p-Ketten von funf
oder sechs identischen IgM-Monomeren durch eine J-Kette miteinander
verbunden. Der Antikdrper weist eine Molekilmasse von etwa 1000 kDa auf
und verlasst die Blutbahn kaum (33,35).

v A R'H
c || CHl
Cji2
Cid
Cppt

Igh

Abbildung 4 Struktur Immunglobulin M; Fiinf oder Sechs IgM-Monomere werden durch eine
J-Kette zu einem Pentamer oder Hexamer verbunden. V = variable Doméne; C = konstante Domane;
H = schwere Ig-Kette; L = leichte Ig-Kette (33)
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Das IgM-Molekul verfugt uber 10-12 identische Bindungsstellen und kann
Antigene mit vielen gleichartigen umschriebenen Molekullabschnitten, wie zum
Beispiel Polysaccharide, mit einer hohen Bindungsstarke binden. Die
Aktivierung eines einzigen IgM-Molekils genugt fur die Auslésung der
Komplementaktivierung. Ist die Kaskade in Gang gesetzt, werden
Komplementfaktoren freigesetzt die mit Komplementrezeptoren, zum Beispiel
auf Makrophagen, interagieren. Das gebundene Antigen wird von diesen

phagozytiert (33).

1.3 Stand der Forschung und Fragestellung

Das Endotoxin wird physiologisch im menschlichen Koérper durch IgM
neutralisiert. Das Praparat Pentaglobin®, mit IgM-angereichertem intravenésem
Immunglobulin (IgM-1VIg), ist zugelassen fur die Behandlung von schweren
bakteriellen Infektionen, begleitend zu einer antibiotischen Therapie. Eine der
Hauptwirkungen des IgM-IVIg ist die Neutralisation von Endotoxinen im Blut.
Dies ist insbesondere dem Gehalt an Immunglobulin M zuzuschreiben (36). Die
IgM-1VIg vermittelte Neutralisation der Endotoxinkonzentration wurde in einem
ex vivo Experiment und einer klinisch randomisiert-kontrollierten Studie
nachgewiesen (37,38). Der Effekt der Neutralisation durch Immunglobulin M
wurde mit dem Limulus-Amoebocyten-Lysat-Test (LAL-Test) untersucht (39).
Eine neue Methode zur Endotoxinmessung, der Endotoxin-Activity-Assay
(EAA), kam diesbezuglich noch nicht zur Anwendung. Es hat sich gezeigt, dass

der EAA praziser und weniger storanfallig ist als der LAL- Test (40).

Patienten mit einer Sepsis weisen haufig ein Ungleichgewicht zwischen dem
pro- und antikoagulatorischen System auf, welches in einer disseminierten
intravasalen Gerinnung (DIC) resultieren kann (41,42). Die
Gerinnungsparameter, wie die international normalized ratio (INR), die aktivierte
partielle Thromboplastinzeit (aPTT), die Thrombozytenanzahl und die
Fibrinogenkonzentration, sind wahrend einer systemischen Entzindung und
Infektion beeinflusst (43—45).

12



Aulerdem sind viskoelastische und aggregometrische Parameter verandert.
Die Anwesenheit von Endotoxin in vitro und in vivo kann ROTEM® Messwerte
zu einem prokoagulatorischen Status hin verandern, beispielsweise eine
reduzierte Gerinnungszeit (clotting time, CT) (46,47). Weiterhin wurde ein
Zusammenhang zwischen der Endotoxinaktivitat und den funktionellen
Gerinnungsparametern, wie Gerinnungszeit (clotting time, CT) und

Gerinnselbildungszeit (clot formation time, CFT), gezeigt (48).

Mit diesen Aspekten und in vorherigen Studien dargestellten Sachverhalten
ergab sich fur die vorliegende Studie die Hypothese, dass bei Patienten mit
schwerer Sepsis oder septischen Schock eine Senkung der Endotoxinaktivitat

unter IgM-IVIg-Therapie zu erwarten ist.

Durch den engen Zusammenhang zwischen der Endotoxinaktivitdt und den
Veranderungen des Gerinnungssystems stellte sich eine zweite Frage:
Beeinflusst eine potentielle Verminderung der Endotoxinaktivitat nach IgM-I1VIg-

Therapie viskoelastische und aggregometrische Gerinnungsparameter?

2 Material und Methodik

2.1 Studienprotokoll

Diese prospektive, kontrollierte, Vorher-Nachher-Kohorten-Studie wurde an der
Universitatsklinik Frankfurt am Main durchgeflhrt. Es handelt sich um eine

nicht-interventionelle klinische Beobachtungsstudie.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Johann Wolfgang von
Goethe Universitat (Theodor-Stern-Kai 7, 60590 Frankfurt am Main) nach den
Vorgaben der Deklaration von Helsinki genehmigt und mit der Referenznummer
122/2 am 16 April 2012 abgelegt.

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte von Januar bis Juni 2013 auf der

anasthesiologisch-operativen Intensivstation der Universitatsklinik.

13



Alle Patienten auf der Intensivstation wurden taglich zwischen 06:30 Uhr und
07:30 Uhr durch einen Studienarzt untersucht und auf das Vorliegen einer

schweren Sepsis oder eines septischen Schocks hin Uberpruft.

2.1.1 Sepsis Kriterien

Fir die klinische Einstufung eines systemischen inflammatorischen Response-
Syndrom (SIRS), einer Sepsis, einer schweren Sepsis und eines septischen
Schockes wurden in dieser Studie die Konsensuskriterien des American
College of Chest Physicians/ Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM),
entsprechend den Richtlinien der Surviving Sepsis Campaign und die Leitlinien
der Deutschen Sepsis Gesellschaft verwendet (2,3,49,50). Diese
Sepsisklassifizierung wird aktuell als Sepsis-2 bezeichnet. In Tabelle 1 sind die
entsprechenden Klassifikationskriterien aufgefuhrt.
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Tabelle 1 Kriterien fiir klinische Sepsisklassifizierung, modifiziert nach (50)

l. Sepsis
Vermutete oder gesicherte Infektion plus mindestens 2 der folgenden Zeichen fir ein
systemisches inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS):

o Fieber (=238°C) oder Hypothermie (<36°C)

e Tachykardie: Herzfrequenz =90/min

e Tachypnoe (Frequenz 2>20/min) oder Hyperventilation (PaCO., <

33mmHg)
e Leukozytose (>12000/mm?) oder Leukopenie (<4000/mm?3)

Il. Schwere Sepsis
Sepsis plus eines der folgenden Zeichen fir Organdysfunktion
e absolute Thrombozytopenie von <100/nl
e renale Dysfunktion: Diurese von <840ml/24h oder Anstieg des
Serumkreatinins 22,4mg/dl (Manner) bzw. 22,0mg/dl (Frauen)
e metabolische Azidose: Base Excess <bmmol/l oder eine
Laktatkonzentration 227mg/dlI
e akute Enzephalopathie mit einem GCS <10 Punkte
o arterielle Hypoxamie: PaO., <75mmHg unter Raumluft oder ein
PaO./FiO2-Verhaltnis von <250mmHg unter Sauerstoffapplikation.
Eine manifeste Herz- oder Lungenerkrankung muss als Ursache der

Hypoxamie ausgeschlossen sein.

lll. Septischer Schock
Sepsis plus eines der folgenden Zeichen fir eine Hypotension, nach Ausschluss einer
Hypovolamie
o systolischer arterieller Blutdruck von <90mmHg oder mittlerer arterieller
Druck von <65mmHg
o notwendiger Einsatz eines Katecholamins bzw. Vasopressin, um einen

mittleren arteriellen Druck von 65mmHg aufrecht zu erhalten
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2.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Ein Einschluss in die Studie erfolgte ab einem Alter von 18 Jahren. Beide

Geschlechter wurden in die Studie eingeschlossen.

Zu den Ausschlusskriterien zahlten: Schwangerschaft, eine andere
antikoagulatorische Therapie auRer Heparin, angeborene Koagulopathien oder

Thrombophilie.

2.2 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 30 konsekutive Patienten in die Studie aufgenommen, die
die Kriterien flr schwere Sepsis oder septischen Schock erflllten. Sie wurden
aufgrund von Traumata, grofden chirurgischen Eingriffen und postoperativen
Komplikationen auf der Intensivstation behandelt.

Wahrend der Durchfuhrung der Studie erfolgte die Implementierung einer
neuen SOP (Standard Operating Procedure) fur die Behandlung von Patienten
mit schwerer Sepsis/septischer Schock, in der die Anwendung von IgM-I1Vig
(Pentaglobin®, Biotest, Dreieich, Germany) in die Behandlung integriert wurde.
Aus dieser Zasur resultierte die Bildung von zwei Patientengruppen. Die erste
Gruppe von 15 Patienten bildete die Kontrollgruppe (vorher), die zweite Gruppe

von 15 Patienten die IgM-IVIg-Gruppe (nachher).

Es erfolgte eine ausfuhrliche Aufklarung der Patienten Uber Inhalt und Ablauf
der Studie, wenn es ihre klinische Situation zulie. Wenn dies nicht erfolgen
konnte, wurden die nachsten Angehdrigen oder ihre gesetzlich benannten
Betreuer aufgeklart, welche im Sinne des mutmallichen Willens des Patienten

die Einverstandniserklarung unterzeichneten.
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2.3 Datenerfassung

Die Daten der Studienpatienten wurden aus den Papierkrankenakten und dem
Patienten Daten-Management-System (iMDsoft, Tel Aviv, Israel) erhoben.
Zunachst erfolgte die Dokumentation schriftlich auf den Datenblattern, die im
Anhang beigefugt sind.

Mit Microsoft® Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA) wurde dann die
Studiendatenbank  programmiert und die Daten Ubertragen. Die
Beobachtungsdaten umfassten demografische Daten wie Alter, Grofde,

Geschlecht und Gewicht der Patienten.

Des Weiteren erfolgten Aufzeichnungen uber Vitalfunktionen, Laborparameter,
Beatmungsparameter, antibiotische und hamodynamische Therapien, Art und
Dosierung von prophylaktischen und therapeutischen Antikoagulanzien, die
Notwendigkeit fur Substitutionen von Gerinnungsfaktoren oder anderer
hamostatischer Therapie. Die APACHE II, SAPS Il und SOFA Score wurden

aus den dokumentierten Parametern ermittelt.

2.4 Messzeitpunkte und Probengewinnung

Der Beobachtungszeitraum der Patienten umfasste vier Tage nach

Studieneinschluss.

Die Analysen der Routinelaborparameter wie Blutbild, Leukozyten (Gerat XN
1000, Sysmex, Norderstedt, Deutschland), Kreatinin, Leberenzyme, PCT, CRP,
IL-6 (Gerat Cobas 8000, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland),
INR, aPTT, Quick, Thrombozytenanzahl, Fibrinogenkonzentration (ACL Top
700, IL/Werfen Company, Munchen, Deutschland), LBP (Immulite 2000,
Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn, Deutschland) und der
Mikrobiologie erfolgten zweimal taglich um 04:00 Uhr und um 16:00 Uhr durch
das Zentrallabor des Universitatsklinikums Frankfurt nach allgemein Ublichen
Standards.
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Die Blutentnahmen fur die EAA®, ROTEM® und Multiplate® Analysen erfolgten
an vier aufeinander folgenden Tagen jeweils um 08:00 Uhr, 14:00Uhr und um
20:00 Uhr. Daraus ergaben sich zwdlf Abnahmezeitpunkte pro Patient

zusatzlich zu den Routinelaboruntersuchungen (Abbildung 5).

schwere Sepsis

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

6 & o 6 & 0 6 & o 6 & o

15 Patienten

Einflhrung in die SOP

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
S = =

[5 mi/kgKG] [5 mikgKG]

6 & O & & 0 6 & o 6 & o

15 Patienten

Abbildung 5 Beobachtungszeitraum und Probengewinnung

Alle Blutentnahmen erfolgten unter den hygienischen Standards der Kilinik.
Nach  grindlicher = Handedesinfektion und dem  Anziehen  von
Einmalhandschuhen erfolgte die Desinfektion des Dreiwegehahns am
vorhandenen arteriellen Zugang. Zunachst wurden 2ml Blut mit einer Spritze
(Einmalspritze, 2ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
entnommen und verworfen, bevor die Vollblutproben fir die jeweiligen

Testverfahren enthommen wurden.

Es wurden den Patienten jeweils ein EDTA-Rohrchen (S-Monovette®, 2,7ml,
SARSTEDT NUmbrecht, Deutschland) zur Durchfuhrung der EAA®-Analyse,
ein Zitrat-Gerinnungsrohrchen (S-Monovette®,3 ml, SARSTEDT Numbrecht,
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Deutschland) zur DurchfiUhrung der ROTEM®-Analyse sowie ein Heparin-
Rohrchen (PICO 50 Radiometer, 2ml, Radiometer Medical ApS, Brenshgj,
Danemark) zur Durchfihrung der Multiplate®-Analyse abgenommen. Die Tests
wurden im Laborraum der Intensivstation unter gleichbleibenden Bedingungen

durchgefuhrt und innerhalb einer Stunde nach Entnahme gestartet.

2.5 Labormethoden und Gerate

2.5.1 EAA®

2.5.1.1 Testprinzip des EAA®

Der Endotoxin Activity Assay® (EAA®) ist ein in-vitro-diagnostisches
Schnelltestkit, das mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper die
Endotoxinaktivitat in EDTA-antikoaguliertem Vollblutproben misst (51). Es ist als
Point-of-Care-Test durchfihrbar und bendtigt im Vergleich zum friher
angewendeten Testverfahren LAL weniger als 30 Minuten (>2h beim LAL-Test)
(40).

Das Testprinzip beruht auf zwei Effekten: Zum einen werden physiologisch
radikale Sauerstoffspezies freigesetzt, wenn im menschlichen Blut Antigen-
Antikorper-Komplexe und Komplement mit neutrophilen Granulozyten in
Kontakt treten (oxidativer Burst). Zum anderen wird nach Kontakt mit
Oxodationsmitteln ein blauliches Licht (Chemilumineszenz) durch Luminol (3-

Aminophthalhydrazid) emittiert.

In den Rohrchen des Testes befinden sich Luminol, mit humanem Komplement
(C3b) opsonisiertes Zymosan und murine Anti-LPS-Antikorper der Klasse M.
Zunachst induziert Zymosan uber den CR3-Rezeptor an Neutrophilen eine
Entzindungsreaktion, die komplementvermittelt eine Sauerstoffradikalbildung
verstarkt. Bei Kontakt der EAA®-Reagenzien mit EDTA-Vollblut bindet das
vorhandene Endotoxin an die Anti-LPS-Antikorper. Die gebildeten Antigen-
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Antikorper-Komplexe und das komplementopsonisierte Zymosan fuhren zur
Bildung von radikalen Sauerstoffspezies uber Stimulation des CR1- und CR3-
Rezeptors an neutrophilen Granulozyten. Die entstehende Oxidationsreaktion
zwischen den Sauerstoffradikalen und Luminol fuhrt zur Chemilumineszenz
(Abbildung 6). Diese wird anschlieBend in einem photonenzahlenden

Luminometer detektiert (51).
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Abbildung 6 Testprinzip Endotoxin- Activity- Assay® (52)

Eine Konzentration zwischen 0,5 und 20x10° Zellen/I Blut reaktionsfahige
Neutrophile sind Voraussetzung fur den Test. Deshalb sollte die Blutabnahme

nicht langer als 2h zuruckliegen (53).

2.5.1.2 Materialien und Bezugsquellen

Spectral Diagnostics Inc., Toronto, Kanada

- EAA® Reagenz, enthalt EAA Reagenz, Hank’s Balanced Salt Solution(HBSS)
- und Heparin
- EAA® Tray

- Réhrchen 1: Stabilisatoren und Luminol-Zymosan
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- Rohrchen 2: murine monoklonale Anti-LPS-Antikorper, Stabilisatoren

und Luminol-Zymosan

- Roéhrchen 3: murine monoklonale Anti-LPS-Antikorper, Stabilisatoren

und Luminol-Zymosan
- LPS Max Rohrchen: Endotoxin (E.coli) mit Stabilisatoren
- Aliquot Rohrchen: primar ohne Inhalt

Berthold Detection System GmbH, Pforzheim, Deutschland

- Smartline EAA Luminometer

Henry Troemner L.L.C., Thorofare, USA

- Incubating Mini Shaker
- Vortex Mixer

®Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Reference® variabel, 10-100ul Kolbenhubpipette
- Research® variabel, 200-1000p! Kolbenhubpipette
- Multipipette® plus

STARLAB GmbH, Ahrensburg, Deutschland

- Pipettenspitze Tip One 100-1000pl
- Pipettenspitze Tip One 1-200yl

A. Menarini Diagnostics, Berlin, Deutschland

-Kurzzeitwecker
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Abbildung 7 Arbeitsplatz fiir Endotoxin-Activity-Assay®

2.5.1.3 Ablauf der Messung

Zu Beginn der Messung wurde das Berthold Smartline Luminometer und der

Inkubating Mini Shaker eingeschaltet (Temperatur 37°C £1,0°C).

Der Test wurde, wie im Testkit vorgegeben, als Doppelbestimmung pro
Messung durchgefuhrt. Mit der Multipipette wurden 1000pl EAA®-Reagenz in
die Réhrchen 1,2 und 3 (jeweils doppelt) pipettiert. Von der Patientenprobe
wurde 500yl Vollblut jeweils in das Aliquot-Réhrchen und in das LPS-Max-
Rohrchen pipettiert.

Nach dem sorgfaltigen durchmischen aller Rohrchen mit dem Vortexer und
anschlieBender 10-minutiger Inkubation ohne Umdrehungen, wurde das
Aliquot-Réhrchen und das LPS-Max-Réhrchen erneut gevortext. Mit Hilfe einer
Multipipette wurden aus dem Aliquot-Rdohrchen je 40ul in die Rohrchen 1 und 2
(jeweils doppelt) und aus dem LPS-Max-Rohrchen je 40ul in die Rohrchen 3
pipettiert.
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Nach dem erneuten Vortexen aller Rohrchen erfolgte die Inkubation Uber 14
Minuten bei 100 Umdrehungen/min. Zur Messung im Luminometer wurde den
Anweisungen auf dem Display gefolgt. Jedes Rohrchen wurde vorher gevortext
und in das Gerat eingesetzt. Nach der Messung aller Réhrchen erfolgte die
automatische Ausgabe der Testergebnisse als Ausdruck durch das Gerat und

wurde mit der entsprechenden Patientenidentifikationsnummer versehen.

2.5.1.4 Testergebnisse

Zur Messung der Endotoxinaktivitat wird im 1. Rohrchen der unspezifische
oxidative Burst der Neutrophilen im Patientenblut gemessen (Basalaktivitat
ohne spezifischen Anti-Endotoxin-Antikérper). Das 2. Réhrchen entspricht der
Testmessung und misst die Netto-Endotoxinaktivitat mit dem spezifischen
Antikérper. Im 3. Réhrchen befindet sich ein Uberschuss an exogenem
Endotoxin und dem spezifischen Anti-LPS-Antikorper. Es wird der maximale
oxidative Burst der Neutrophilen im Patientenblut gemessen. Dies dient

zusatzlich als Kontrollmessung.

Der EAA®-Wert wird durch die Chemilumineszenz im 2. Rohrchen gegen die
maximale Chemilumineszenz im 3. Rohrchen berechnet und beide werden um
die Chemilumineszenz der Basalaktivitat im 1. Roéhrchen korrigiert. Der
Mittelwert ergibt den gemessenen EAA®-Wert (51).
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Abbildung 8 Beispiel fiir Ausdruck der Testergebnisse des EAA® (54)
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Die Messergebnisse werden als EAA®-Units angegeben mit Werten zwischen
0 (minimal) und 1 (maximal). Durch den Hersteller werden 3 Bereiche
angegeben: <0,4 (niedrig), 0,4- 0,6 (intermediar), >0,6 (hoch), die auf
empirischen Auswertungen beruhen und mit der Schwere der Sepsis, der
Dosierungen von Vasopressoren und dem Outcome der Patienten korrelieren
(55,56).

2.5.2 Rotationsthrombelastometrie

2.5.2.1 Testprinzip von Rotationsthrombelastometrie

Das Messverfahren der viskoelastischen Gerinnungsmessung mit der
Thrombelastographie beschrieb Hartert bereits 1948 (57). Bei diesem Verfahren
kann das Gerinnungssystem als ganzheitlicher dynamischer Prozess beurteilt
werden. Neben den Gerinnungszeiten erfolgt auch die Erfassung der
mechanischen und zeitlichen Stabilitat des Blutgerinnsels. Im Vergleich zur
klassischen Thrombelastographie wird bei der heute verwendeten
Thrombelastometrie nicht der Cup, sondern der Pin bewegt. Dieser wird
stabilisiert durch ein Prazisionskugellager. Hierdurch wird eine Minimierung von
Artefakten durch Erschutterung erreicht (58,59).

Bei der Rotationsthrombelastometrie wird eine Einmalkuvette (Cup, 8mm breit)
mit Citratblut geflllt und anschliel3end ein zylindrischer Einmal- Plastikstempel
(Pin, 6mm Durchmesser) eingetaucht. Dabei verbleibt zwischen Stempel und
Klvette ein 1mm breiter Spalt, der mit Blut geflllt ist. Eine elastische Feder
sorgt fur eine alternierende Rotation des Pins um jeweils 4,75°. Ein am oberen
Ende der Achse befindliche Spiegel reflektiert das Licht einer LED Lichtquelle.
Somit wird die Rotation optisch einer lichtempfindlichen Detektionseinheit
ubermittelt. Die Bewegung des Pins ist unbeeinflusst, solange keine Gerinnung
stattfindet. Dies registriert das System in der Darstellung einer geraden
Reaktionskurve. Erfolgt eine Gerinnselbildung an Pin und Cup durch

Kontaktaktivierung oder durch Zugabe von spezifischen Aktivatoren wird die
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Bewegung des Pins zunehmend behindert. Je starker die Rotation des Pins
gehemmt wird, desto groler wird die Amplitude der Reaktionskurve. Bei
maximaler Festigkeit des Gerinnsels betragt die Amplitude 100 mm und die
Achse rotiert nicht mehr. Diese Methode liefert Informationen Uber die gesamte
Kinetik der Hamostase: Gerinnungszeit, Gerinnselbildung, Gerinnselstabilitat
und Lyse (60).

Dreh-Achse (+-4,75°) LED Lichtquelle
C'\ 1 ®
‘ i
Spiegeiﬂ
Feder
=——>4
Detekto; l
Kugellager J o Datenverarbeitung

Kiivette & Probe

Beheizter

Kiivettenhalter
Gerinnselbildung ©Teminnovations Gmbn

Abbildung 9 Rotationsthrombelastometrie (60)

Mit den verschiedenen Aktivatorreagenzien vom Hersteller konnen
unterschiedliche Aspekte der Gerinnungsprozesse untersucht werden. Dazu
verfugt das ROTEM®- Gerat Uber vier Messkanale in denen verschiedene

Messungen parallel vorgenommen werden kdnnen.

In der vorliegenden Studie wurde die EXTEM-, die APTEM- und die NATEM-
Messung durchgefuhrt. Die EXTEM-Messung ermdglicht durch Resubstituieren
von Calcium und Gewebethromboplasmin die Ermittlung von Gerinnselbildung,
Fibrinpolymerisation und Fibrinolyse uber die extrinsische
Gerinnungsaktivierung. Durch  eine  Aprotinin-modifizierte  extrinsische
Gerinnungsaktivierung kann mit der APTEM-Messung eine Hyperfibrinolyse

identifiziert werden. Bei der NATEM-Messung findet keine artifizielle
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Gerinnungsaktivierung statt. Die Gerinnung wird uUber Kontaktaktivierung in
Gang gesetzt. Diese Messung ist gegenuber allen Gleichgewichtsanderungen
des Gerinnungssystems sensitiv.

2.5.2.2 Materialien und Bezugsquellen

TEM® International GmbH, Miinchen, Deutschland

- ROTEM®, Thrombelastometrie

DELL™ Technologies Inc., Texas, USA

- DELL™ Portable Computer

TEM®Innovations GmbH, Miinchen, Deutschland

- ROTEM® Cup & Pin pro (Messpin)

- hep-tem® , Reagenz fur ROTEM® enthalt Heparinase und CaCl2

- ap-tem®, Reagenz fur ROTEM® enthalt Tranexamsaure/ Aprotinin
- r- ex-tem®, Reagenz fur ROTEM® enthalt Gewebethromboplasmin
-star- tem®, Reagenz fur ROTEM® enthalt Calciumchlorid

STARLAB GmbH, Ahrensburg, Deutschland

- Pipettenspitze Tip One 1 — 200ul
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Abbildung 10 Arbeitsplatz ROTEM® (61)

2.5.2.3 Ablauf der Messung

Das ROTEM®- System besteht aus den vier Messkanalen, einem Warmeblock
(konstant 37°C) und einer zugehdrigen System- Software auf einem Laptop.
Zusatzlich verfugt das Gerat Uber eine automatische Pipette. Diese ermoglicht
die exakte Uberfllhrung der jeweiligen Aktivatorreagenzien und des
Patientenbluts in die Cups anhand von Pipettierprogrammen.

Nach dem Start des Systems wurden die drei bendétigten Messkanale fur
EXTEM, APTEM und NATEM im Dialogfeld festgelegt. Anschliel3end erfolgte
die Eingabe der Patientenidentifikationsnummer fir die spatere Speicherung
der Daten.

Danach wurden die Pins auf die Achsen geschoben und die Cups in den
Klvettenhalter angebracht. Im Anschluss wurden die Pipettierschritte des

jeweils ausgewahlten Tests abgearbeitet.
EXTEM

Zunachst wurden 20ul star-tem® Reagenz aspiriert. Nachdem ein Luftpolster

geschaffen wurde, aspirierte man in dieselbe Pipettenspitze 20ul ex-tem®
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Reagenz und pipettierte beides mittig in den vorbereiteten Cup. Mit einer neuen
Pipettenspitze wurden 300ul Citratblut aufgenommen und hinzugeflgt. Eine
ausreichende Durchmischung des Testansatzes erfolgte durch nochmaliges
Repipettieren, dazu wurde der gesamte Cupinhalt aufgesogen und zurlck

pipettiert.

Tabelle 2 Bestandteile der angewendeten Reagenzien fiir EXTEM (62)

Reagenz Inhalt Referenznummer

star- tem®Reagenz 0,2mol/l CaClz in | 503-01
HEPES- Puffer pH 7,4;
0,1% Natriumazid

(Rekalzifizierungsreagenz)

ex- tem®Reagenz Rekombinantes 503-05
Gewebethromoplasmin
und Phospholipide,
Heparin- Inhibitor,
Konservierungsmittel

und Puffersubstanz

APTEM

Zur Durchfuhrung dieses Tests wurden 20ul ex-tem® Reagenz aspiriert und in
den vorbereiteten Cup uberfuhrt. Mit einer neuen Pipettenspitze wurden 20l
ap-tem® Reagenz aspiriert und ebenfalls in den Cup pipettiert. Im Anschluss
wurden 300pul Citratblut mit einer weiteren Pipettenspitze aufgenommen und
zum Testansatz hinzugefligt. Durch Repipettieren des Ansatzes wurde eine

ausreichende Durchmischung erzielt.
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Tabelle 3 Bestandteile der angewendeten Reagenzien fiir APTEM (62)

Reagenz

Inhalt

Referenznummer

ex- tem®Reagenz

Rekombinantes
Gewebethromoplasmin
und Phospholipide,
Heparin- Inhibitor,
Konservierungsmittel

und Puffersubstanz

503-05

ap- tem®Reagenz

Tranexamsaure/
Aprotinin, 0,2mol/l CaCl2
in HEPES- Puffer pH7,4;

0,1% Natriumazid

503-04

NATEM

Der Test wurde auf Grundlage des Pipettierprogramms fur den HEPTEM- Test
durchgefuhrt, mit dem Verzicht auf das in-tem® Reagenz. Dies bedeutete, dass
beim ersten Pipettierschritt anstatt des Reagenzes Luft pipettiert wurde um den
weiteren Schritten folgen zu kdénnen. Hierbei wurden 20ul hep-tem® Reagenz
aspiriert und in den vorbereiteten Cup gegeben. Mit einer neuen Pipettenspitze

wurden 300pl Citratblut aufgenommen und hinzugefugt. Durch Repipettieren

des Ansatzes wurde eine ausreichende Durchmischung erzielt.
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Tabelle 4 Bestandteile der verwendeten Reagenzien fiir NATEM (62)

Reagenz Inhalt Referenznummer

hep-tem®Reagenz Heparinase I aus | 503-08

Flavobakterien,

Rekalzifizierungsreagenz
( 9 9 Konservierungsmittel

+ Hepari
eparinase) (Natriumazid),

Puffersubstanz, Calcium

Nachdem die jeweils letzten Pipettierschritte abgeschlossen waren, musste der
Klvettenhalter mit dem Cup zugig Uber die Fuhrungsstange und den Pin an die
Messstation angebracht werden. Erst dann begann die Software mit der

automatischen Messung.

2.5.2.4 Testergebnisse

Die aktivierten Gerinnungsablaufe werden in Echtzeit als Graphik gegen die
Zeit dargestellt. Zur gleichen Zeit werden die numerischen Werte der Parameter

abgebildet. Die Laufzeit der Messungen betrug 60min (Abbildung 11).
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Abbildung 11 TEMogramm (63)
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Zu den Gerinnungsaktivierungs- und Polymerisations-Parametern zahlen die
Gerinnungszeit (clotting time in [s], CT), die Gerinnselbildungszeit (clot
formation time in [s], CFT) und der Alpha- Winkel (a in [°]). Die CT gibt die
Zeitspanne vom Teststart bis zum Erreichen einer Amplitude von 2mm an. Die
Zeit bis zu einer Gerinnselfestigkeit von 20mm wird als CFT bezeichnet. Als
MalR fur die initiale Geschwindigkeit der Gerinnselbildung zahlt der Alpha-
Winkel. Der Winkel wird zwischen der Mittellinie und der Tangente an die Kurve

durch den 2mm- Amplitudenpunkt gebildet.

Die Parameter der Gerinnselfestigkeit sind unter anderem die maximale
Gerinnselfestigkeit (Maximum Clot firmness in [mm], MCF) und der A10-Wert
(in mm Amplitude). Dabei beschreibt die MCF die maximale mechanische
Amplitude, die wahrend der Messung erreicht wurde. Der A10-Wert gibt die
Festigkeit des Gerinnsels 10 Minuten nach der CT an.

Die maximale Lyse (maximum lysis in [%], ML) und der Lyse-Index 30 (LI30 in
[%]) zahlen zu den Lyse-Parametern der Rotationsthrombelastometrie. Die ML
wahrend der Laufzeit wird als Differenz zwischen der MCF und der geringsten
Amplitude in Prozent der MCF angegeben. Der LI30 gibt das Ausmal} der Lyse
30 Minuten nach CT an und ist der prozentuale Anteil der Gerinnselfestigkeit
bezogen auf die MCF.

2.5.3 Thrombozytenfunktionsdiagnostik

Das in dieser Arbeit verwendete Multiplate®- System basiert auf der multiplen
Elektroden Aggregometrie und ist eine Weiterentwicklung der von Cardinal und
Flower erstmals beschriebenen Methode der Impedanzaggregometrie zur

Bestimmung der Thrombozytenfunktion (64).
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2.5.3.1 Funktionsweise des Multiplate®

Das Prinzip der Widerstandsmessung beschrieben Cardinal und Flower bereits
1980 (65). Dabei tauchen zwei Elektroden in eine Vollblutprobe und die
Thrombozyten bilden eine Ummantelung um die Elektroden durch den ersten
Kontakt. Zunachst zeigt sich eine konstante Leitfahigkeit zwischen den
Elektroden. Zu einer weiteren Aggregation von Thrombozyten kommt es bei
Zugabe der entsprechenden Reagenzien (Abbildung 12). Durch zunehmende
Ummantelung der Elektroden vermindert sich der Stromfluss und der

Widerstand steigt. Dies gilt als Mal} fur die Aggregation von Thrombozyten.

Das Impedanzaggregometer Multiplate® verfugt Gber funf separate Testkanale
fur parallele Messungen. Es werden Einmalkivetten verwendet (Abbildung 12).
Diese bestehen aus einem Probenreservoir in das vier silberbeschichtete
Sensordrahte (Durchmesser 0,3mm, Lange 3,2mm) hineinreichen. Fir die
Mischung der Vollblutprobe wahrend der Messung befinden sich

teflonbeschichtete Magnetrtihrer (800U/min) in den Einmalkuvetten.

Abbildung 12 Einmalkiivette des Multiplate®; Anordnung aktivierter Thrombozyten an den
Messdrahten (66)

Die vier Elektroden bilden zwei unabhangige Sensoreinheiten, die die multiple
Messung ermoglichen. Die zweifache Ausfuhrung dient als interne Kontrolle
und kann somit das Auftreten von systemischen Fehlern reduzieren (67).

In dieser Studie wurde die Funktion der Thrombozyten nach ex vivo Aktivierung

durch die Zugabe unterschiedlicher Agonisten gemessen. Im ADPtest wird der
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Vollblutprobe = Adenosin-  Diphosphat  zugefuhrt  und somit  die
Thrombozytenaktivierung uber den ADP-Rezeptor induziert. Das Reagenz des
ASPltests, die Arachidonsaure, ist kein direkter Aktivator der Thrombozyten.
Erst die Cyclooxygenase (COX), die die Arachidonsaure als Substrat
verwendet, produziert den potenten Thrombozytenaktivator Thromboxan A2
(TXA2). Das Thrombin Receptor Activating Peptide (TRAP-6) im TRAPtest
bindet an den Thrombin-Rezeptor auf der Thrombozytenoberflache und fuhrt zu

einer sehr starken Thrombozytenaktivierung (Abbildung 13) (68).

Clopidogrel
TRAPtest Prasugrel
TRAP Ticagrelor

GP lib/llla Antagonisten
Abciximab
Tirofiban
Eptifibatide
PGET ADPtest HS *

(ADP+PGET) +

n o P
} - aktiviertes
Pl&tt_ohe_n&

| ASPltest Plattchenaktivierung

. Degranulation
Arachidonsiure ASS Prasentation des GP llb/lla-Rezeptors

— ) Aktivierung == =} Inhibierung ' Freisetzung von Arachidonséure

Abbildung 13 Testprinzip Multiplate (68)

2.5.3.2 Materialien und Bezugsquellen

Dynabyte GmbH, Minchen, Deutschland

- Multiplate®, Impedanzaggregometer

Dynabyte GmbH, Minchen, Deutschland

- Multiplate®, Messzellen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

- ADPtest, enthalt Adenosin- Diphosphat
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- ASPltest, enthalt Arachidonsaure
- TRAPtest, enthalt Thrombin Receptor Activating Peptide

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

- Multiplate® analysis Pre-heating Tubes

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

- Mini-Plasco® connect NaCl 0,9%, Isotone Natriumchloridiésung

STARLAB GmbH, Ahrensburg, Deutschland

- Pipettenspitze Tip One 1-200ul

Abbildung 14 Arbeitsplatz fiir Multiplate® (69)

2.5.3.3 Ablauf der Messung

Der Computer des Multiplate®- Systems zeigt schrittweise den Ablauf des

Verfahrens in Dialogfeldern an und ist mit einer Autopipette ausgestattet.

Zu Beginn wurde die Patienten-ldentifikationsnummer eingegeben und die
Auswahl der durchzufihrenden Messungen (ADPtest, ASPltest, TRAPtest)
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getroffen und somit die Messkanale festgelegt. Danach wurden die
Einmalmesszellen in die Kanale eingesetzt und mit dem Sensorkabel des
Gerates verbunden. Im Anschluss wurden die Pipettierschritte des Programms

abgearbeitet.

Zunachst wurden 300ul einer 37°C warmen 0,9% Natriumchloridlosung aspiriert
und in die erste Messzelle Uberfuhrt. Dieses Vorgehen wurde fur Messzelle
zwei und drei wiederholt. Anschlieend wurden jeweils 300ul der
Patientenblutprobe nacheinander in die drei Messzellen pipettiert. Im Anschluss
folgte vom Gerat eine drei- minutige Inkubationszeit bei 37°C, bei der die
enthaltenen teflonbeschichteten Ruhrstabe fur eine konstante Durchmischung

sorgten.

Nach der Inkubationszeit erfolgte die Pipettierung von je 20ul der zum
jeweiligen Messkanal entsprechenden Reagenz (ADPtest, ASPItest, TRAPtest).
Dabei wurde auf die Benutzung einer jeweils neuen Pipettenspitze geachtet um

eine Vermischung der Reagenzien zu verhindern.

Tabelle 5 Testansatze Multiplate®

ADPtest ASPItest TRAPtest
300ul NaCl 300ul NaCl 300ul NaCl
300ul Vollblut 300ul Vollblut 300ul Vollblut

20yl Reagenz mit 0,2mM | 20ul Reagenz mit 15mM | 20ul Reagenz mit 1mM
Adenosindiphosphat Arachidonséaure Thrombinrezeptor

aktivierendes Peptid

Durch die Bedienung der Autopipette begannen nach dem letzten
Pipettierschritt automatisch die Messzeit von sechs Minuten und die
Aufzeichnung der Impedanzanderung.
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2.5.3.4 Testergebnisse

Das Multiplate®-System ist mit einem Computer verbunden auf dem die

Messergebnisse in einem Koordinatensystem dargestellt werden.

Die Anderung des Leitungswiderstandes durch Aggregation der Thrombozyten
an den Elektroden wird in ,Aggregation Units“ (AU) angegeben und auf der
Ordinate aufgetragen. Auf der Abszisse erscheint die Zeit in Minuten. Die
maximale Steigung der Kurve wird in AU/min angegeben und entspricht der
Geschwindigkeit der Aggregationsbildung. Weiterhin wird die Flache unter der
Kurve (Area under the curve in [AU*min], AUC) abgebildet und stellt den
wichtigsten Parameter der Thrombozytenfunktion dar (Abbildung 15).

Aggregation
[Au]

Zeit [min] Flache unter der Kurve
[AU*min oder U]

Abbildung 15 Multiplate Testergebnisse (66)

Durch die zwei unabhangigen Sensoreinheiten in den Kuvetten werden zwei
Kurven abgebildet. Daraus wird vom System ein Mittelwert ermittelt. Bei einer
Abweichung der AUC-Werte von mehr als 20% wird eine Aufforderung zur
erneuten Messung ausgegeben. Ebenso wird eine erneute Messung gefordert,

wenn der Pearson-Korrelationskoeffizient unter 0,98 betragt (70).
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2.6 Outcome Parameter

2.6.1 Primarer Endpunkt

Als primaren Zielparameter galt es die Wirkung einer Therapie mit IgM-IVIg auf
die Endotoxinaktivitat bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischen Schock

zu untersuchen.

2.6.2 Sekundare Endpunkte

Die sekundaren Endpunkte konzentrierten sich zum einen auf madgliche
Auswirkungen der IgM-IVlg Therapie auf funktionelle Gerinnungsparameter,
gemessen mit ROTEM® und Multiplate®. Zum anderen auf konventionelle
Gerinnungsparameter und Entzindungsparameter, wie INR, aPTT,
Thrombozytenanzahl, Fibrinogenkonzentration, LBP, Interleukin-IL 6 und

Leukozytenanzahl.

2.7 Statistische Methoden

Die vorliegende Arbeit hatte einen explorativen Charakter. Eine spezifische
Fallzahlplanung war aufgrund fehlender Vorkenntnisse zur Wirkung von IgM-
IVIg auf die im EAA gemessene Endotoxinaktivitat nicht moglich. Bei der
gewahlten Fallzahl von n=30 ergeben sich fur normalverteilte Endpunkte 95%-
Konfidenzintervalle mit einer Spannweite unterhalb der Standardabweichung.

Dies wurde fur eine explorative Analyse als ausreichend genau erachtet.

Die Normalverteilung der Daten wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnow-Tests
uberpruft. In Abhangigkeit des Ergebnisses wurden die Daten als Mittelwert

(xSEM) oder als Median (interquartile range, IQR) angegeben.

Fur die Analyse aller Parameter mit Messwiederholungen wurde eine 3-
faktorielle ANOVA verwendet, in der die EinfluRfaktoren Pentaglobingabe,

Zeitpunkt und Tagesprofil bertcksichtigt wurden. Bei nicht normalverteilten
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Variablen wurden die Daten in eine Rangfolge transformiert, um die oben
genannte Methode zur Anwendung zu bringen. Bei statistisch signifikanten
Unterschieden zwischen den Gruppen kamen spezifische Post-hoc Tests zum

Einsatz.

Gruppenvergleiche erfolgten fur normalverteilte Variablen mit dem Students-t-
Test, fur nicht normalverteilte Variablen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Nominale Variablen wurden mit dem Fisher-Exact-Test auf

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen hin Uberprift.

Die Durchfuhrung der statistischen Analysen erfolgte mit SigmaStat 3.5 und
SigmaPlot 12 /Systat Software GmbH, Erkrath, Germany) und zusatzlich mit
SAS® (SAS Institute GmbH, Heidelberg, Germany).

Fir einzelne Analysen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 als statistisch
signifikant angenommen. Eine Korrektur fur multiples Testen im Rahmen der
Analyse von Parametern mit Messwiederholungen erfolgt nach Bonferroni-

Holm.

3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Patienten

Zu Beginn der Studie bestanden jeweils die Kontroll- und die IgM-IVIg-Gruppe
aus 15 Patienten.

Aufgrund einer SOP Verletzung (Anwendung von IgM-IVIg nicht erfolgt)

mussten zwei Patienten aus der Studie ausgeschlossen werden.

Bei zwei weiteren Patienten wurde die antikoagulatorische Therapie wahrend
der Studie auf eine von Heparin abweichende umgestellt, was zu einem

nachtraglichen Ausschluss fuhrte (Abbildung 16).
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Vor- Einfiihrung Nach- Einfiihrung
( Januar- Marz 2013)

( April- Juni 2013)
l 231 Aufnahmen | ‘ 299 Aufnahmen |
| 150 Patienten }—) Ausschlusskriterien ] 145 Patienten }—) Ausschlusskriterien
n=121 n=119

v v

29  Patienten Versatimnis =11 26 Pa'm,—)‘ Versaumnis n =9

Ablehnung n =3 Ablehnung n = 2
v A 4
15  Patienten Wechsel der 15 Patienten Wechsel der
Antikoagulation n = 1 Antikoagulation n = 1

|Uickenhafte IgM- IVIg
Anwendung n =2

Abbildung 16 Patientenfluss; Fluss der Patienten vor (Kontrolle; n = 14) und nach (IVig; n = 12)
Einflhrung der Anwendung von IgM- [VIg in die SOP fiir die Behandlung von Patienten mit schwerer
Sepsis/ septischem Schock.

Die demografischen und klinischen Daten der 26 Patienten sind in der Tabelle 6

dargestellt.

Die mit IgM-IVIg behandelten Patienten zeigten einen signifikant geringeren
Body Mass Index (BMI) mit einem Median von 26,5 vs. 31,8 (p=0,015).
Patienten der Kontrollgruppe litten vor Aufnahme auf der Intensivstation
signifikant haufiger an Diabetes mellitus 35,7% vs. 0% (p=0,03) oder einer
vorbestehenden Niereninsuffizienz 64,3 % vs. 16,7% (p=0,019). Die Ubrigen
demografischen und klinischen Parameter der Patienten zeigten keine

signifikanten Unterschiede.

Bei Aufnahme in die Studie erfullten n=13 (92,8%) Patienten der Kontrollgruppe
und n=10 (83,3%) der IgM-IVIg Gruppe die Kriterien eines septischen Schocks.
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Tabelle 6 Basischarakteristika

Parameter Kontrolle n=14 IgM-1VIg n=12 p-
Wert*

Alter in Jahren 70 (63/76) 73 (67/77) 0,959
[median (IQR)]
Mannlich [n (%)] 10 (71,4) 8 (66,7) 0,67
BMI 3,8(27,5/37) 26,5 (23,5/29,5) 0,015
[median (IQR)]
APACHE I 35 (30/41) 35(31/38) 0,69
[median (IQR)]
Fokus der | Lunge n=5 Lunge n=3
Infektion Abdomen n=5 Abdomen n=4

Positive Blutkultur | Positive Blutkultur

n=2 n=1

Andere n=1 Andere n= 2

Kein Erreger n=1 Kein Erreger n=2
Diabetes mellitus | 5(35,7) 0(0) 0,03
[n (%)]
Arterielle 8(57,1) 8 (66,7) 0,464
Hypertonie
[n (%)]
Kardiovaskulare 4 (28,6) 7 (58,3) 0,128
Erkrankung
[n (%)]
Niereninsuffizienz | 9 (64,3) 2 (16,7) 0,019
[n (%)]
Leberinsuffizienz 3(21,4) 1(8,3) 0,359
[n (%)]
COPD 4 (28,6) 1(8,3) 0,213
[n (%)]
Nikotinabusus 3(21,4) 1(8,3) 0,359
[n (%)]
Immunsuppression | 1 (7,1) 0 (0) 0,538

[n (%)]

BMI (Body Mass Index); APACHE Il (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II); COPD (Chronic

Obstructive Pulmonary Disease); IQR (interquartile range); IgM-IVIg (IgM-angereichertes intravendses

Immunglobulin)
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3.2 Endotoxinaktivitat und IgM-IVig

Die Endotoxinaktivitat bei Aufnahme in die Studie unterschied sich nicht
zwischen der Kontroll- und der IgM-1VIg-Gruppe (0,51£0,06 vs. 0,47+0,07).

Patienten, die eine IgM- |Vlg Therapie erhielten, zeigten am ersten
Behandlungstag sechs und zwolf Stunden nach Behandlungsbeginn eine
signifikante Reduktion der Endotoxinakivitat (0,26+0,07, p=0,01 und 0,25+0,04,
p=0,003; Abbildung 17). Zusatzlich war in der IgM- 1VIg- Gruppe sechs Stunden
nach Behandlungsbeginn eine signifikante Reduktion der Endotoxinaktivitat im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten (0,26+0,07 vs. 0,43+0,07, p=0,04;
Abbildung 17).

Wahrend des restlichen Beobachtungszeitraums gab es weder innerhalb noch
zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede im Hinblick auf die
Endotoxinaktiviat. Unabhangig von den Gruppen tendierte die Endotoxinaktivitat
im Tagesverlauf am Morgen zu héheren und um 14.00 Uhr und 20.00 Uhr zu

niedrigeren Werten.

41



Endotoxin Activity Assay

—&—— Kontrolle
— -0 — IgM- IVig

0,6

0,2 4
IgM-1Vig IgM-1VIg IgM-1Vig
T T T T T T T T T T T |
08:00 Uhr 08:00 Uhr 08:00 Uhr 08:00 Uhr
14:00 Uhr 14:00 Uhr 14:00 Uhr, 14:00 Uhr
20:00 Uhr 20:00 Uhr 20:00 Uhr 20:00 Uhr
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Abbildung 17 Endotoxin Activity Assay; Endotoxinlevel wurde dreimal taglich wahrend des viertagigen
Beobachtungszeitraums und der Anwendung von IgM- Immunglobulin gemessen; *, p=0,01 und p=0,003
demonstrieren jeweils die signifikante Senkung des Endotoxinlevels in der IgM-IVIg Gruppe am ersten
Tag; #; p=0,04 kennzeichnet die signifikante Differenz zwischen der IgM-IVIg Gruppe und der
Kontrollgruppe, berechnet mit dem Student’s t-Test.

3.3 ROTEM® und IgM-IVig

Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen im Hinblick
auf die erhobenen viskoelastischen Messungen auf. Ebenso konnten keine
Anzeichen fur eine Hyperfibrinolyse im APTEM-Test nachgewiesen werden.

Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes von vier Tagen tendierten die

Medianwerte der viskoelastischen Parameter des NATEM-Tests in der IgM-
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IVIg- Gruppe mehr zum Prokoagulatorischen hin. Jedoch gab es auch hier

keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe (Tabelle 7).

Tabelle 7 NATEM Parameter

Parameter | Gruppe Tag1l Tag 2 Tag3 Tag4d

CFT (sec) | Kontrolle | 299 (198/654) | 408 (279/647) 387 (271/591) 328 (229/546)
[Median

(IQR)] IgM-IVIg | 238 (147/367) 173 (125/286) 201 (147/306) 177 (143/276)
CT (sec) Kontrolle | 900 (681/1084) | 1051 (847/1358) | 1046 (903/1082) | 953 (840/1137)
[Median

(IQR)] IgM-IVIg | 697 (552/981) 724 (615/1185) 839 (613/1218) 788 (660/1334)
a-angle (°) | Kontrolle | 44 (27/55) 34 (24/48) 37 (27/47) 46 (31/57)
[Median

(IQR)] lgM-IVIg | 58 (42/65) 61 (48/67) 57 (44/64) 61 (50/65)

MCF (mm) | Kontrolle | 53 (41/67) 54 (42/66) 52 (42/62) 47 (31/62)
[Median

(IQR)] lgM-IVlg | 63 (58/69) 63 (58/69) 67 (59/72) 71 (63/75)

CFT (clot formation time); CT (clotting time); MCF (mean clot firmness); IQR (interquartile range); IgM-IVIg

(IgM-angereichertes intravendses Immunglobulin); Kontrollgruppe n=14; IgM-IVIg-Gruppe n=12 (Tag 1

und 2), n=11 (Tag 3) und n=10 (Tag 4), keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

3.4 Multiplate® und IgM- IVig

In den aggregometrischen Parametern des ASPI, ADP und TRAP fanden sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 8).
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Tabelle 8 Multiplate Parameter

ASPI- Test ADP- Test TRAP- Test
(AUC in AU*Min) (AUC in AU*Min) (AUCin AU*Min)
Parameter [Median (IQR)] [Median (IQR)] [Median (IQR)]
Gruppe Kontrolle IigM-IVIg Kontrolle |IgM-IVig Kontrolle IgM-IVIg
Uhrzeit
(h:min)
08:00 627 1153 286 736,5 1063 1363,5
) (474,5/1412) | (879/1455,5) |(191/722,5)|(547,5/1015,5) | (335/1922) (741/1687,5)
Tag 1 14:00 661,5 1090 359,5 709 1400,5 1247
g ) (322/948) (738/1239) (188/707) |(389/904) (595/1837) (1025/1491)
20:00 667,5 960 261,5 542,5 1328,5 1051,5
) (357/1216) |(605/1079) (189,5/628)|(397,5/884,5) |(611/1919) (815/1549,5)
08:00 510,5 944 232 718 1177 1594
) (205/893) (865/1446) (88/389) (450/943) (531/1832) (1190/2165)
Tag 2 14:00 659 838 370,5 565 1548,5 1462
& ) (239/1068) |(646/1021) (159/514) |(431/634) (735/1795) (1194/1841)
20:00 428,5 785 335,5 614 1217,5 1210
) (188/1209) |(484/1138) (150/565) |(395/716) (788/1882) (1011/1691)
08:00 438,5 747 235 731 1055 1470
) (282,5/1054) | (189/1083) (127/657) |(422/795) (576/1631) (1200/1576)
Tag 3 14:00 278 839,5 276 396,5 1137 1332
g ) (184/1243) |(310/1076,5) |(175/684) |(170/766) (915/1873) (822/1549)
20:00 722 827 237 729 1308 1332,5
) (238/1402) |[(556/1240,5) |(144/740) |(476,5/870,5) |(630/1845) (916,5/1672,5)
08:00 552 807 257 653,5 1334,5 1394
) (187/1277) |(535/1033,5) |(144/525) |(404/800,5) (820/1819,5) (1074,5/1776)
Tag 4 14:00 388,5 726,5 354,5 820,5 1281,5 1270,5
& ' (66,5/1395) |(364/993,5) (166/564) |(501/898,5) (1008,5/1826,5) | (912,5/1714)
20:00 721 726 308 684,5 1308 1641,5
) (135/1251) |(524,5/1296,5) | (186/676) |354,5/835,5) |(992/1576) (1260,5/1885,5)

ASPI (Arachidonsaure); ADP (Adenosindiphosphat); TRAP (Thrombin Receptor Activating Peptide); AUC
(Area Under the Curve); AU* Min (Aggregation Units pro Minute); IQR (interquartile range); IgM- IVIg (IgM-

angereichertes intravendses Immunglobulin);

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
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3.5 Gerinnungsparameter

Bei den routinemalig erhobenen Gerinnungsparametern INR, aPTT und
Prothrombinzeit zeigten sich innerhalb des Beobachtungszeitraums keine

Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.5.1 Thrombozytenzahl

Bei Aufnahme in die Studie unterschieden sich die Patienten in beiden Gruppen
nicht im Hinblick auf die mittlere Thrombozytenzahl (159/nl+31 vs. 188/nl+23,
p=0,478).

Im Beobachtungszeitraum zeigten die Patienten der Kontrollgruppe im
Vergleich zur IgM-IVIg-Gruppe einen  kontinuierlichen  Abfall  der
Thrombozytenzahl mit einem signifikant niedrigeren Wert am vierten Tag (87/nl
+20 vs. 200/nl+43, p=0,016; Abbildung 18).
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Abbildung 18 Thrombozytenzahl; Thrombozytenzahl wurde zweimal taglich wahrend des viertagigen
Beobachtungszeitraumes und der Behandlung mit IgM-angereicherten  Immunglobulin (IgM-IVIg)
gemessen; *; p=0,016 kennzeichnet die signifikante Differenz zwischen den Gruppen am Ende des
Beobachtungszeitraumes, berechnet mit dem Student’s t-Test.

3.5.2 Fibrinogenkonzentration

Beim Einschluss in die Studie gab es zwischen den Gruppen keinen

Unterschied in der Fibrinogenkonzentration (363mg/dI+52 vs. 403mg/dI+66,
p=0,64).

In den nachfolgenden Messungen zeigten Patienten der IgM-IVIg-Gruppe an
Tag zwei (311mg/dI£37 vs. 475mg/dI£47, p=0,015) und an Tag vier
(307mg/dIx35 vs. 420mg/dI£16, p=0,017; Abbildung 19) ein signifikant hohere
Fibrinogenkonzentration als Patienten der Kontrollgruppe.
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Fibrinogenkonzentration

600
—&— Kontrolle
—O— IgM- IVIg
%*
— 500 +
)
g) _ *
c
e
S
g 400 q
[=
2
c
(O]
()]
o s
£
S
L 300 A
200 K | T T I
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Abbildung 19 Fibrinogenkonzentration; Die Fibrinogenkonzentration wurde einmal taglich wahrend des
viertdgigen Beobachtungszeitraumes und der Behandlung mit IgM- angereicherten Immunglobulin (IgM-
IVIg) gemessen; *; kennzeichnet die signifikante Differenz zwischen den Gruppen an Tag 2 (p=0,016) und
Tag 4 (p=0,017), berechnet mit dem Student’s t-Test.

3.6 Entzindungsparameter

Die Entzindungsparameter beider Gruppen sind in der Tabelle 9 dargestellt.

Patienten der IgM-IVIg-Gruppe hatten bei Einschluss in die Studie einen
signifikant hoheren LBP Wert mit einem Median von 41,1 vs. 23,3 (p=0,034). Im
weiteren Verlauf des Beobachtungszeitraums unterschieden sich die LBP

Werte nicht mehr signifikant.
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Im Hinblick auf die Leukozytenzahl oder das IL-6 zeigten sich wahrend des

gesamten Beobachtungszeitraums keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen.

Tabelle 9 Entziindungsparameter

Parameter | Gruppe Tag 1l Tag 2 Tag3 Tag4d
controlie | 233" 36,2 26,5 19,2
ontrolle
LBP [ug/I] (19,3/29,5) (19,1/53,2) | (19,2/40,7) | (15,4/26,5)
[Median
41,1* 36,1 32,0 28,0
(IQR)] IgM-IVIg
(38,4/46,3) (33,5/51,2) | (24,1/33,3) | (16,6/31,8)
controfle | 3125 422,6 142,9 75,9
- ontrolle
IL-6 [pg/u] (22,2/1850,5) | (73,9/1033,2) | (70,1/674,7) | (42,5/331,5)
[Median
OR 478,6 322,4 125,4 99,5
(I1QR)] IgM-IVIg
(159,2/1025,4) | (164,7/805,7) | (88,9/541,3) | (80,3/529,0)
Leukocytes | o ntrolle 15,1 15,6 15,5 13,7
/nl] (8,6/20,7) (9,8/24,0) (12,0/28,3) | (10,4/19,6)
[Median evivie | 152 15,5 15,4 11,7
(IQR)] EMIVIE | (7,1/23,2) (10,6/16,3) | (9,7/200) | (7,6/16,2)

LBP (lipopolysaccharide binding protein); IL-6 (interleukin- 6); IQR (interquartile range); IgM-IVig (IgM-

angereichertes intravendses Immunglobulin); Kontrollgruppe n=14; IgM-1VIg-Gruppe n=12 (Tag 1 und 2),
n=11 (Tag 3) und n=10 (Tag 4); * p=0,034, berechnet mit dem Mann-Whitney-Test

3.7 SOFA Score und unterstiutzende Therapien

Die Werte des SOFA Score und die Anzahl der notwendigen unterstitzenden

Therapien wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes finden sich in
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Tabelle 10. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den oder

innerhalb der Gruppen.

Tabelle 10 SOFA Scores und unterstiitzende Therapien

Tag1l Tag 2 Tag3 Tag 4
Kontrolle 10,6+1,2 | 9,8+14 10,14#1,4 | 9,516
SOFA
IgM-1Vig 11,7 0,9 10,3+0,8 [9,4+1,2 7,0 £1,8

Vasopressive | kontrolle 13 (92,8) 11 (78,6) 10 (71,4) 8(57,1)

Therapie
10 (83,3 10 (83,3 5(45,4 4 (40,0
[n (%)] |gM-|V|g ( ’ ) ( ’ ) ( ’ ) ( ’ )
Beatmungs- Kontrolle 13 (92,8) 13 (92,8) 11 (78,6) 11 (78,6)
therapie
IgM-1VIg 12 (100,0) 10 (83,3) 8(72,7) 6 (60,0)
[n (%)]
) Kontrolle 5(35,7) 7 (50,0) 9 (64,3) 9 (64,3)
Dialyse
[n (%)] gM-IVig 4 (33,3) 4(33,3) 5(45,4) 4 (40,0)

SOFA (Sequential Organ Failure Assessment); IgM-IVlg (IgM-angereichertes intravenéses
Immunglobulin); Kontrollgruppe n=14; IgM-IVIg-Gruppe n=12 (Tag 1 und 2), n=11 ( Tag 3) und n=10
(Tag 4); keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen bei der Berechnung mit dem

Student’s T-Test oder mit dem Exakten Test nach Fisher.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Studie bestand darin die potentielle Wirkung eines IgM-
angereicherten Immunglobulins (Pentaglobin®) auf die Endotoxinaktivitat von
Patienten mit schwerer Sepsis zu untersuchen. Die Untersuchung der Effekte
der IgM-IVIg Therapie auf die funktionellen Gerinnungsparameter der
Thrombelastometrie, der  Aggregometrie und der konventionellen
Gerinnungsparameter wurde zusatzlich durchgefuhrt. Weiterhin wurden die
Effekte auf Entzindungsparameter, wie LBP, IL- 6 und Leukozytenzahl

Uberpruft.

4.1 Endotoxinaktivitat und IgM-1Vig

Wir beobachteten eine signifikante Reduktion der Endotoxinaktivitat am ersten
Tag der IgM-IVlg Anwendung in der IgM-IVlg Gruppe. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe, war sechs Stunden nach Behandlung die Endotoxinaktivitat
signifikant niedriger. Wahrend des weiteren Beobachtungszeitraumes gab es
keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Jedoch

tendierte die Endotoxinaktivitat zu niedrigeren Werten in der IgM-IVIg Gruppe.

Diese Erkenntnisse zu interpretieren gestaltet sich schwierig, weil die Effekte
der IgM-IVIg Therapie auf die Endotoxinaktivitat vorher noch nicht untersucht
wurden. Die Dosierung am zweiten und dritten Tag der Behandlung konnte
unzureichend gewesen sein, entweder wegen eines Sattigungseffektes oder
einer Steigerung der Endotoxinaktivitat nach dem Beginn einer antibiotischen
Behandlung. Ein gering ausgepragter taglicher Abfall der Endotoxinaktivitat ist
auch in der Kontrollgruppe zu beobachten gewesen. Dies konnte einem
zirkadianen Effekt auf die Endotoxinaktivitat, in Erganzung zu den maoglichen

Effekten der IgM- IVIg Behandlung, zuzuschreiben sein.

Die Wirkungen des IgM-IVlg auf die Endotoxinkonzentration nach
Endotoxinapplikation wurde meist fur Tiermodelle beschrieben, bei denen

Endotoxin und IgM-IVIg in enger Abfolge verabreicht wurde und mit kurzen
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Beobachtungszeitraumen (37,71,72). Die meisten bisherigen Studien an
Menschen konzentrierten sich auf Neugeborene und Fruhgeborene, die sich in
ihrer Immunreaktion von Erwachsenen unterscheiden, oder an neutropenischen
Patienten (39,73,74). Studien die Erwachsene mit schwerer Sepsis oder
septischen Schock untersuchten, fanden Unterschiede in den klinischen
,Outcomes” wahrend der Behandlung mit IgM-IVIg. Buda et al. untersuchten die
Effektivitat von IgM-IVIg auf die Verringerung der Gesamtmortalitat bei
septischen Patienten nach Herzoperationen. In deren IgM-IVIg-Gruppe
befanden sich Patienten mit Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock.
Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf
die Gesamtmortalitat. Jedoch konnte gezeigt werden das die Untergruppe der
Patientin mit einer schweren Sepsis eine signifikant geringere Mortalitatsrate
aufwiesen. Auch Rodriguez et al. untersuchten die Auswirkung von IgM-IVIg auf
die Mortalitatsrate bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischen Schock.
Sie konnten zeigen, dass sich die Mortalitatsrate bei Anwendung von IgM-1VIg
gesenkt hat und das Uberleben chirurgischer Patienten verbessert werden
konnte (75,76).

Behre et al. unterschied zwischen ,non-responder® und ,responder® bei
septischen Patienten mit Neutropenie wahrend die hamatologische Malignitat
auf die Endotoxinaktivitdat nach der Behandlung mit IgM-IVIg basierte (39). In
der vorliegenden Studie wurden die Patienten nicht auf ein potentielles Nicht-
Ansprechen auf die Therapie mit IgM-IVIg untersucht. Deshalb konnten die

Ergebnisse von ,non- respondern® in den Gruppen beeinflusst sein.

4.2 ROTEM®, Multiplate® und IgM-IVig

Wir fanden keine signifikante Differenz in den viskoelastischen und
aggregometrischen Messungen (EXTEM, APTEM, NATEM oder ASPI-, ADP-,
und TRAP- Test) zwischen den Gruppen wahrend des Beobachtungszeitraum,

wenngleich eine Reduktion der Endotoxinaktivitat beobachtet werden konnte.
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Endotoxin ist nicht nur ein Ausloser des angeborenen Immunsystems zur
Aktivierung der Monozyten, Makrophagen und Granulozyten, mit einer
Freisetzung zahlreicher Zytokine, es flhrt auch zu einem Anstieg von
zirkulierendem Gewebsthromboplastin (tissue factor). Zusammen mit Faktor
Vila kommt es zu einer Aktivierung des Faktor IX und Faktor X, dies fuhrt zu
einer Thrombinbildung (77). Bei Patienten mit einem frGhen SIRS oder Sepsis
korrelieren die viskoelastischen Parameter (zum Beispiel: CT, CFT, MCF und a-
Winkel) im NATEM Test mit der Endotoxinaktivitat (48). Wir nahmen jedoch nur
Patienten in die Studie auf, die bereits eine schwere Sepsis oder septischen
Schock entwickelt hatten. Dadurch wahlten wir vermutlich Patienten aus, die
schon fur eine langere Zeit an einer andauernden systemischen Infektion litten.
Die prokoagulatorische Phase die mit dem frGhen Stadium einer systemischen
Infektion assoziiert ist tendiert wahrscheinlich bei manchen Patienten zu einem
Zustand der disseminierten intravaskularen Gerinnung, was nachgewiesen zu
eher antikoagulatorischen Messwerten bei den thromboelastometrischen
Parametern fihrt (78,79).

Man konnte weiter spekulieren, dass in den fortgeschrittenen Stadien der
Sepsis, Wechsel im Gerinnungssystem bereits profund sind, sodass allein die
Elimination von Endotoxin nicht ausreichend ist um die Auswirkungen auf die
viskoelastischen Parameter bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischen

Schock aufzuheben.

4.3 Thrombozytenzahl, Fibrinogenkonzentration und IgM-IVig

Die Routinegerinnungsparameter unterscheiden sich signifikant, sowohl in
Bezug auf die Fibrinogenkonzentration als auch auf die Thrombozytenzahl
wahrend des viertagigen Beobachtungszeitraumes. Bei Nagetieren zeigten
beide Parameter einen Abfall nach der Auseinandersetzung mit Endotoxin
(43,80). Die Thrombozytenzahl blieb in der IgM-IVIg-Gruppe im Laufe der Zeit
stabil. Man konnte spekulieren, dass die IgM-IVIg-Therapie eine Sepsis
assoziierte Thrombozytopenie beeinflussen kdnnte. In einem Tiermodell fanden
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Hofmann et al. einen reduzierten Abfall der Thrombozytenzahl bei Hamstern
nach einer gleichzeitigen Verabreichung von Endotoxin und IgM-IVIg (72).
Thrombozytopenie oder ein Abfall der Thrombozytenzahl von 30% oder mehr
bei schwer kranken Patienten, unabhangig von der Ursache, sind unabhangige

Pradiktoren fur die Letalitat auf der Intensivstation (81,82).

Die reduzierte Thrombozytenaktivierung konnte genauso den Unterschied in
der Fibrinogenkonzentration erklaren, den wir zwischen den Gruppen gesehen
haben, weil die Thrombozytenaktivierung zu einem Verbrauch von Fibrinogen
durch die Gerinnselbildung fuhrt (83).

Unsere Daten konnten andeuten das der Effekt des IgM- IVIg ein Grund sein
konnte far eine Verminderung der Endotoxin vermittelten
Thrombozytenaktivierung und die anschliellende Ausldosung einer Entzindung
und Gerinnselbildung und nicht zu einer reinen Elimination von Endotoxin aus

dem Blutstrom.

4.4 Entzindungsparameter und SOFA Score

Zu Beginn der Studie zeigten der APACHE II, der SOFA Score, die
Entzindungsmarker, auller das LBP, keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Wahrend des Weiteren Beobachtungszeitraumes
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen oder in den Gruppen
beobachtet werden. Deshalb kdnnen wir nicht verschiedene Schweregrade der

Sepsis wahrend des Beobachtungszeitraumes bedenken.

4.5 Limitationen

Die vorliegenden Daten unterliegen verschiedenen Limitationen, die bei der
Interpretation der Ergebnisse berlcksichtigt werden mussen. Die
Stichprobengrolde ist als eher gering einzustufen und muss sorgsam bedacht
werden. Zudem wurden die Patienten nicht auf das potentielle Nicht-
Ansprechen auf die IgM-IVilg-Therapie untersucht. Das mogliche
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Vorhandensein von ,non-respondern® in den Patientengruppen konnte die

Ergebnisse beeinflusst haben.

Weiterhin viel ein geringer taglicher Abfall der Endotoxinaktivitat auch in der
Kontrollgruppe auf. Es erfolgte wahrend der Messungen der Laborparameter
keine Messung des Kortisols, mit dem man einen zirkadianen Effekt erklaren
konnte. Die vorliegende Studie hat lediglich einen explorativen und deskriptiven
Charakter und bewertet, aufgrund der geringen Fallzahl, nicht das klinische

,Outcome” von Patienten.
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5 Zusammenfassung

Die Sepsis ist mit einer hohen Letalitat im Krankenhaus verbunden. Ein
wesentlicher Ausloser der Sepsis ist das Endotoxin. Es fuhrt zu
Entzindungsreaktionen im Organismus mit Ausbildung eines septischen
Schocks bis hin zum Multiorganversagen. Zudem flhrt es zu Veranderungen im
Gerinnungssystem mit unterschiedlich schweren Auspragungen. Das Endotoxin
wird physiologisch im menschlichen Korper durch IgM neutralisiert. In dieser
Studie wurde der Effekt von IgM angereichertem intravendsen Immunglobulin
auf die Endotoxinaktivitat untersucht. Zusatzlich wurden die Auswirkungen einer
IgM-IVIg-Therapie auf Entzindungsparameter und auf viskoelastische und
konventionelle Gerinnungsparameter betrachtet. Patienten mit schwerer Sepsis
und septischem Schock auf einer anasthesiologisch-chirurgischen
Intensivstation wurden rekrutiert. Nach dem Studieneinschluss von 15 Patienten
erfolgte die Implementierung einer neuen SOP, in der die Anwendung von IgM-
IVIg (5g/kg/d fur 3 Tage) integriert wurde. Daraus bildeten sich eine Kontroll-
und eine IgM-IVIg Gruppe. Der Beobachtungszeitraum umfasste 4 Tage. Es
wurde der Endotoxin Activity Assay® (EAA®) zur Messung der
Endotoxinaktivitdt an  Vollblutproben durchgefiihrt. Die durchgefihrte
Rotationsthrombelastometrie ROTEM® diente neben der Messung der
Gerinnungszeiten auch zur Erfassung der mechanischen und zeitlichen
Stabilitat eines Blutgerinnsels. Als MaR fur die Aggregation von Thrombozyten
diente die Impedanzaggregometrie Multiplate®. Die Routinelaborparameter
wurden nach allgemeinem Standard erhoben. Eingeschlossen wurden die
Daten von 26 Patienten. Die IgM-1VIg-Gruppe zeigte am ersten Tag, 6 und 12
Stunden nach Behandlungsbeginn, eine Reduktion der Endotoxinaktivitat
(0,51+0,06 vs. 0,26+0,07, p<0,05) und unterschied sich signifikant im Vergleich
zur Kontrollgruppe 6 Stunden nach Behandlungsbeginn (0,261£0,07 vs.
0,43+0,07, p<0,05). Die Thrombozytenzahl war signifikant hoher in der IgM-
IVIg- Gruppe im Beobachtungszeitraum (200/nl£43 vs. 87/nl£20, p<0,05). Die
Fibrinogenkonzentration war in der Kontrollgruppe am zweiten (311mg/di£37
vs. 475mg/di+47 (p=0,015)) und am vierten Tag (307mg/dl£35 vs. 420mg/dI+16
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(p=0,017)) signifikant niedriger. Es konnten keine Unterschiede in den
thromboelastometrischen oder aggregometrischen Untersuchungen, oder bei
den Entzindungsparametern beobachtet werden. Die prasentierten Ergebnisse
mussen aufgrund der geringen StichprobengrofRe sorgsam interpretiert werden.
Dennoch konnten die Ergebnisse die Basis fur weitere Studien in der Zukunft
sein, die auf IgM-IVIg als eine therapeutische Option bei Patienten mit einer
hohen Endotoxinaktivitdt abzielen. In der vorliegenden Studie fanden wir
Hinweise, dass eine IgM-IVIg-Therapie bei Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock die Endotoxinaktivitat vermindert. Zudem scheint IgM-1VIg
bei o.g. Patienten eine pathognomonische Thrombozytopenie positiv zu

modelieren.
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6 Abstract

Sepsis remains associated with a high mortality rate in hospitals. Endotoxin is
known to be one of the main causes of a sepsis. It leads to inflammatory
reactions in the human body which ultimately might lead to a septic shock and
multiple organ failure. Moreover, Endotoxin has been shown to influence
coagulation parameters to a varying extent. Endotoxin is neutrialized by IgM in

the human body.

This study evaluated the effects of IgM-enriched Immunglobulin on Endotoxin
activity, inflammatory markers, viscoelastic and conventional coagulation

parameters.

Fiveteen patients in a ICU with a severe sepsis and a septic shock were
included in the study. The application of IgM-IVI (5mg / kg/ d over three days)
was now integrated into a newly set up SOP. This generated a “control group”
and a “IgM-IVI"group. Patients were observed for 4 days. Endotoxin Activity
Assay (EAA) was performed on whole blood to measure endotoxinactivity.
Thrombelastometry (ROTEM) was performed in order to test coagulation time
as well as the mechanical and temporal stability of coagula. Lastly, impedance
aggregometry (Multiplate) was performed on whole blood as a measure for
platelet aggregation. All routine laboratory parameters were determined

according to unit’s standards.

Data of 26 patients were included. On day one, EA decreased significantly after
6 and 12 hours of treatment in the IgM-IVIg group (0.51+-0.06 vs. 0,26+-0.07,
p<0.05) and differed significantly in comparison to the control group six hours
after the start of the treatment (0,26+-0.07 vs. 0,43+-0.07, p<0.05). Within the
IgM-IVIg group platelet count was significantly higher during the entire period
under observation (200/nl+-43 vs. 87/nl+-20, p<0.05). The fibrinogen
concentration was significantly lower in the control group on day two
(311mg/dI+-37 vs. 475mg/dl+-47 (p=0.015)) and day four (307mg/dI+-35 vs.
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420mg/dl+-16 (p=0.017). No differences in thrombolastometric or aggreometric

measurements, or inflammatory markers were observed.

Due to the small sample, the presented results must be interpreted carefully.
The results, however, provide a basis for further studies on IgM-IVIlg as a
treatment for patients with high EA. IgM-IVIg reduces EA and seems to
positively affect pathognomonic thrombocytopenia among patients with a

severe sepsis or septic shock.
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Informationen fiir Betreuerin/Betreuer

Systemische Endotoxin-Belastung bei septischen Patienten unter
Pentaglobintherapie (DEEP-Trial)

Sehr geehrte Angehérigen bzw. gesetzliche Betreuer!

Einleitung
Der von Ihnen betreute Patient leidet an einer systemischen, d.h. den gesamten Kérper

betreffenden Entziindung. Eine systemische Entziindung kann auftreten nach
Operationen, Verletzungen, Infektionen, etc. In Abhdngigkeit des Schweregrades kann
es zu Beeintrachtigungen einzelner oder mehrer Organsysteme (Nieren, Leber,
Kreislauf, etc.) kommen. Es gibt Erkenntnisse, dass diese Entziindung zu einer
Beeinflussung der Blutgerinnung fiihrt und umgekehrt. Zur Behandlung der o.g.
Erkrankung wird in bestimmten Féllen das Medikament Pentaglobin eingesetzt. Die
Entscheidung beziglich dieser Therapie obliegt der behandelnden Arztin/dem
behandelndem Arzt. Die Teilnahme oder Ablehnung zur Teilnahme dieser Studie hat auf

diese Entscheidung keinen Einfluss.

Worum geht es in der Untersuchung und was kommt auf den von lhnen betreuten

Patienten zu?

Das Ziel der geplanten Untersuchung ist es, im Blut von Patienten mit ,Ganzk&érper-
Entziindungsreaktion* einen bestimmten Faktor (Endotoxin Activity Assay) zu
untersuchen, der Riuckschlisse auf den Schweregrad dieser Entziindung zuldsst.
Diesen Faktor wollen wir zwei Tests flir Blutgerinnung gegeniberstellen und einen ggf.
vorhandenen Zusammenhang untersuchen.

Die Teilnahme an der Studie hat keinerlei Einfluss auf die Art der Durchfilhrung der
Behandlung. Es werden keinerlei studienbezogene Medikamente verabreicht. D.h. es
handelt sich bei der Studie um eine reine Beobachtungsstudie, die

intensivtherapeutische Behandlung verlauft identisch, unabhangig von Einwilligung oder
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Ablehnung der Studienteilnahme.
Wie oben erwahnt, kann es sein, dass der von |hnen betreute Patient mit dem
Medikament Pentaglobin im Rahmen lhrer Erkrankung behandelt wurden. In dieser

F_—— e P

[aS - prapay |
oluaie soiien

| o = Py | Al mee Tl mcmmentm e -~ —

ie Effekie dieser Therapie auf den Endotoxin Aclivity Assay sowie
verschiedene Blutgerinnungs-Tests untersucht werden.

Far die Durchfihrung der Studie werden an drei aufeinander folgenden Tagen
Blutproben bendtigt. Es handelt sich um insgesamt 125 ml Blut, welches uber
routinemafig in eine Schlagader eingebrachte Kunststoffkanilen gewonnen wird. D.h.

die Menge an Blut ist duBerst gering und es ist keine Blutabnahme via Nadel notwendig.

Welche Risiken und Nebenwirkungen kénnen auftreten?

Es existieren keine Risiken und Nebenwirkungen, die durch die Teilnahme an der Studie
entstehen kénnten. Die angesprochenen Blutentnahmen erfolgen durch routinemaRig im
Rahmen der Intensivtherapie gelegte Katheter, so dass studienbedingte Infektionen,
Blutergiisse oder Nervenschadigungen durch Punktionen nicht auftreten kénnen. Auch
ist die Menge des entnhommenen Blutes so gering, dass daraus keinesfalls die Gabe von

Fremdblut (Transfusionen) resultieren wiirde.

Vorzeitige Beendigung der Studie

Die Teilnahme an der Untersuchung ist freiwillig. Sie kénnen jederzeit, auch ohne
Angabe von Griinden, lhre Bereitschaft widerrufen, ohne dass der von Ilhnen betreuten
Patientin/dem von lhnen betreuten Patient irgendwelche Nachteile fir deren/dessen

arztliche Versorgung entstehen.

Wir hoffen, dass wir lhnen mit Hilfe der Aufklarungsunterlagen und dem Gespréach mit

dem Intensivmediziner alle Fragen beantworten konnten.
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Ansprechpartner:

Dr. Alexander Koch
Oberarzt
Klinik far Anasthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie
Tel.: 069-6301-87468

Prof. Dr. Dr. K. Zacharowksi, FRCA
Direktor
Klinik fur Anasthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie
Tel.: 069-6301-5998
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Einwilligungserklarung

zur Teilnahme an einer Untersuchung mit dem Thema

Systemische Endotoxin-Belastung bei septischen Patienten unter
Pentaglobintherapie (DEEP-Trial)

Name: Vorname:
Pat. Nr.: Geburtsdatum: Grolde: Gewicht:
1.) Ich habe die von Herrn/Frau Dr. durchgefiihrte

Aufklarung Ober Art und Durchfiihrung sowie die méglichen Risiken der Untersuchung
verstanden und hatte Mdéglichkeit, Fragen zu stellen. Ferner hatte ich die Gelegenheit,
die ,Information fiir Betreuerin/Betreuer® durchzulesen und Fragen dazu zu stellen. Die
von mir gestellten Fragen wurden beantwortet. Ich konnte mir geniigend Zeit nehmen,
bevor ich meine Entscheidung zur Teilnahme an dieser klinischen Untersuchung
getroffen habe.

2.) Die Teilnahme an dieser klinischen Untersuchung ist freiwillig. Ich kann jederzeit
ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile meine Einwilligung zuriickziehen. Eine
derartige Entscheidung hat keinen Einfluss auf die weitere medizinische Behandlung.

3.) Eine Kopie dieser Einwilligungserklarung habe ich von dem die Untersuchung
durchfilhrenden Arzt erhalten. Die schriftliche ,Information fiir Betreuerin/Betreuer®
wurde mir ausgehandigt.

4.) Eine Kompensation erfolgt nicht.

lch bin mit der Aufzeichnung der im Rahmen der Studie erhobenen
Krankheitsdaten und ihrer anonymisierten Verwendung, z. B. fir
Veréffentlichungen einverstanden.

Dem mutmaRlichen Willen der von mir betreuten Patientin/des von mir betreuten Patient
entsprechend, stimme ich der Teilnahme an der Studie zu.

Eine Kopie der Information fir Betreuerin/Betreuer und Einwilligungserklarung habe ich
erhalten. Das Original verbleibt beim Prifarzt.

(Datum / Unterschrift des Betreuers) (Datum / Unterschrift des aufklarenden Arztes)
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Patienteninformation

Sekundéaraufklarung

Systemische Endotoxin-Belastung bei septischen Patienten unter
Pentaglobintherapie (DEEP-Trial)

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Einleitung

Sie leiden/litten an einer systemischen, d.h. den gesamten Kérper betreffenden
Entzindung. Eine systemische Entzindung kann auftreten nach Operationen,
Verletzungen, Infektionen, etc. In Abhdngigkeit des Schweregrades kann es zu
Beeintrachtigungen einzelner oder mehrer Organsysteme (Nieren, Leber, Kreislauf, etc.)
kommen. Es gibt Erkenntnisse, dass diese Entziindung zu einer Beeinflussung der
Blutgerinnung fihrt und umgekehrt. Zur Behandlung der o.g. Erkrankung wird in
bestimmten Fallen das Medikament Pentaglobin eingesetzt. Die Entscheidung beziglich
dieser Therapie obliegt der behandelnden Arztin/dem behandelndem Arzt. Da Sie zum
Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie nicht einwilligungsfahig waren, méchten wir
dies hiermit nachholen. Mit dieser Information wollen wir Sie Uber die durchgefihrte
Untersuchung aufkldren, und - sofern Sie sich zur Teilnahme an der Studie

entschlielfen — Ihr Einverstdndnis einholen.

Worum geht es in der Untersuchung und was wurde durchgefuhrt?

Das Ziel der geplanten Untersuchung ist es, im Blut von Patienten mit ,Ganzkdrper-
Entzindungsreaktion* einen bestimmten Faktor (Endotoxin Activity Assay) zu
untersuchen, der Rickschlusse auf den Schweregrad dieser Entziindung zuldsst.
Zusatzlich wollen wir zwei Blutgerinnungs-Tests durchfuhren und einen ggf.
vorhandenen Zusammenhang untersuchen.

Es wurden keinerlei studienbezogene Medikamente verabreicht. D.h. es handelt sich bei
der Studie um eine reine Beobachtungsstudie, die intensivtherapeutische Behandlung

verlauft identisch, unabhangig von Einwilligung oder Ablehnung der Studienteilnahme.
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Wie oben erwahnt, kann es sein, dass Sie mit dem Medikament Pentaglobin im Rahmen
Ihrer Erkrankung behandelt wurden. In dieser Studie sollen die Effekte dieser Therapie
auf den Endotoxin Activity Assay sowie verschiedene Blutgerinnungs-Tests untersucht
werden.

Fur die Durchfuhrung der Studie wurden an drei aufeinander folgenden Tagen
Blutproben abgenommen. Es handelte sich um insgesamt 125 ml Blut, welches Uber
routinemaBig in eine Schlagader eingebrachte Kunststoffkantlen gewonnen wurde. D.h.
die Menge an Blut war auRerst gering und es war keine Blutabnahme via Nadel

notwendig.

Welche Risiken und Nebenwirkungen kénnen auftreten?

Es existieren keine Risiken und Nebenwirkungen, die durch die Teilnahme an der Studie
entstehen koénnten. Die angesprochenen Blutentnahmen erfolgten durch routinemandig
im Rahmen der Intensivtherapie gelegte Katheter, so dass studienbedingte Infektionen,
Bluterglsse oder Nervenschadigungen durch Punktionen nicht auftreten kénnen. Auch
war die Menge des entnommenen Blutes so gering, dass daraus keinesfalls die Gabe

von Fremdblut (Transfusionen) resultierte.

Vorzeitige Beendigung der Studie

Die Teilnahme an der Untersuchung ist freiwillig, Sie kénnen jederzeit, auch ohne
Angabe von Grinden, lhre Bereitschaft widerrufen, ohne dass |hnen dadurch

irgendwelche Nachteile fur lhre arztliche Versorgung entstehen.

Wir hoffen, dass wir Ihnen mit Hilfe der Aufklarungsunterlagen und dem Gesprach mit
dem Intensivmediziner alle Fragen beantworten konnten.
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Ansprechpartner:

Dr. Alexander Koch
Oberarzt
Klinik fur Anasthesiologie, Intensivmedizin und SchmerztherapieTel.: 069-6301-87468

Prof. Dr. Dr. K. Zacharowksi, FRCA
Direktor
Klinik far Anasthesiologie, Intensivmedizin und SchmerztherapieTel.; 069-6301-5998
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Einwilligungserklarung

zur Teilnahme an einer Untersuchung mit dem Thema

Systemische Endotoxin-Belastung bei septischen Patienten unter
Pentaglobintherapie (DEEP-Trial)

Name: Vorname:
Pat. Nr.: Geburtsdatum: Grolde: Gewicht:
1.) Ich habe die von Herrn/Frau Dr. durchgefihrte

Aufklarung Gber Art und Durchfiihrung sowie die méglichen Risiken der Untersuchung
verstanden und hatte Méglichkeit, Fragen zu stellen. Ferner hatte ich die Gelegenheit,
die ,Patienteninformation” durchzulesen und Fragen dazu zu stellen. Die von mir
gestellten Fragen wurden beantwortet. Ich konnte mir gentigend Zeit nehmen, bevor ich
meine Entscheidung zur Teilnahme an dieser klinischen Untersuchung getroffen habe.

2.) Die Teilnahme an dieser klinischen Untersuchung ist freiwillig. Ich kann jederzeit
ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile meine Einwilligung zuriickziehen. Eine
derartige Entscheidung hat keinen Einfluss auf die weitere medizinische Behandlung.

3.) Eine Kopie dieser Einwilligungserkldrung habe ich von dem die Untersuchung
durchflhrenden Arzt erhalten. Eine schriftiche Patienteninformation wurde mir
ausgehandigt.

4.) Eine Kompensation erfolgt nicht.

Ich bin mit der Aufzeichnung der im Rahmen der Studie erhobenen
Krankheitsdaten und ihrer anonymisierten Verwendung, z. B. fiir
Verdffentlichungen einverstanden.

Ich erklare mich bereit an der Studie teilzunehmen.

Eine Kopie der Patienteninformation und Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das
Original verbleibt beim Prifarzt.

(Datum / Unterschrift des Patienten) (Datum / Unterschrift des aufkidrenden Arztes)
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Endotoxin-Studie (DEEP-Trial)

Pentaglobingabe nach folgendem Schema:

Fiir den Patienten

erfolgt die Gabe von Pentaglobin

mit einer Laufrate von ml/h
am von bis Uhr
am von bis Uhr
am von bis Uhr
Bei Fragen bitte an die Study Nurses unter Tel. 87420
wenden.

Endotoxin-Studie (DEEP-Trial

Pentaglobingabe nach folgendem Schema:
Fiir den Patienten

erfolgt die Gabe von Pentaglobin

mit einer Laufrate von mlh
am von bis Uhr
am von bis Uhr
am von bis Uhr
Bei1 Fragen bitte an die Study Nurses unter Tel. 87420
wenden.
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9 Eigene Veroffentlichungen
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10 Lebenslauf
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11 Danksagung

Herrn Priv.-Doz. Dr. med. habil. Alexander Koch danke ich fur die Bereitstellung
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Doktorvater. Ein besonderes Dankeswort mochte ich an meine Betreuerin Dr.
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12 Schriftliche Erklarung

Ich erklare ehrenwortlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main zur Promotionsprifung

eingereichte Dissertation mit dem Titel

Systemische Endotoxinbelastung bei septischen Patienten unter

Pentaglobintherapie

in der Klinik fir Anasthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie unter
Betreuung und Anleitung von Priv.-Doz. Dr. Alexander Koch mit Unterstitzung
durch Dr. Saskia Wand ohne sonstige Hilfe selbst durchgefuhrt und bei der
Abfassung der Arbeit keine anderen als die in der Dissertation angefuhrten
Hilfsmittel benutzt habe. DarUber hinaus versichere ich, nicht die Hilfe einer

kommerziellen Promotionsvermittiung in Anspruch genommen zu haben.

Ich habe bisher an keiner in- oder auslandischen Universitat ein Gesuch um
Zulassung zur Promotion eingereicht. Die vorliegende Arbeit wurde bisher nicht

als Dissertation eingereicht.

Vorliegende Ergebnisse der Arbeit wurden in folgendem Publikationsorgan

veroffentlicht:

Wand S, Klages M, Kirbach C, et al. IgM-Enriched Immunoglobulin Attenuates
Systemic Endotoxin Activity in Early Severe Sepsis: A Before-After Cohort
Study. PLoS One. 2016;11(8):e0160907. doi:10.1371/journal.pone.0160907.
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(Ort, Datum) (Unterschrift)

87



