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Problemstellung 1

1 PROBLEMSTELLUNG

Infektionen in Folge von Operationen sind auch heute trotz Einsatzes
antibakterieller Arzneistoffe und der Einhaltung moderner Hygienemafinahmen ein
therapeutisches Problem. Postoperative Wundinfektionen fihren zu einer
gesteigerten Morbiditat- und Letalitatsrate, einem verlangerten Klinikaufenthalt und

somit zu erhdhten Therapiekosten.

Als Hauptkomplikation bei Herzoperationen tritt die postoperative Infektion des
Sternums (Mediastinitis) auf, da die mediane Sternotomie, die Langsdurchtrennung
des Brustbeins, der Standardzugang fur herzchirugische Eingriffe ist. Die
postoperative Mediastinitis kommt zwar nur selten vor (Inzidenz < 10 %), allerdings
weist sie eine Mortalitat von bis zu 50% auf. Zusétzlich zu verschiedenen operativen
Behandlungsmethoden, die dazu dienen, Keimfreiheit im Mediastinum zu erreichen,
werden die betroffenen Patienten mit Antibiotika behandelt. Antibiotika werden
mittlerweile bei Herzoperationen routinemallig zur Prophylaxe der Mediastinitis

verabreicht.

Cefazolin, ein Cephalosporin der ersten Generation, und Linezolid, ein
Makrolidantibiotikum, werden aufgrund ihrer bereits bekannten guten
Gewebegangigkeit zur Therapie von bakteriellen Infektionen des Knochengewebes
klinisch eingesetzt. Cefazolin, das durch Einfihrung einer Mercapto-Gruppe in
Position-3 gut vertraglich gemacht wurde, erreicht zudem schnell einen hohen
Serumspiegel und besitzt eine relativ geringe Serumbindung. Bei Linezolid, einem
Oxazolidonderivat, sind aufgrund der speziellen Interaktion mit der 50S-Untereinheit

bakterieller Ribosomen, kaum Kreuzresistenzen zu erwarten. Es gibt jedoch nur
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wenige Studien, die die Vorteile und etwaige Nachteile dieser Chemotherapeutika

prifen und belegen.

In der vorliegenden Diplomarbeit soll anhand der HPLC-Analyse von
Plasmaproben und Gewebsflissigkeitsproben, die mittels Mikrodialyse aus dem
Sternumgewebe gewonnen werden, die Konzentration beider Antibiotika im

Knochengewebe bestimmt werden.
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2 EINLEITUNG

Trotz verbesserter Operationstechniken, der Erforschung der Entstehung von
Infektionen und dem prophylaktischen Einsatz von Antibiotika vor Operationen sind
postoperative Wundinfektionen immer noch ein grof3es Problem in der medizinischen
Therapie. Nach Harnwegsinfekten sind postoperative Wundinfektionen die
zweithaufigste Ursache nosokomialer Infekte, d.h. Infekte, die im Zuge eines
Krankenhausaufenthalts oder in einem Pflegeheim erworben wurden. Man schatzt,
dass zwischen 2 — 5 % aller operierten Patienten einen postoperativen Wundinfekt

entwickeln, die wiederum ca. ein Viertel aller nosokomialen Infektionen ausmachen.

2.1 Postoperative Mediastinitis

Das Mediastinum ist das Gebiet in der Mitte des Brustraums und wird
Medistinal- oder Mittelfeldraum genannt. Diese Zone, die zwischen den beiden
Pleurahéhlen, beziehungsweise zwischen den Lungen liegt, wird beidseitig durch
den Partes mediastenales und die Pleura parietales abgegrenzt. Begrenzt wird es
nach vorne hin durch das Brustbein und den Rippenknorpel. Nach hinten stellen die
Wirbelkdrper und die hintere Brustwand die Grenze dar. Kaudal begrenzt wird das
Mediastinum durch das Zwerchfell und kranial steht es mit dem Hals durch dessen
Bindegeweberaum in direktem Zusammenhang (siehe Abbildung 1). Da bei
Herzoperationen die Langsdurchtrennung des Brustbeins der Standardzugang zum
Brustbereich ist, tritt als Komplikation haufig eine bakteriell bedingte eitrige

Entzindung des Weiteilgewebes und der Organe im Mittelfellraum (Mediastinitis) auf.
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Abbildung 1: Der Mittelfellraum (Mediastinum) (1)

Die akute Infektion der mediastinalen Strukturen ist ein medizinischer Ernstfall
und weist eine hohe Letalitat auf. Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten des
Krankheitsverlaufes, namlich descendal und ascendal. Deszendierend heif3t, dass
die Infektion Uber eine sich an der Oberflache befindende Wundheilstérung beginnt,
sich zu einer Infektion des Brustbeins mit oder ohne Beteiligung des Knochenmarks
(Sternumosteitis) weiterentwickelt und schliel3lich in der Mediastinitis endet.
Aszendierend ist der genau umgekehrte Weg, nadmlich von der Mediastinitis zur
Sternumosteitis und schlief3lich kann sich die Infektion tber die Weichteile bis an die
Oberflache des Korpers ausdehnen. Unbehandelt endet eine Entzindung des

Mittelfellraums durch Sepsis und/oder Mehrfachorganversagen letal. (2, 3)
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2.1.1 Inzidenz und Risikofaktoren

Das Auftreten der akuten, postoperativen Mediastinitis und der
Sternumosteomyelitis ist mit einer H&aufigkeit von 1 — 4 % selten. Aber durch
perioperative Infektionen ausgeloste Komplikationen weisen eine hohe Mortalitat auf,
namlich bis zu 50 % (4, 5, 6, 7) durchschnittlich 10 — 25 %. (8) Md&gliche chirurgische

Risikofaktoren fur das Auftreten einer poststernalen Mediastinitis sind: (9, 6, 10)

1. Die Entnahme beider Arteriae thoracicae internae als Anschlussarterien
2. Die intraoperative Verwendung von Knochenwachs
3. lange Operationszeiten

4. Eine kardiale Re-Operation

Magliche Risikofaktoren den Patienten selbst betreffend sind: (6, 10)

1. Insulinpflichtiger Diabetes Mellitus

2. COPD-Erkrankung

3. Adipositas

4. Herzinsuffizienz

5. terminale Niereninsuffizienz

6. Bestrahlung des Operationsabschnittes
7. Osteoporose am Sternum

8. Immunsuppression

2.1.2 Mikrobielle Atiologie

Postoperative Wundinfektionen kénnen entweder auf endogenem Weg durch
die Normalflorabewohner des Patienten oder auf exogenem Weg durch das OP-

Personal oder die Umgebung verursacht werden. Man nimmt an, dass ca 10 % aller
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chirurgischen Wundinfektionen durch exogene Quellen ausgeldst werden. Durch das
Desinfizieren der Hande, des Fulbodens und durch das Tragen von Mund- und
Kopfschutz kann dieses Kontaminationsrisiko stark reduziert, jedoch nicht génzlich

beseitigt werden.

Bei endogenen Infektionen ist meist die mikrobielle Flora im Operationsgebiet
verantwortlich, vor allem Hautkeime wie Staphylokokkus aureus oder koagulase-
negative Staphylokokken. Die mit einer Inzidenz von 1 — 4 % nach einer Sternotomie
auftretende Mediastinitis, wird ebenso durch Mikroorganismen ausgelost. Bei den

beteiligten Organismen handelt es sich meist um folgende (siehe Tabelle 1):

Tabelle 1: Mikrobielle Atiologie von postoperativer Mediastinitis (11)

Bacterial etiology Number of With positive blood Median time from operation 90-Day all cause
patients cultures (or reoperation) to mortality
symptoms of infection
(days)

Gram-positive
bacteria
Coagulase negative 54 4 (7%) 7,5 11 (20%)
staphylococci®
Staphylococcus 31 21 (68%) 7,0 4 (13%)
aureus”
Alpha streptococci® 6 1 (17%) 3,5 0
Propionibacterium 4 1 (25%) 5,5 1 (25%)
Other gram-positive 2 1 (50%) 6,0 1 (50%)
bacteria®

Gram-negative

bacteria

Klebsiella sp. 6 6 (100%) 4,0 2 (33%)
Enterobacter sp. 5 0 7,0 2 (40%)
Escherichia coli 8 2 (67%) 3,0 1 (33%)
Other gram-negatives® 6 1 (17%) 7,5 1 (17%)
Fungus

Candida albicans 1 0 11,0 1 (100%)
Negative cultures 8 0 9,5 0
SUM 126 37 (29%) 7,0 24 (19%)

%In combination with Enterococcus in three patients and with Propionibacterium in one.

®In combination with Propionibacterium in one patient and with Escherichia coli in one.

°In combination with Mycoplasma pneumoniae in one and with b-hemolytic Streptococcus C in one.
is, pneumoniae (1), Enterococcus (1).

°H. parainfluenzae (2), Citrobacter (1), Hafnia (1), Pseudomonas (1), Enterobacter (1), Serratia (1)
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2.1.3 Diagnose und Symptome

Diagnostiziert wird eine postoperative Mediastinitis meist klinisch mit Hilfe der
typischen Zeichen einer lokalen Wundinfektion. Viele Patienten zeigen auf3erdem
Sekretion aus der Wunde, einen erhohten CRP — Wert (CRP: C-Reaktives Protein),
Leukozytose und Fieber. Etwa jeder zweite Patient hat zusatzlich noch eine
Sternuminstabilitat. Um mdglichst zweifelsfrei eine postoperative Mediastinitis zu

diagnostizieren, bendtigt es eine der folgenden Punkte: (12)

1. Einen Organismus, isoliert vom medistinalen Gewebe

2. Vom behandelnden Chirurgen gesehene Infektion wahrend der Operation
3. Schmerzen im Brustbereich

4. sternale Instabilitat

5. Fieber — in Kombination mit aus dem Brustbereich kommendem Eiter oder
einem aus dem Blut oder aus der Drainage isoliertem Organismus.

2.1.4 Therapie

Besteht der Verdacht, dass es sich bei der vorliegenden Infektion um eine
sternale Wundinfektion handelt, muss umgehend mit einer adaquaten Therapie
begonnen werden. Bei oberflachlichen Wundheilungsstérungen reichen konservative
Wundbehandlungen meist aus. Diese beinhalten eine Reinigung, regelmaRiger

Verbandswechsel und Kihlung.

Eine Spilung mit einem Katheter, wahrend der Brustkorb geschlossen ist
(closed chest catheter irrigation), galt lange Zeit als Goldstandard. Diese Behandlung
hatte allerdings Sterblichkeitsraten von 4,8 - 10,8 %. (13) Seit einigen Jahren gilt die

VAC (Vacuum-assisted-closure Therapy) - Technik kombiniert mit Antibiotika als
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Goldstandard im Bereich der Wundversorgung. (14, 15) Die VAC-Technik ist seit
1997 bekannt und basiert auf dem Anlegen von negativem Druck auf der Wunde

(siehe Abbildung 3).

Entfernen des
Wundexsudats

TRAL Pad™

T VACS PU Dressing

"'ir_utmu;i_iﬂla-

e i  Stimulation des
st PE—
* ’ ‘ Verminderte * '

g i bakterielle Belastung

Abbildung 2: VAC (Vacuum-assisted-closure Therapy) Technik (16)

Durch die andauernde Sogkraft wird fliissiger Uberschuss abtransportiert, das
Gewebsodemrisiko gesenkt und nebenbei die bakterielle Kolonisation verhindert.
(17) Durch Anlegung eines negativen Drucks auf die Oberflache der Wunde fordert
man die Wundheilung mehrfach. Einerseits stellt die Pumpe eine feuchte
Wundheilung sicher, andererseits reduziert sich so auch Uberschussiges, flr
Mikroorganismen als Nahrboden geeignetes, Wundsekret. Durch das angelegte
Vakuum werden die Bakterien auch in ihren Anzahl reduziert, auRerdem stimuliert
negativer Druck die Durchblutung der Wunde und somit die Sauerstoffzufuhr. Zudem
wird die Produktion von Granulationsgewebe angeregt. Es zeigte sich eine klrzere
Heilungsdauer als bei klassischer Spilung bei Ausheilung der Infektion und hoher

Uberlebensrate.
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Abbildung 3: Uberlebensrate mit VAC-Behandlung bei einer Follow-up Studie nach
Herzoperation und darauffolgender poststernaler Med iastinitis (18)

Liegt eine tiefere Stérung der Wundheilung vor, dann reichen diese
konservativen MalRnahmen nicht aus. Besonders Patienten, nach einer
unterzogenen Sternotomie, muissen zusatzlich eine Therapie mit geeigneten
Antibiotika erhalten. Im Allgemeinen wird durch eine perioperative und postoperative
Antibiotikaprophylaxe das Infektionsrisiko gesenkt. Eine Infektion kann dadurch

allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
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2.2 Cefazolin

Cefazolin (C14H14N30483; (6R,7R)-3-[(5-Methyl-1,3,4-thiadiazo|—2-yl)-
thiomethyl]-8-oxo-7-[2-(1H-tetrazol-1-yl)-acetamido]-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-
en-2-carbonsaure; Molekulargewicht: 454.507 g/mol) ist ein halbsynthetisches

Cephalosporin, welche wiederum zu den B-Laktam-Antibiotika gehéren. (19)

N—y HO_ _O
/|
/<S)\S S p
/L:/( 2 N=N
75 WA

Abbildung 4: Strukturformel von Cefazolin

Es besitzt eine gute in vitro Aktivitdit gegen methicillin - empfindliche
Staphylokokken (MICgo: 1mg/l) und nicht enterokokkale Streptokokken (MICgy: 0,1-
2mgl/l). (20) Es wird sehr gut vertragen und besitzt eine gute Knochengangigkeit. (21,
22) Kontraindiziert ist Cefazolin bei einer Hypersensitivitatt gegenuber

Cephalosporinen oder Penicillinen.

2.2.1 Wirkmechanismus

Naturlich vorkommende Cephalosporine sind nur schwach antibiotisch
wirksam, aber durch Substitution und Einflihrung verschiedenster Seitenketten in
Position 3 und 7 des Grundgerustes wird die Proteinbindung, die B — Lactamase —
Stabilitat, die Resorption aus dem Gastro — Intestinal Trakt, die Stabilitéat gegentber
einer Desacetylierung und das antibakterielle Wirkungsspektrum positiv beeinflusst.

Eine Offnung des B — Lactam — Rings z.B. durch Enzyme der Bakterien fiihrt zum
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Wirkungsverlust. (19) Cephalosporine wirken bakterizid. Als bakterizid darf man
Antibiotika bezeichnen, die Bakterien so sehr beschadigen, dass sie einen
irreversiblen Zelltod ausldsen. Die Gruppe der Cephalosporine wirken nur auf Keime,
die proliferieren. Das heil3t Persister, das sind ruhende Keime, sind gegeniber
Cephalosporinen unempfindlich, aber nicht resistent. Die fehlende Wirksamkeit

gegenuber Enterokokken ist allen Cephalosporinen gemein.

Wirkung von Antibiotika

Zellwandsynthese DNA-Replikation (DNA Gyrase)

Penicilline Nitroimidazole DNA-abhangige

Cephalosporine { Quinclane RMNA-Polymerase

Bacitracin e Zellwand  Rifampin

Cycloserine # -

\Vancomycin ) g

Fosfomycin g

Carbapenems 5 ver000 Proteinsynthese
N (50 Inhibitoremn)

Folsdure- Ribosomen

stoffwechsel

Chlaramphenicol
Clindarrtycin

{ Erythraorrycin

(50} (30 (30,

Trimethoprim e
LTI P 1)

Sulfonamide

Proteinsynthese
(a0s-Inhibitaran)

{ Tetracykline

| Spectinoryein
Streptorrycin

{ Gentamaizin

p-Amino-Benzoesiure

Zellmembran

Falyrryxine Bakterienzelle

Amikacin

Abbildung 5: Antibiotika und deren Angriffspunkte a m Bakterium (23)

B — Lactam-Antibiotika, und somit auch Cephalosporine, hemmen die
Zellwandsynthese von Bakterien indem sie mit der Murein-Transpeptidase
interagieren und so die Quervernetzung der lineraren Glycopeptidstrdnge stéren
(siehe Abbildung 5). Weiters gibt es auch Carboxypeptidasen und Endopeptidasen,
welche ebenso eine regulatorische Funktion bei der Synthese der Zellwand haben.
Eben diese Peptidasen werden auch als Penicillin-bindende Proteine bezeichnet
(PBP). Mittlerweile sind mindestens 7 verschiedene Enzyme dieser Klasse bekannt.

Wie die Abt6tung der Bakterien genau funktioniert ist nicht geklart. Man nahm friher
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an, dass Bakterien die Penicillinen ausgesetzt waren, an einer Lyse, die durch
Osmose verursacht wurde, zu Grunde gehen. Heutzutage geht man von einer

Beteiligung von Autolysinen aus, die durch Antibiotika aktiviert werden. (23)

2.2.2 Pharmakokinetik

Cephalosporine der ersten Generation, wie Cefazolin, werden im Gastro —
Intestinaltrakt nicht resorbiert, sondern missen per Injektion verabreicht werden. Das

sensible Erregerspektrum umfasst folgende Bakterien: (24)

» Gram — positive Bakterien: Methicillin — empfindlicher Staphylococcus aureus
(MSSA); Coagulase — negativer Staphylococcus; Penicillin — empfindlicher

Streptococcus pneumoniae und Strept. species plurales.

* Gram — negative Bakterien: Moraxella catarrhalis, Eschericha coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis

Bei einer Dosierung fur Erwachsene von 1 - 2 g intravends oder intramuskular
alle 8 Stunden wird ein Spitzenplasmaspiegel (Cmax) von 188 pg/ml erreicht. Fur den
prophylaktischen Gebrauch vor einer Operation werden ublicherweise 1 g intravends
oder intramuskuldr 30 — 60 Minuten vor einer Operation gegeben. Fir die

Nachbehandlung sind 0,5 — 1 g intravents oder intramuskular alle 6 — 8 h tblich. (24)

Die Proteinbindung von Cefazolin betragt 74 — 86 %. Das Verteilungsvolumen
betragt 10 L und die Halbwertszeit 1,8 h. (24) Da Cefazolin ausschlief3lich Gber die
Niere bzw. Uber den Urin unverandert ausgeschieden wird, muss bei

Beeintrachtigung der Nierenfunktion die Dosis entsprechend angepasst werden. (19)
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2.3 Linezolid

Chemisch betrachtet gehort Linezolid (Ci6H20FN3O4; (S)-N-((3-(3-Fluor-4-(4-
morpholinyl)phenyl)-2-oxo-5-oxazolidinyl)-methyl]-acetamid,; Molekulargewicht:
337.3461 g/mol) zu den 2-Oxazolidinonen. (25) Diese wirken auf gram-positive

Bakterien wie Streptokokken, Pneumokokken, Enterokokken und Staphylokokken.

0"
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Abbildung 6: Strukturformel von Linezolid (26)

Linezolid gilt als Reserveantibiotikum und wird bei multiresistenten Keimen
eingesetzt. Es gibt derzeit noch keine Parallelresistenzen. Indiziert ist dieses
Antibiotikum bei Pneumonien und zur Behandlung von Haut- und
Weichteilerkrankungen. Es wirkt gegen gram-positive Bakterien. Als Wechselwirkung

sei die reversible Hemmung der Monoaminooxidasen A und B zu nennen. (27)

2.3.1 Wirkungsmechanismus

Bei der Proteinsynthese wird die vorhandene genetische Information zunachst
auf die mRNA (messenger RNA) Ubertragen. Diese bildet im Zytoplasma einen
Komplex mit der ribosomalen 50S-Einheit und der Starter-tRNA (transfer RNA). Hier
legt sich nun die ribosomale 30S-Einheit an. Durch Bindung der tRNA mit dem

entsprechenden Anticodon an das Trinukleotid der mRNA (Codon) wird eine
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Aminosaure codiert. Durch Stoérung der Bindung von tRNA an der Akzeptorstelle im
Initiationskomplex wird das Bakterium an der Proteinsynthese gehindert. Humane
Ribosomen unterscheiden sich trotz &hnlicher Funktion in ihrem Aufbau deutlich vom
bakteriellen Gegenstick, daher gibt es selten Nebenwirkungen beim Menschen, die
die Proteinsynthese betreffen. (28) Linezolid stort die Proteinbiosynthese von

Bakterien also in einer sehr frithen Phase.

Abbildung 7: Linezolid blockiert die Eiweil3produkti on im Ribosom von Bakterien (29)

Linezolid zeigt in erster Linie einen bakteriostatischen Effekt gegen
Staphylokokken und Enterokokken bei 2-, 4- und 10-facher MICgq-Konzentration. (30,
31) Eine geringe bakterizide Wirkung konnte in Modellen gegen Streptococcus
pneumoniae und S. Pyogenes festgestellt werden. (32) Durch klinische Studien
konnte auch eine Wirkung von Linezolid gegen gram positive Erreger, wie
Staphylococcus aureus, coagulase-negative Staphylococci, Enterokokken und
Streptokokken nachgewiesen werden. (33, 34). Die minimale Hemmkonzentration,
bei der 90 % aller Pathogene (MICg) im Wachstum gehemmt werden, liegt abhangig
vom gram positiven Bakterium zwischen 0,5 und 4 pg/l. (35, 38, 36, 37). Zum

Beispiel pathogene gram positive Bakterien, wie Staphylococcus epidermis und
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Staphylococcus aureus, welche bei Infektionen wahrend einer Herzoperation, leider

immer wieder auftreten. In vitro wurde eine sehr langsame Resistenzsteigerung

bemerkt. Daher kann man vermuten, dass sich auch in vivo Resistenzen entwickeln.

Es gibt eine RNA-Mutation der 23S-rRNA, die zu einer Resistenz fuhrt. (27)

2.3.2 Pharmakokinetik

Linezolid kann

intravents, als orale Suspension oder als Filmtablette

verabreicht werden. Es hat eine ausgezeichnete Bioverflgbarkeit von ~100% in

gesunden Probanden und die maximale Plasmakonzentration (Cnax) ist nach 0,5 bis

2 Stunden erreicht.

(38, 39, 40) Wurde fettreiche Kost vor der Applikation

aufgenommen, verzogert sich die Erreichung der Cnax um 1,5 bis 2,2 Stunden und

die maximale Plasmakonzentration wird ebenfalls um 15 - 20% gesenkt. (39) Das

Verteilungsvolumen liegt im Steady State bei einem gesunden Probanden zwischen

30 bis 50 Liter also 0,5 - 0,6 L/kg welches dem Gesamtkdrperwasser entspricht. (43)

Tabelle 2: Gewebskonzentrationen von Linezolid in 1

2 Patienten nach einer Hiftoperation (41)

Parameter/time

Linezohd

median (mg/L)

mean (mg/L) 95% CI{mg/L)

Blood concentration
10 min
20 min
30 min
8h
12h
16 h?
Bone concentration
10 min
20 min
30 min
Fat concentration
10 min
20 min
30 min
Muscle concentration
10 min
20 min
30 min

16.9
4.4
3.2
4.1
22
1.3

10.5
1.8
101

19.2 15.5-22.8
15.8 12.5-19.1
14.3 11.3-17.2
5.1 3865
2.8 1.4-4.3
11.6 B.E-144
9.1 7.7-10.6
8.6 56-11.6
6.3 39-86
4.5 3.0-6.1
5.2 4.0-6.4
4.1 3348
10.4 8.1-12.7
13.4 10.2-16.5

12.0 0.2-14.8
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Linezolid hat ein sehr gutes Penetrationsvermdgen. 10 min nach Erhalt einer
600 mg Infusion kénnen bereits mittlere Konzentrationen von 9,1 mg/l im Knochen
festgestellt werden, die nach 30 min auf 6,3 mg/l abfallen. Im Muskelgewebe kann
noch eine hohere Konzentration erreicht werden. Im Fettgewebe ist die
Konzentration am niedrigsten. (41) (Tabelle 2) Die Proteinbindung von Linezolid liegt

bei ungefahr 31 %. Sie ist nicht konzentrationsabhangig. (42)

Linezolid hat einen relativ komplizierten Metabolismus, der zwel

Hauptmetaboliten und einige Nebenprodukte hervorbringt (siehe Abbildung 8).
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lactone pathway  / other trace
(non-enzymic) /' lactam metabolites and
pmhwgs} PMLI 103368
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{“) R4 _/H-.l
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HO Q { (| l NH,
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PKNL 142586 | PNU D040
and PNLE (43000 (not shown

at least three other l

metabolites 0]

PNL 142620 a < oN % a
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PNU 173558 H ) —_N CH,
F H
PN 142300
and PNU 143131 (not shown)
v
PNU 144089

Abbildung 8: Metabolismus von Linezolid (43)

Die Hauptmetaboliten werden durch Oxidation des Morpholinringes produziert.
Das Ergebnis davon sind zwei gedffnete  Carbonsaurederivate: Ein

Aminoethoxyessigsaure Metabolit PNU-142300, dessen Bildung der



Einleitung

17

geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Clearance von Linezolid ist (44) und ein

Hydroxyethylglycin Metabolit.

Tabelle 3: Pharmakokinetische Parameter fir Linezol

id und dessen Hauptmetaboliten (43)

Parameter Linezolid

PNU-142586 PNU-142300

AUC, 2(mg-h/L) 99.5+47.5

C,n (Me/L) 17.8+ 6.03
T, (h) 0.87+0.35
f, (h) 3.54+1.37
V(L) 20,8+0.42
C.. (mg/L) 243+2.15

35.7x174

398+ 1.78
3.25+£0.46
6.38+3.04

.61 +0.91]

11.5+64

.61 £0.78
200046
409+ 1.12

0.36x0.24

AUC, |, area under the concentration—time curve from 0 to 12 h; C.. maxi-
mum concentration of drug in serum: T, time 0 maximum concantration of
drug in serum; fy, half-life; V. volume of distribotion at steady state; C .
minimum concentralion of dnig in serum.

Die Elimination von Linezolid erfolgt zum gro3ten Teil Uber den Urin. Im

Steady State, welcher nach 4 - 5 Halbwertszeiten erreicht ist, erscheinen 30 % des

Linezolids im Urin als Linezolid, 40 % als PNU-142586 und 10% als PNU-142300.

Als Linezolid findet sich im Stuhl 0 % der Ausgangsdosis, aber 6 % als PNU-142586

und 3 % als PNU-142300. Ungeféahr 65 % der Clearance von Linezolid erfolgen nicht

renal. (44) Die Clearance-Rate von Linezolid betragt 80 ml/min, 65 % davon durch

nicht-renale Mechanismen. (45)
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2.4 Mikrodialyse

Die Mikrodialyse dient zur Gewinnung und zur anschlielenden Untersuchung
von Substanzen aus dem Extrazellularraum. Diese Methode ist seit etwa vier bis funf
Jahrzehnten bekannt. Vorgangermodell war das von J.H. Gaddium im Jahre 1960
beschriebene Verfahren, in man via Kanule eine Flissigkeit in das zu analysierende
Gewebe pumpte (to push) und mittels einer zweiten Kanule konnte man diese dann
wieder abziehen. (to pull). Nachteile bei dieser Push-Pull-Sonde waren zum Beispiel
eine mogliche Odembildung aufgrund Flissigkeitsaufnahme in die Zellen und der
enorme technische Aufwand, da der Flow in beiden Kanllen zu jeder Zeit genau

gleich gehalten werden musste. (46)

B

Semipermeable
membrane

Abbildung 9: Prinzip der Mikrodialyse. (A) unbewegl iche Sonde, (B) Die gewiinschten Molekile
passieren die semipermeable Membran und werden samt der Perfusionsflissigkeit Richtung
Abflussstelle transportiert. (47)
Der Durchbruch gelang Delgardo et al. 1972 mit der Entwicklung der
,Dialtrode”. Im Wesentlichen waren das eine Push- und eine Pullkanile, welche

durch einen permeablen Dialysemembranschlauch miteinander verbunden waren.

(48) Der Mechanismus basiert im Grunde auf dem Gesetz der Diffusion von
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Substanzen entlang eines Konzentrationsgradienten. Zwei, durch eine
semipermeable Membran getrennte Kompartimente, liefern die beiden
unterschiedlichen Konzentrationen, die nétig sind, damit eine Diffusion erfolgt. (siehe

Abbildung 9)

Bei einer in vivo Anwendung bilden das Perfusat in der Mikrodialysesonde und
der Extrazellularraum die beider Kompartimente. Aufgrund des vorliegenden
Konzentrationsunterschiedes kdénnen dadurch, zum Beispiel Arzneistoffe oder deren
Metaboliten, in die Perfusionslésung wandern. Das Dialysat kann durch den anderen
Schenkel (siehe Abbildung 9) abflie3en und somit gesammelt und analysiert werden.
Wichtige Faktoren bei der Diffusion sind die PorengroRe und die Ladung der
Membran. AulRerdem spielen auch die Substanzeigenschaften des Analyten, wie
seine Ladung oder GrolRe, eine wichtige Rolle. Es gibt auch Unterschiede bei
Anderung der Lipophilie/Hydrophilie der Perfusionslosung und bei der

Perfusionsgeschwindigkeit. (47)

Eine Diffusion eines Analyten entlang eines Konzentrationsgradienten an einer
semipermeablen Membran lasst sich mathematisch durch das Fick’sche Gesetz

erklaren:

AQ/dt=D*F*AC /I

Das Verhéltnis AQ zu At beschreibt die in der entsprechenden Zeit transportierte
Stoffmenge. Diese Stoffmenge wiederum ist direkt proportional zum
Konzentrationsunterschied AC und zur Austauschflache F. Umgekehrt proportional

hingegen zur Diffusionsstrecke | .
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Den Studienteiinehmern wurden die  Praparate Kefzol® 1 g
Trockenstechampullen; Zulassungsinhaber: Eli Lilly, Wien und Zyvoxid® 2 mg/ml
Infusionslosung, Zulassungsinhaber: Pfizer, Wien, verabreicht. Alle organischen und
anorganischen Chemikalien wurden von der Firma Sigma, Wien gekauft. Alle
Chemikalien waren von analytischer Reinheit und wurden ohne Vorreinigung

verwendet.
3.1.2 Gerate

s HPLC-Anlage

*  MERCK-HITACHI, LaChrom L-7250, Autosampler (Deutschland)
*  MERCK-HITACHI, LaChrom L-7400, UV-Detector (Deutschland)
¢ MERCK-HITACHI, L-7100, Pump (Deutschland)
e Jetstream 2plus Column Thermostat, Saulenofen (Thermotechnic Products
GmbH, Osterreich
% pH-Meter, Orion 250A+, Orion Research Inc. (MA, USA)

s Magnetrihrer, IKA-Combimag Ret mit Heizung, Janke & Kunkel, IKA Werke
(Deutschland)

% Minishaker, Vortex Wizard with infrared Detector, VELP Scientifica (Italien)

s Mikropipette, Eppendorf Research, 100-1000 pul, Eppendorf AG (Deutschland)

s Waage, Satorius, Bauart H51-A1, Satorius Intruments (Deutschland)

% Ultraschallbad, Starsonic 60, PMT (Osterreich)

s Zentrifuge, Biofuge 13, Heraeus Instruments GmbH (Deutschland)
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3.2 Methoden

3.2.1 Patienten

Die untersuchten Proben stammten aus der klinischen Studie (,Cefazolin and
Linezolid Penetration Into Sternal Cancellous Bone During Coronary Artery Bypass
Grafting®), die an der Universitatsklinik ftr Innere Medizin I, Klinische Abteilung flr
Infektionskrankheiten und Tropenmedizin, durchgefuhrt wurde. Bei dieser Studie
wurden 9 Studienteilnehmern innerhalb von 26 Stunden Plasma- und
Mikrodialysatproben entnommen und zur weiteren Aufbereitung fur die HPLC-
Analyse bei -80°C aufbewahrt. Das Studienprotokoll wurde der Ethikkommission der
Medizinischen Universitat Wien vorgelegt und bewilligt. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht

Uber die demographischen Daten der Patienten.

3.2.2 Implantation der Mikrosonde

Fur die Enthahme der Mikrodialysatproben durch die Mikrodialysensonde
(CMAB3® microdialysis probe, M Dialysis AB, Stockholm, Schweden) wurden nach
der Sternotomie 2 Bohrlécher mit 3 mm Durchmesser in die Auf3enschicht des
kompakten Knochengewebes des Sternums gebohrt. Die Spitze der Sonde bestand
aus einer 0,6 x 10 mm Polyethersulfon — Membran mit einem Cut Off, ab diesem
Gewicht kann das Molekil die Membran nicht mehr passieren, von 20 000 Dalton. Es
wurde kein Knochenwachs oder Klebstoff verwendet. Die Mikrodialysatsonden
wurden standig mittels Mikroinfusionspumpe (M Dialysis AB, Stockholm, Schweden)
mit Ringerlésung (1,5 pl/min) durchgespilt. Die Proben wurden gesammelt,

beschriftet und fur die HPLC — Analyse bei -80°C aufbewahrt.
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Tabelle 4: Patientendaten

Parameter

Mittelwerte

Geschlecht (m/w)

5/4

Alter

67 + 16 Jahre

BMI

26.9 + 6.2 kg/m?

Anzahl der Eingriffe

24+0.9

Kreatinin

1.05 £ 0.27 mg/dI

Harnstoff im Blut

19.8 £ 5.9 mg/di

Max. Laktatkonzentration

25+1.1 mmol/l

Arterielle Sauerstoffsattigung 97 +2 %
Dauer der extrakorporalen Zirkulation 106 £ 56 min
Einsatz der Aorten-Kreuzklemme 58 £ 27 min

Norepinephrin, intraoperativ

0.07 = 0.05 pg/kg/min

Norepinephrin, postoperativ

0.02 + 0.03 pg/kg/min

Dobutamin 3.6 £ 0.7 pg/kg/min
Albumin 41.9 £ 3.3 g/di
Gesamt-Protein 72.2 £4.0 g/dI

Proteinbindung Cefazolin

57.0+17.9%

Proteinbindung Linezolid

156+55%

3.2.3 Applikation der Arzneistoffe und Probenentnah

me

Cefazolin und Linezolid wurden unmittelbar vor Applikation mit den von den

Herstellern empfohlenen Ldsungsmitteln rekonstituiert. Pro Infusion erhielten alle
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Patienten unabhangig vom Gewicht dieselbe Dosierung der beiden Antibiotika:

Cefazolin: 4 g. i.v. tber 30 Minuten; Linezolid: 600 mg i.v. ber 30 Minuten.

Tabelle 5: Zeitlicher Ablauf der Versuchsreihe

Zeitpunkt Plasma- Mikrodialysat- Ereignis
(Stunden) proben proben
0 1 X Beginn der Infusion

0,5 1 X

1,0 1 X

1,5 1 X

2,0 1 X

2,5 1 2 Implantation der Mikrosonde

3,0 1 2

3,5 1 2

4,0 1 2

6,0 1 2 Repetitionsdosis Cefazolin 2 g

8,0 1 2

10,0 1 2

14,0 1 2 Repetitionsdosis Linezolid 600 mg

14,5 1 2

15,0 1 2

15,5 1 2

16,0 1 2

18,0 1 2

20,0 1 2

22,0 1 2

24,0 1 2

26,0 1 2
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Die erste Entnahme von arteriellen Blutproben erfolgte vor der Verabreichung
der Infusionen (0 Stunden Wert), und nach 0,5, 1, 1,5 und 2 Stunden. Nach
Implantation der Mikrosonden wurden zeitgleich zu den Plasmaproben jeweils links
und rechts vom Sternum uber eine Mikrosonde Mikrodialysatproben abgenommen.

In Tabelle 5 ist zeitliche Ablauf der Versuchsreihe fir alle Patienten ersichtlich.

3.2.4 Probenaufbereitung

Die Proben wurden fir die weitere Aufarbeitung auf Eis aufgetaut.
Anschliel3end wurde zur Ausfallung der Plasmaproteine jeweils 300 ul Plasma in 1,5
ml Eppendorf-ReaktionsgefalRe pipettiert, mit 600 ul auf -20°C gekihltem, reinem
Methanol versetzt, mit Hilfe eines Mini-Shakers durchmischt und fur 5 Minuten bei
13000 x g zentrifugiert. 500 pl Uberstand wurden mit 500 pL Ammonacetpuffer (10
mM, pH 5) vermischt und in ein Autosamplervial Uberfuhrt. Zur Analyse der
Mikrodialysats wurden 20 pL der jeweiligen Probe mit 80 pul Ammonacetpuffer (10

mM, pH 5) versetzt, durchmischt und in ein Autosamplervial tberfuhrt.

3.2.5 HPLC-System

Um Cefazolin und Linezolid im Plasma und Mikrodialysat quantitativ
nachzuweisen, wurde ein HPLC-System erstellt. In Tabelle 6 sind die Parameter
dieses Systems angefiihrt. Das Verhéaltnis Eluent A /Eluent B wurde entlang eines
Gradienten wahrend der Messung verandert. Hierflr wurde innerhalb der ersten 15
Minuten der Methanolgehalt kontinuierlich von 10 % auf 95 % gesteigert, was fur 5
Minuten beibehalten wurde. Innerhalb von 2 Minuten wurde der Anteil an Methanol
wieder auf 10 % abgesenkt und bei diesem Mischungsverhaltnis wurde die Saule 8

Minuten equilibriert. (Abbildung 10).
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Tabelle 6: Parameter des HPLC-Systems zur Trennung  von Cefazolin und Linezolid aus

biologischer Matrix

Vorsaule

Hypersil BDS-Cyg; 5 um, 10 x 4.6mm |.D

Saule

Hypersil BDS-C;5 Column; 5 pum, 250 x 4.6 mm
[.D., Thermo Fisher Scientific, Inc (Waltham, MA)

Saulenofen-Temperatur 45°C
UV-Detektor 254 nm
Durchflussgeschwindigkeit 1 ml/min

Eluent A Ammonacetat 10 mM, pH-Wert: 5
Eluent B Methanol
Injektionsvolumen 80 ul
100+
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Abbildung 10: Zeitlicher Gradientenverlauf fur die Analyse von Cefazolin und Linezolid

Zur ldentifizierung der Retentionszeiten wurden jeweils eine Standardldsung

von Cefazolin mit der Konzentration von 5 pg/ml (Abbildung 12) und Linezolid mit

einer Konzentration von 5 pg/ml (Abbildung 13) analysiert und die Peaks bei 6,85,

beziehungsweise 10,65 Minuten ermittelt.
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Abbildung 11: Chromatogramm einer Kontrolllésung (8 0 % Methanol)
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Abbildung 12: Chromatogramm einer Cefazolinlésung ( 5 pg/ml)



Experimenteller Teil 27

200-
Linezolid
150~
S
£ 100-
©
o
<
504
1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30

Zeit (min)

Abbildung 13: Chromatogramm einer Linezolidlésung ( 5 ug/ml)

3.2.6 Auswertung

Um die Konzentration von Cefazolin und Linezolid im Plasma und
Mikrodialysat zu bestimmen, wurde eine Eichgerade unter Verwendung des
Computer-Programms Prism 5.00 (GraphPad Software Inc. CA, USA) erstellt. Dazu
wurden 2 Verdinnungsreihe mit folgenden Konzentrationen injiziert: Cefazolin: 0,218
pug/ml, 0,437 pg/ml, 0,873 pg/ml, 2,183 pg/ml, 4,367 pg/ml, 8,734 ug/mi, 21,834
pug/ml, 43,669 pg/ml und 87,336 pg/ml; Linezolid: 0,100 pug/ml, 0,250 pg/ml, 0,500
pug/ml, 1,000 pg/ml, 2,500 pg/ml, 5,00 pg/ml, 10,00 pg/ml, 25,00 pg/ml und 50,00
png/ml.  Abbildung 14 und Abbildung 15 zeigen die Korrelation zwischen den
ermittelten Peakflachen und den Konzentrationen der Arzneistoffe. Mittels der
Eichgerade erfolgte die Quantifizierung der Daten die bei der HPLC-Analyse ermittelt

wurden, ebenfalls mit Hilfe des Programms Prism 5.00.
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Abbildung 14: Eichkurve fur Cefazolin
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Abbildung 15: Eichkurve fur Linezolid
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4 ERGEBNISSE

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, durch Analyse von Plasmaproben und
Gewebsflissigkeitsproben, die mittels einer Mikrosonde aus Knochengewebe von 9
Patienten gewonnen wurde, die Gewebsgangigkeit der Antibiotika Cefazolin und

Linezolid im Knochengewebe zu bestimmen.

4.1 Erstellung eines HPLC-Systems zur Trennung von Cefazolin

und Linezolid aus biologischer Matrix

Die in der Literatur beschriebenen HPLC Systeme fiir Cefazolin und Linezolid
ermdglichen nur die Bestimmung von jeweils einer Substanz. Um beide Antibiotika

zu erfassen und zu quantifizieren, wurde ein neues HPLC Gradientensystem erstellt.

100-
504
0 ” \_
T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit (min)

Abbildung 16: Chromatogramm einer Plasmaprobe vor V  erabreichung von Linezolid und
Cefazolin.
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Abbildung 17: Chromatogramm einer Plasmaprobe 2 Stu nden nach Verabreichung von 4 g
Cefazolin und 600 mg Linezolid.

Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen charakteristische Chromatogramme von
Plasmaproben. In Plasma, das vor der Verabreichung der beiden Wirkstoffe
abgenommen wurde, sind keine Peaks zu sehen, die die Analyse stdoren kdnnten.
Cefazolin wird unter diesen Bedingungen mit einer Retentionszeit von 6,85 min

eluiert. Das lipophilere Linezolid zeigt eine Retentionszeit von 10,65 Minuten.

4.2 Cefazolin

Nach einer Infusion von 4.0 g Cefazolin wurden zu den Zeitpunkten 0,5, 1, 1,5
und 2 Stunden arterielle Plasmaproben entnommen und analysiert. Nach
Implantation der Mikrosonden wurde zeitgleich zu den Plasmaproben jeweils links
und rechts vom Sternum Uber eine Mikrosonde Mikrodialysatproben abgenommen

(Zeitraum: insgesamt 26 Stunden). Aus den mittels HPLC-Analyse erhaltenen Daten
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der einzelnen Patienten wurden Konzentrations-Zeitprofile fir Cefazolin in Plasma
und Knochengewebs-Mikrodialysat Uber den beobachteten Zeitraum erstellt. Die

Werte der einzelnen Patienten sind jeweils dem Tabellenanhang zu entnehmen.

4.2.1 Konzentrations-Zeitprofil fir Cefazolinin P lasma

Wie in der Tabelle 7 und in Abbildung 18 zu erkennen, erreichte der mittlere
Plasmaspiegel von Cefazolin nach der initialen Infusion (4.0 g Uber 30 Minuten)
bereits nach 1 Stunde sein Maximum Cmax von 250.93 + 116.52 pg/ml. Die
Einzelwerte der Patienten wiesen eine deutliche Streuung auf, so betrug cmax bei
Patient 5 nur 102.16 pg/ml, bei Patient 6 hingegen 424.38 pug/ml. Nach 4 — 6 Stunden
sank die durchschnittliche Konzentration von Cefazolin auf 55,03 + 25,85, bzw. 83,58
+ 71.98 pg/ml ab. Auch hier ist wieder signifikante Abweichungen der einzelnen
Patientenwerte zu beobachten: Der hochste Wert wurde wiederum in Patient 6

gemessen mit 266.76 pg/ml, der niedrigste in Patient 9 mit 9,86 pg/ml.
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Abbildung 18: Konzentration von Cefazolin im Plasma



Ergebnisse

32

Tabelle 7: Konzentration von Cefazolin im Plasma

Zeit (hr) Cefazolin Konzentration (ug/ml)
Mittelwert SD

0,0 0,00 0,00

0,5 31,02 27,45
1,0 250,93 116,52
1,5 216,68 64,92
2,0 177,05 39,32
2,5 154,69 41,22
3,0 110,40 50,21
3,5 63,35 30,92
4,0 55,03 25,85
6,0 83,58 71,98
8,0 105,92 49,13
10,0 93,23 51,46
12,0 64,56 39,85
14,0 46,31 43,19
14,5 44,53 43,46
15,0 40,53 38,52
15,5 40,14 40,81
16,0 41,18 43,92
18,0 30,90 29,87
20,0 25,51 25,63
22,0 19,93 26,07
24,0 13,15 12,68
26,0 12,20 16,64




Ergebnisse 33

Nach 6 Stunden wurde eine Repetitionsdosis von 2 g Cefazolin verabreicht.
Auch hier erreichte der Plasmaspiegel nach einer Stunde sein Maximum von 105,92
+ 49.13 pg/ml mit einer Abweichung zwischen den einzelnen Patienten von 48,80
ug/ml (Patient 6) bis 212,53 pg/ml (Patient 3). Nach 26 Stunden sank die
Cefazolinkonzentration im Plasma auf einen Durchschnittswert von 12,20 + 16.64

pHg/ml, wobei die Einzelwerte von 1,80 pug/ml (Patient 5) bis 52,32 ug/ml (Patient 6)

schwanken.

4.2.2 Konzentrations-Zeitprofil von Cefazolin in Mi  krodialysat

Gewebsflissigkeit aus dem Knochengewebe wurde ab 2,5 Stunden nach der
ersten Cefazolininfusion mittels Mikrodialyse von der rechten und der linken Seite

des Sternums gewonnen und zeitgleich mit den Plasmaproben entnommen.
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Abbildung 19: Konzentration von Cefazolin in Mikrod ialysat.
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Wie in Abbildung 19 und Tabelle 8 ersichtlich, zeigte die
Cefazolinkonzentration im Mikrodialysat des Knochengewebes einen &hnlichen
zeitlichen Verlauf, wie im Plasma beobachtet, wobei jedoch die Konzentration des

Arzneistoffes deutlich erniedrigt war.

Zu Beginn wurde ein Mittelwert der Cefazolinkonzentration in der
Gewebsflussigkeit von 27,37 + 11,13 pg/ml bei der Entnahme auf der linken Seite
des Brustbeins und 24,58 + 13,14 ug/ml auf der rechten Seite gemessen. Der zum
gleichen Zeitpunkt gemessene Plasmawert war um das 5 - 6 fache erhdht. Wie auch
beim Plasma beobachtet unterlagen die Einzelwerte im Mikrodialysat starken
Schwankungen, die von 13,44 ug/ml links (Patient 2) bis 49,12 pg/ml (Patient 3),
beziehungsweise bei Entnahme auf der rechten Seite von 13,11 pug/ml (Patient 3) bis
43,39 ug/ml (Patient 6) reichten. Interessanterweise zeigte sich im Gegensatz zum
Plasma in der Gewebsflussigkeit des Knochens kein signifikanter Abfall der

Cefazolinkonzentration.

Erst nach Verabreichung der Repetitionsdosis nach 6 Stunden kam es wieder
zu einem deutlichen Anstieg der Konzentration auf 48,63 + 31,61 pg/ml rechts bzw.
51,90 = 4555 pug/ml links. Im Vergleich zum Plasma waren die
Dialysatkonzentrationen nur mehr um 50 % erniedrigt. Die Werte der einzelnen
Patienten schwankten von 164,69 pug/ml links bei Patient 3 bis 13,84 pug/ml rechts bei
Patient 4. Analog zum Plasma nehmen die Cefazolinkonzentrationen auch im
Mikrodialysat kontinuierlich ab und erreichten nach 26 Stunden einen
durchschnittlichen Endwert von 1,34 + 1,75 pg/ml rechts und 1,73 £ 1,29 pg/ml links.
Verglichen mit den Plasmawerten zu diesem Zeitpunkt waren diese Werte

durchschnittlich um das Zehnfache erniedrigt.



Ergebnisse

Tabelle 8: Konzentration (ug/ml) von Cefazolin im M ikrodialysat des Knochengewebes (k.a. :
keine Abnahme)

Time (hr) Dialysat rechts Dialysat links
Mittelwert SD Mittelwert SD

0,0 k.a. k.a.

0,5 k.a. k.a.

1,0 k.a. k.a.

1,5 k.a. k.a.

2,0 k.a. k.a.

2,5 27,37 11,13 24,58 13,14
3,0 29,96 17,43 29,82 34,35
3,5 23,94 17,03 23,97 31,20
4,0 20,93 13,93 26,00 31,22
6,0 30,98 28,19 29,48 21,70
8,0 48,63 31,61 51,90 45,55
10,0 35,22 28,78 18,17 12,66
12,0 21,72 15,95 14,44 6,31
14,0 6,67 5,34 5,82 4,86
14,5 4,64 3,50 5,25 4,03
15,0 7,45 8,16 4,62 2,66
15,5 1,39 0,93 3,50 3,29
16,0 2,67 4,34 3,16 2,90
18,0 10,13 7,68 5,28 4,06
20,0 7,17 4,83 4,89 3,82
22,0 4,26 4,52 2,16 1,44
24,0 5,09 4,77 2,67 2,17
26,0 1,34 1,75 1,73 1,29
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4.3 Linezolid

Zeitgleich mit Cefazolin wurden den Patienten 600 mg Linezolid verabreicht, zu
den gleichen Zeitpunkten Plasma und Mikrodialysat gesammelt und analysiert. Aus
den Daten der einzelnen Patienten wurden Konzentrations-Zeitprofile fir Linezolid in
Plasma und Knochengewebs-Mikrodialysat erstellt. Die Werte der einzelnen

Patienten sind jeweils dem Tabellenanhang zu entnehmen.

4.3.1 Konzentrations -Zeitprofil von Linezolid in Plasma

Nach Verabreichung der Initialdosis von 600 mg Linezolid zum Zeitpunkt O
erreichte die Plasmakonzentration von Linezolid bereits nach einer Stunde die
Maximalkonzentration cmax von durchschnittlich 214,06 + 10,49 pg/ml (siehe
Abbildung 20 und Tabelle 9). Wie bei Cefazolin beobachtet unterlagen auch die

Linezolidblutspiegel der einzelnen Patienten starken Schwankungen. Die niedrigste

Cmax Wurde mit 4,15 pg/ml bei Patient 5, die héchste cmax mit 37,17 pg/ml gemessen.
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Abbildung 20: Linezolid-Konzentrationskurve im Plas ma.
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Tabelle 9: Konzentration von Linezolid im Plasma

Zeit (hr) Linezolid Konzentration (pg/ml)
Mittelwert SD
0,0 0,00 0,00
0,5 3,77 3,61
1,0 21,06 10,49
1,5 12,68 4,59
2,0 10,76 3,05
2,5 9,61 2,79
3,0 7,28 2,91
3,5 5,42 2,52
4,0 5,02 2,22
6,0 6,23 2,32
8,0 5,55 1,17
10,0 5,40 1,91
12,0 3,85 1,43
14,0 2,52 1,17
14,5 7,63 5,72
15,0 17,34 6,11
15,5 12,91 5,59
16,0 12,45 5,15
18,0 10,57 2,55
20,0 8,07 3,47
22,0 6,49 2,68
24,0 5,36 2,66
26,0 4,52 2,00

Die Linezolidkonzentration fiel innerhalb von 3,5 Stunden auf durchschnittlich

25 % der Maximalkonzentration ab und blieb fir 11 Stunden auf einem Steady —

State mit einer durchschnittlichen Konzentration von 5,54 + 1,06 pug/ml. Nach 14
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Stunden wurde eine Repetitionsdosis von 600mg Linezolid gegeben. Wiederum
wurde die Maximalkonzentration von 17,34 + 6,11 pg/ml nach einer Stunde
gemessen mit einer Abweichung zwischen den einzelnen Patienten von 9,63 pg/ml
(Patient 7) bis 27,63 pg/ml (Patient 6). Nach 26 Stunden sank die
Linezolidkonzentration auf einen Durchschnittswert von 4,52 + 2,00 pg/ml, wobei die

Einzelwerte von 1,97 pg/ml (Patient 5) bis 7,58 pg/ml (Patient 6) schwankten.

4.3.2 Konzentration von Linezolid in Mikrodialysat

Gewebsflissigkeit aus dem Sternum wurde ab 2,5 Stunden nach der ersten

Infusion mittels Mikrodialyse gewonnen und zeitgleich mit den Plasmaproben

enthommen.
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Abbildung 21: Konzentration von Linezolid in Mikrod ialysat.
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Tabelle 10: Konzentration (ug/ml) von Linezolid im Mikrodialysat des Knochengewebes (k.a. :
keine Abnahme)

Time (hr) Dialysat rechts Dialysat links
Mittelwert SD Mittelwert SD

0,0 k.a. k.a.

0,5 k.a. k.a.

1,0 k.a. k.a.

1,5 k.a. k.a.

2,0 k.a. k.a.

2,5 3,98 1,71 3,33 1,44
3,0 4,02 1,54 3,34 1,96
3,5 3,43 1,56 2,88 1,96
4,0 2,89 1,56 3,12 1,99
6,0 3,75 3,12 3,68 1,35
8,0 4,06 1,46 3,74 1,25
10,0 2,76 1,75 2,27 1,30
12,0 2,21 1,42 2,47 0,84
14,0 0,85 0,60 1,05 1,06
14,5 0,86 0,61 1,41 1,07
15,0 1,21 0,99 2,23 0,90
15,5 1,26 1,43 2,26 1,33
16,0 1,62 1,35 2,04 1,00
18,0 4,77 1,72 4,61 0,80
20,0 4,86 1,43 5,93 2,31
22,0 3,25 0,86 4,11 1,35
24,0 3,47 0,90 3,33 2,92
26,0 2,52 1,03 3,73 1,50

Wie auch bei Cefazolin, zeigte die Linezolidkonzentration im Mikrodialysat
einen ahnlichen zeitlichen Verlauf wie im Plasma beobachtet (siehe Abbildung 21

und Tabelle 10). Anfangs wurde eine mittlere Linezolidkonzentration von 3,33 + 1,44
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png/ml bei der Entnahme auf der linken Seite des Brustbeins und 3,98 + 1,71 pg/ml
auf der rechten Seite gemessen. Der zum gleichen Zeitpunkt gemessene
Plasmawert war um das Dreifache erhoht. Wie auch beim Plasma beobachtet
unterlagen die Einzelwerte im Mikrodialysat starken Schwankungen, die von 0,70
png/ml links bei Patient 8 bis 4,81 pg/ml bei Patient 3, beziehungsweise bei Enthahme
auf der rechten Seite von 1,58 pg/ml bei Patient 3 bis 6,76 pg/ml bei Patient 9
reichten. In den darauffolgenden 12 Stunden fiel der Plasmaspiegel von Linezolid
kontinuierlich ab bis zu einem Minimalwert von 0,86 = 0,61 pg/ml rechts

beziehungsweise 1,41 + 1,07 pg/ml links.

Im Gegensatz zum Plasma, wo auch nach der Repetitionsdosis das Maximum
bereits nach einer Stunde erreicht wurde, trat im Mikrodialysat erst nach 6 Stunden
Maximalwerte von 4,86 + 1,43 pg/ml rechts und 5,93 + 2,31 pg/ml links auf. Die
Konzentrationen der einzelnen Patienten schwankten von 2,71 pug/ml links bei Patient
4 bis 8,65 pg/ml links bei Patient 7. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes
nach 26 Stunden kam es zu einem Abfall der Linezolidkonzentration auf
durchschnittlich 2,52 + 1,03 pug/ml rechts und 3,73 £+ 1,50 pg/ml links. Dies entspricht

circa 50 % der zu dieser Zeitpunkt gemessenen Plasmakonzentration von Linezolid.
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5 DISKUSSION

Postoperative Wundinfektionen fuhren zu einer gesteigerten Morbiditats- und
Letalitatsrate, verlangerten Klinikaufenthalten und letztendlich zu erhohten
Therapiekosten. Die postoperative Infektion des Sternums und eine daraus
resultierende Mediastinitis eine Hauptkomplikation bei Herzoperationen. Antibiotika
werden sowohl prophylaktisch als auch postoperativ zur Prophylaxe der Mediastinitis
zusatzlich zu operativen Methoden eingesetzt. In der vorliegenden Diplomarbeit
sollte erstmals die Gewebegangigkeit der beiden Kklinisch bewéhrten Antibiotika
Cefazolin und Linezolid in das Knochengewebe des Sternums quantifiziert werden.
Zu diesem Zweck wurden bei 9 Patienten, die sich einem Eingriff am Herzen
unterzogen, mittels einer Mikrosonde, von beiden Seiten des Brustbeins
Mikrodialysat entnommen, via HPLC — Analyse die Konzentration der beiden
Arzneistoffe in der Gewebsflissigkeit bestimmt und mit dem jeweiligen

Plasmaspiegel korreliert.

Nach einer Infusion von 4 g Cefazolin tdber 30 Minuten und einer
Repetitionsdosis von 2 g nach 6 Stunden, betrug die durchschnittiche AUC von
Cefazolin im Plasma 1628,6 + 819,4 pug/ml/26 Stunden. Die kumulative Konzentration
des Arzneistoffes im Mikrodialysat des Gewebes im Sternum erreichte
durchschnittlich 20 — 30 % der Plasmakonzentration, wobei es keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Abnahme auf der rechten (AUC = 441,3 + 284,5 ug/ml/24
Stunden) und der linken Seite des Sternums (AUC = 311,3 = 101,1 pg/ml/26

Stunden) gab ( Abbildung 22 ).
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Abbildung 22: Vergleich der AU von Cefazolin in Pla  sma und Mikrodialysat.

Die Wirkung von Cefazolin ist zeitabhéngig (,time dependent killing*) und
erfordert, dass die Cefazolinkonzentration fir mindestens 30 — 40 % des
Therapieintervalls tber der MIC von 2 pg/ml liegt. (49, 50) Im Plasma lagen die
Konzentrationen bei allen neun Patienten auch nach 20 — 26 Stunden noch um das
circa 10 — fache uber der MIC. Obwohl im Mikrodialysat die Cefazolinkonzentration
gegen Ende des Versuchzeitraumes von 26 Stunden auf Werte knapp uber den
geforderten Wert von 2 pug/ml, bzw. bei 3 / 9 Patienten sogar leicht darunter sank, ist
eine ausreichende Penetration des Knochengewebes mit Cefazolin gewahrleistet.
Eine fur die Wirksamkeit ausreichende Konzentration von Cefazolin im Gewebe
konnte auch in einer vergleichbaren Studie von Douglas et al. nachgewiesen werden.

(49) Hierbei wurde mittels Mikrodialyse die Gewebskonzentration von Cefazolin im
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Interstitialraum des subkutanen Fettgewebes nach einer Verabreichung von 2 g
Cefazolin als 3 Minuten Bolusgabe untersucht. Interessanterweise zeigte sich als
Folge des Linezolidinfusion nach 14 Stunden ein leichter Anstieg des
Cefazolinspiegels im Mikrodialysat, jedoch nicht im Plasma, mdglicherweise durch
Verdrangung von Cefazolin, das eine hohe Proteinbindung von 74 — 86 % aufweist,

aus der Proteinbindungsstelle.
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Abbildung 23: Vergleich der AUC von Linezolid in PI  asma und Mikrodialysat.

Wie in Abbildung 23 ersichtlich, betrug nach einer Infusion von 600 mg
Linezolid i.v. Uber 30 Minuten und einer Repetitionsdosis von 600 mg nach 14
Stunden, die mittlere AUC von Linezolid im Plasma 186,78 + 53,41 pg/ml/26
Stunden. Die kumulative Konzentration des Arzneistoffes im Mikrodialysat des

Gewebes betrug im Vergleich hierzu durchschnittlich 40 % der Plasmakonzentration
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und — wie schon bei Cefazolin beobachtet — gab es keinen signifikanten Unterschied,
ob die Entnahme des Mikrodialysats auf der linken Seite (82,79 + 24,72 pug/ml/26
Stunden) oder der rechten Seite des Brustbeins (71,05 £+ 28,65 pg/ml/26 Stunden)
erfolgte. Fur die Wirkung von Linezolid ist eine MICgq, die minimale
Hemmkonzentration, bei der 90 % aller Pathogene am Wachstum gehindert werden,

von 0,5 — 4 ug/ml (35, 36, 37, 38) erforderlich.

Die Studie zeigte eine ausgezeichnete Penetration von Linezolid in den
spongibsen Knochen, die auch in der Literatur beschrieben wird. (51) Allerdings
Ubertrafen die Gewebskonzentrationen nur in 56% der gemessenen Zeit die MICg
von Staphylococcus aureus auf der linken Seite des Sternums. Aul3erdem wurden
die empfohlenen 24 - Stunden AUC/MIC-target-ratio nur fir Staphylococcus
epidermidis, nicht aber fur Staphylococcus aureus erreicht. (52) Daher wird die
beobachtete Linezolid-Konzentration unter Umstéanden nicht ausreichend sein, um im
vollen Umfang vor Infektionen zu schitzen. Traunmduller et al. kam zu vergleichbaren
mittleren Gewebekonzentrationen im spongidsen Knochen von Diabetikern mit einer
bakteriellen Infektion des FulRes. (53) Weiters waren die Ergebnisse komparabel zu

Mikrodialysedaten im spongiésen Schweineknochen von Stolle et al. (54)

Es werden noch mehrere Studien notwendig sein um das Makrolidantibiotikum
Linezolid therapeutisch optimal auszunutzen. Auch ein Drug — Monitoring kann in
einigen Fallen angebracht sein, um einerseits eine Uberdosierung mit den damit
verbundenen Nebenwirkungen, anderseits einen Therapiemisserfolgs zu verhindern.

(55)
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Eine Sternuminfektion ist die Hauptkomplikationen bei Herzoperationen, die
zwar nur in < 10 % der Patienten auftritt, jedoch eine Morbiditatsrate von 50 %
aufweist. Zur Prophylaxe werden daher hochdosierte Antibiotika, wie Cefazolin, ein
Cephalosporin der ersten Generation, und Linezolid, ein neues Makrolidantibiotikum,
routinemaRig verabreicht. In der vorliegenden Diplomarbeit sollte mittels HPLC-
Analyse von Plasma- und Gewebsflissigkeitsproben, die mittels Mikrodialyse aus
dem Sternumgewebe gewonnen wurden, die tatsachliche Konzentration der
Arzneistoffe im Knochengewebe bestimmt werden, um jetzige Dosierschemata

eventuell neu zu adaptieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgezeigt, dass die erforderliche
Wirkkonzentration von Cefazolin im Knochengewebe fir mindestens 30 — 40 % des
Therapieintervalls erreicht wurde und somit eine ausreichende Penetration des
Knochens mit Cefazolin gewahrleistet ist. Fur Linezolid konnte eine ausgezeichnete
Penetration von in den spongidsen Knochen gezeigt werden. Jedoch lag die
Gewebskonzentrationen nur in 56 % der gemessenen Zeit Uber der erforderliche
Wirkkonzentration. Das verwendete Dosierschema fur Linezolid ist daher unter
Umstanden nicht ausreichend, um im vollen Umfang vor Infektionen zu schitzen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die gemessenen Konzentrationen von
Cefazolin in Plasma und Knochengewebe ausreichend sind, um bestmoglichen
Schutz vor bakteriellen Infektionen zu gewdahrleisten. Die Verwendung von Linezolid
ist aufgrund seines guten Penetrationsverhaltens vielversprechend, jedoch ist eine
Anpassung des Dosierschemas speziell bei einer Infektion mit Staphylococcus

aureus zu empfehlen.
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7 TABELLENANHANG
Tabelle 11: Cefazolinkonzentration (ug/ml) im Plasm  a der einzelnen Patienten
Zeit (hr) Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,00 58,03 72,06 0,00 49,54 17,43 41,03 41,10 0,00
1,00 244,64 342,67 378,08 119,12 102,16 424,38 230,57 136,40 280,40
1,50 227,90 213,70 350,64 187,43 105,23 246,10 182,39 230,83 205,87
2,00 159,24 184,91 240,88 119,30 142,06 222,71 145,91 187,39 191,07
2,50 125,06 144,97 223,19 126,55 106,83 207,64 115,93 173,11 168,92
3,00 69,43 133,93 232,12 120,00 87,35 75,59 84,48 86,32 104,40
3,50 40,29 71,13 136,49 46,62 65,06 57,66 26,27 66,39 60,24
4,00 61,73 42,50 104,92 37,32 18,28 82,28 39,33 55,14 53,80
6,00 60,79 77,94 73,25 55,80 52,75 266,76 79,20 75,90 9,86
8,00 96,29 117,60 212,53 121,96 73,43 48,80 109,01 121,49 52,20
10,00 45,07 70,08 189,49 66,71 48,21 159,65 53,67 112,08 94,12
12,00 36,11 53,77 134,59 39,71 42,08 131,22 56,57 56,83 30,13
14,00 13,33 32,61 109,54 20,17 19,35 130,63 33,30 42,34 15,56
14,50 18,18 30,22 91,73 16,34 17,16 141,67 23,16 40,88 21,39
15,00 16,59 30,20 77,00 18,87 17,16 129,70 18,19 35,91 21,20
15,50 11,36 29,66 84,34 15,85 16,29 130,90 17,48 38,05 17,32
16,00 18,32 23,85 72,24 11,45 16,64 148,02 24,71 35,16 20,24
18,00 17,03 10,25 48,85 24,33 14,61 104,38 17,02 27,75 13,94
20,00 9,87 18,03 72,74 12,80 7,31 67,16 16,47 19,07 6,20
22,00 8,78 12,04 39,27 6,96 4,44 83,52 5,99 10,14 8,28
24,00 5,61 5,73 29,65 5,65 1,84 37,52 4,87 18,95 8,55
26,00 2,63 4,64 25,00 4,75 1,80 52,32 4,25 10,12 4,32
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Tabelle 12: Cefazolinkonzentration (ug/ml) im Mikro  dialysat (Abnahme:rechts) der einzelnen Patienten
Time (hr) Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50 17,97 29,23 13,11 22,79 28,58 43,39 20,73 43,16
3,00 10,20 26,99 59,72 41,30 17,94 46,89 20,73 15,94
3,50 10,58 19,57 56,07 45,04 11,09 19,59 13,71 15,84
4,00 3,76 16,31 21,08 24,89 8,48 50,43 21,64 20,84
6,00 29,67 7,38 21,69 86,63 20,91 19,57
8,00 20,38 27,93 101,21 73,10 32,08 37,10
10,00 5,10 33,82 88,43 23,32 40,62 20,04
12,00 9,05 10,83 49,50 12,99 32,18 15,80
14,00 6,08 0,46 13,50 6,62
14,50 4,20 0,27 8,77 5,30
15,00 18,70 1,44 8,27 1,40
15,50 2,46 0,79 0,91
16,00 0,33 7,68
18,00 3,42 4,33 22,66 9,91 10,32
20,00 2,50 3,24 14,14 8,86 10,86 3,40
22,00 1,61 11,88 6,85 4,43 0,79
24,00 1,04 1,62 11,25 6,43
26,00 0,52 0,65 3,96 0,25
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Tabelle 13: Cefazolinkonzentration (ug/ml) im Mikro  dialysat (Abnahme: links) der einzelnen Patienten
Time (hr) Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50 17,29 13,44 49,12 16,35 22,92 28,35
3,00 13,46 8,91 106,31 28,68 16,52 21,79 13,03
3,50 12,63 6,67 93,11 25,42 6,49 8,28 15,16
4,00 6,57 5,47 96,59 9,49 8,28 19,00 13,86 59,45 15,26
6,00 33,11 12,83 47,67 6,08 75,94 29,12 13,67 31,10 15,80
8,00 26,89 36,06 164,69 13,84 43,79 74,06 24,02 44,79 38,99
10,00 5,04 36,03 11,87 1,97 17,65 26,72 27,93
12,00 6,42 14,71 10,66 11,35 12,05 22,74 23,14
14,00 514 1,34 10,98
14,50 5,44 0,47 4,79 10,30
15,00 3,14 1,93 4,96 4,14 8,93
15,50 2,46 0,42 1,22 4,81 8,59
16,00 0,20 4,09 6,35 5,13
18,00 3,11 0,52 4,39 11,08 7,32
20,00 2,95 0,10 2,03 8,70 9,65 5,88
22,00 2,55 1,50 3,15 3,59
24,00 2,33 0,68 4,99
26,00 2,02 1,33 1,58 3,98 1,50
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Tabelle 14: Linezolidkonzentration (ug/ml) im Plasm  a der einzelnen Patienten
Time (hr) Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 0,12 3,66 8,79 0,00 1,72 6,53 8,81 4,33 0,00
1,00 27,79 17,83 37,17 18,76 4,15 30,74 24,34 8,03 20,74
1,50 13,45 11,62 20,01 9,26 5,72 16,35 8,25 12,30 17,16
2,00 9,89 9,14 14,53 5,86 8,93 14,66 8,53 11,63 13,67
2,50 7,95 8,54 13,07 6,40 7,53 13,25 6,49 11,12 12,17
3,00 5,75 8,14 14,02 6,90 5,55 5,22 3,98 8,01 8,01
3,50 3,82 6,45 10,70 3,33 5,94 4,70 1,79 571 6,33
4,00 6,09 4,16 8,38 2,73 1,96 7,43 2,93 5,32 6,14
6,00 6,81 7,84 5,74 4,74 571 10,01 6,90 6,84 1,52
8,00 6,19 5,94 7,21 3,57 4,21 4,70 5,49 6,40 6,28
10,00 4,09 3,93 7,87 3,22 3,38 7,98 5,48 7,30 5,34
12,00 4,11 3,09 5,27 2,05 2,94 6,55 3,71 4,48 2,47
14,00 1,98 1,93 3,92 1,22 1,65 4,28 2,45 3,80 1,45
14,50 3,06 21,06 9,44 8,76 4,97 9,21 6,26 3,66 2,24
15,00 17,20 21,39 21,88 10,48 11,01 27,63 9,63 20,22 16,65
15,50 8,37 11,66 21,97 6,75 11,13 21,80 9,39 15,08 10,04
16,00 12,92 9,11 18,06 4,60 10,61 22,14 9,89 13,68 10,99
18,00 12,33 10,65 11,32 9,89 9,75 15,54 6,59 10,99 8,05
20,00 8,84 7,13 16,18 6,10 5,79 9,54 7,29 7,78 3,96
22,00 9,12 5,68 9,67 3,45 4,25 10,66 3,88 5,38 6,32
24,00 7,57 2,96 7,19 3,36 2,138 5,39 3,01 9,95 6,67
26,00 4,78 2,78 6,07 3,15 1,97 7,58 3,19 7,12 4,03




Tabellenanhang 50
Tabelle 15: Linezolidkonzentration (ug/ml) im Mikro  dialysat (Abnahme: rechts) der einzelnen Patienten
Time (hr) Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50 3,39 3,92 1,58 2,52 513 5,51 3,06 6,76
3,00 2,57 4,19 6,31 4,08 3,22 6,27 3,12 2,39
3,50 2,36 3,60 6,44 5,09 2,10 2,86 2,18 2,77
4,00 1,12 2,53 1,57 3,30 1,53 5,88 3,52 3,69
6,00 4,58 0,43 0,12 2,39 8,95 5,89 3,90
8,00 2,57 4,00 5,80 512 2,12 4,74
10,00 2,00 3,82 5,54 0,19 2,14 3,85 1,81
12,00 1,02 1,58 3,67 0,56 1,28 3,99 3,37
14,00 1,63 0,08 0,53 1,22 0,79
14,50 1,52 0,06 0,89 0,98
15,00 2,29 1,03 0,33
15,50 2,27 0,25
16,00 0,66 2,57
18,00 4,21 4,86 7,28 2,50 5,00
20,00 3,74 5,08 5,20 2,67 6,62 5,85
22,00 3,22 4,47 2,43 3,67 2,46
24,00 2,69 4,02 4,45 2,73
26,00 2,10 2,71 3,84 1,41




Tabellenanhang 51
Tabelle 16: Linezolidkonzentration (ug/ml) im Mikro  dialysat (Abnahme: links) der einzelnen Patienten
Time (hr) Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9

0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50 3,71 2,02 4,81 4,07 3,84 4,17 0,70 *
3,00 3,39 1,47 7,52 2,33 3,12 3,14 2,38
3,50 2,93 1,05 6,61 3,58 1,27 1,35 3,37
4,00 2,31 1,03 6,76 1,40 1,74 3,12 2,28 5,87 3,54
6,00 4,64 1,63 4,46 1,21 4,49 4,90 3,46 4,37 3,93
8,00 3,32 3,53 1,53 4,44 5,67 2,76 4,38 4,28

10,00 1,03 3,93 1,56 0,66 1,96 3,06 3,69

12,00 1,38 2,12 1,71 2,56 2,81 3,93 2,79

14,00 1,39 0,22 0,19 2,40

14,50 2,33 0,09 0,99 2,24

15,00 2,67 1,95 1,11 3,17

15,50 2,71 0,85 1,57 3,89

16,00 0,60 2,56 2,18 2,83

18,00 4,06 4,20 5,79 4,40

20,00 4,58 2,71 8,65 7,07 6,62

22,00 3,58 2,43 5,29 512

24,00 3,54 0,32 6,14

26,00 3,66 2,45 3,18 6,29 3,06
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