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40. Verminderte in vitro Freisetzung von Elastase aus Granulocyten
bei Sepsis nach abdominal-chirurgischen Operationen

Diminished In Vitro Release of Granulocytic Elastase in Septicemia
After Major Surgery

K. H. Duswald' M. Jochum? H. FritZund L. Schweiberer?

1Chirurgische Klinik und Poliklinik Innenstadt der Ludwig-Maxi-
milians-Universitdt Minchen (Direktor: Prof. Dr. med. L. Schwei-
berer)

Institut fir Klinische Chemie und Klinische Biochemie in der
Chirurgischen Klinik Innenstadt (Leiter: Prof. Dr. rer. nat. H.
Fritz)

Intraleukocytdre Enzyme sind fir die Abtdtung und den Abbau endo-
toxintragender Bakterien innerhalb der phagocytierenden Zellen
von ausschlaggebender Bedeutung (1). Diese Enzyme werden aber so-
wohl durch Endotoxin, wie auch wdhrend gesteigerter Phagocytose-
aktivitdt, aus den polymorphkernigen Granulocyten (PMN) in die
Blutbahn freigesetzt (2) und verstdrken auf diese Weise die oft-
mals lebensbedrohlichen pathobiochemischen Reaktionen wdhrend
einer Sepsis. Am Beispiel der PMN-Elastase (E) konnten wir vor
kurzem zeigen (3), daB bei Auftreten einer postoperativen Sepsis
die Enzymkonzentration im Patientenplasma um das 20- bis 30-fache
der Norm ansteigt. Parallel dazu war eine Verminderung zahlrei-
cher Plasmaproteine wie Gerinnungsfaktoren, akut-Phase-Proteine,
Proteinaseinhibitoren etc. nachzuweisen.

In der vorliegenden Untersuchung sollte gepriift werden, in wie-
weit diese endotoxininduzierte Enzymfreisetzung unter kontrollier-
ten Bedingungen in vitro reproduzierbar ist. Wdre dies der Fall,
dann nmiiBten dquivalente Dosen von Endotoxin aus PMN gesunder Pro-
banden grdBere Mengen von E freisetzen als aus Zellen von Sepsis-
patienten. Konkret stellten sich folgende Fragen:

1. Wie hoch ist die E-Konzentration im Plasma gesunder Probanden
nach Reaktion der PMN mit Endotoxin in vitro?

2. Welche Reaktionsunterschiede bestehen zwischen den Zellen ge-
sunder Probanden und Patienten nach abdominal-chirurgischen
Operationen ohne Infektionszeichen bzw. mit Sepsis?

3. Ist ein EinfluB sogen. membranstabilisierender Medikamente
auf die in vitro Freisetzung von E aus PMN zu messen?

Material und Methodik

Jeweils 20 gesunden Probanden (Gruppe A), 20 Patienten nach Co-
lon- oder Rectumoperation ohne Infektionszeichen am 3. postope-
rativen Tag (Gruppe B) und 20 Patienten mit Sepsis nach gleich-
Chirurgisches Forum 83
f. experim. u. klinische Forschung

Hrsg.: HW. Schreiber
© Springer, Berlin Heidelberg 1983
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artigen Operationen (Gruppe C) wurden 18 ml Venenblut zusammen
mit 2 ml 3,8% Natriumcitrat entnommen. Jede Blutprobe wurde sorg-
fdltig durchmischt, sofort in 17 gleiche Teile & 1 ml aufgeteilt
und anschliefend nach dem in Tabelle 1 angegebenen Schema wei-
terverarbeitet. Das Endotoxin wurde aus E. coli 026 : K60(B) H11
(H311 b) nach den von O'NEILL und TODD (4) angegebenen Richtlinien
hergestellt (Prof. Dr. Ruckdeschel, Max v. Pettenkofer-Institut
der Univ. Minchen). Alle Inkubationen wurden bei 379C durchge-
fiihrt. Nach Zentrifugation wurde der Gehalt an Elastase im Ci-
tratplasma mittels des frither beschriebenen Enzym-Immuno-Assay
(5) bestimmt. Die Teilproben Nr. 6 bis 17 wurden nur mit gesunden
Probanden, also in Gruppe A, untersucht. In jeder Teilprobe wur-
de die Anzahl der PMN mittels Coulter-Counter und Differential-
blutbild gemessen. Als Ergebnisse werden Mittelwerte und der
mittlere Fehler des Mittelwertes angegeben. Gepaarte Mittelwert-
vergleiche erfolgten mit dem Student-t-Test.

Ergebnisse

1. Die mittlere Anzahl der PMN/ul betrug in Gruppe A 7420+ 437,
in Gruppe B 12430+843 und in Gruppe C 20692+1348.

2. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Messungen der Teilproben
1 mit 5 in den 3 Gruppen. Sofort nach Blutentnahme lag die E-
Konzentration im Plasma bei den Probanden im oberen Normbe-
reich (120,8 ng/ml; Norm = 86,5+25,5 ng/ml (5)), in Gruppe B
bei 202,5 ng/ml, also um das Doppelte liber der Norm, und in
Gruppe C um das Vierfache iber der Norm (434,5 ng/ml). Dies
entsprach den frither beschriebenen in vivo MeBwerten (3). Durch
60-minlitige Incubation ohne Endotoxin stiegen die Mittelwerte
in allen Gruppen geringgradig an. 30-minlitige Incubation mit
Endotoxin steigerte die Elastase-Freisetzung bei den Proban-
den um das Zehnfache (1044%) auf 2120,1 ng/ml, bei Patienten
ohne Infektionszeichen um das Achtfache (819%) auf 2053,2
ng/ml, bei Patienten mit Sepsis dagegen nur um das Dreifache
(309%) auf 1851,1 ng/ml. Diese deutlich geringere Elastase-
Freisetzungsrate der Sepsispatienten war sowohl gegeniiber der
Gruppe A (p < 0,001), wie auch der Gruppe B (p < 0,005) hoch-
signifikant, w&hrend sich die Gruppen A und B nicht unterschie-
den.

3. Die Gabe von Aprotinin bzw. 6-Methyl-Prednisolon in unter-
schiedlicher Dosierung filhrte generell zu keiner Verminderung
der endotoxininduzierten Enzym-Freisetzung aus PMN gesunder
Probanden. Die Werte entsprachen denen der ohne Zusatzmedi-
kation gemessenen Konzentrationen. Nach Gabe von 40 mg 6-M-P
pro ml, also einer unphysiologisch hohen Dosis, wurden sogar
extrem hohe E-Konzentrationen zwischen 5600 und 164000 ng/ml
gemessen, was zumindest in diesem System eine cytotoxische
Wirkung vermuten l&Bt.

Zusammenfassung und SchluBfolgerung

Die endotoxininduzierte Freisetzung intraleukocytdrer Enzyme in
das Plasma lieB sich am Beispiel der PMN-Elastase in vitro nach-
vollziehen. 25 ug E. coli Endotoxin pro ml Citratblut fiihrte im



Tabelle 1. Versuchsansatz nach Blutentnahme. Aufteilung jeder Blutprobe in 17 Teile & 1 ml.
A = Aprotinin (Trasylol), 6-M-P = 6-Methyl-Prednisolon (Urbason)

Sofort nach Blutentnahme Nach 30 min nach 60 min

1 1 mi Citratblut [+ 300ul 0,9% NaCl Zentrifugation

2 " " Zentrifugation
3 " " "

4 " + 25041 0,9% NaCl gg‘ﬁ ggﬁgtg:;‘g.in "

5 " n " "

6 " + 300ul 0,9% NaCl + 100 KIE A. "

7 " " + 1000 KIE A. "

8 " " + 4000 KIE A. "

9 " " + 0,4 mg 6-M-P "

10 " " + 4 mg 6-M-P "

11 " " + 40 mg 6-M-P "

12 " + 250ul 0,98 NaCl + 100 KIE A. ggl‘j‘{ ggigtg’;;‘;.in "

13 " " + 1000 KIE A. " "

14 " " + 4000 KIE A. " "

15 " " + 0,4 mg 6-M-P " "

16 " " + 4 mg 6-M-P " "

17 " " + 40 mg 6-M-P " "

6ic
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Tabelle 2. Plasmakonzentrationen von PMN-Elastase (ng/ml) vor und
nach Endotoxinbehandlung von Citratblut. Gruppe A: gesunde Proban-
den, n = 20; Gruppe B: 3. Tag nach Operation ohne Infektion, n =

20; Gruppe C: Sepsis nach Operationen, n = 20

PMN-Elastase (ng/ml)

nach Blutentn. nach NaCl-Incub. nach Endotoxin-Incub.
Gruppe A 120,8 + 21,9 203,0 + 31,5 2120,1 + 334,7
Gruppe B 202,5 + 42,5 250,5 + 84,3 2053,2 + 392,3
Gruppe C 434,5 + 142 598,3 + 188,7 1851,1 + 441,9

bezogen auf die Anzahl der PMNG der Gruppe A:

Gruppe B 120,9 149,5 1225,6
Gruppe C 155,8 214,5 663,7

Experiment ebenso zu einem im Mittel 10-fachen, maximal bis zu
30-fachen Anstieg der E-Konzentration im Plasma gesunder Proban-
den, wie er friiher in vivo bei Beginn einer Sepsis im postopera-
tiven Verlauf gezeigt wurde. Da mit &dquivalenten Dosen von Endo-
toxin aus PMN von Patienten mit protrahierter Sepsis nur 1/3 der
Enzymmenge gesunder Probanden eliminiert wurde, muB gefolgert
werden, daB bei diesen Patienten bereits ein erheblicher Verlust
an intraleukocytdren Enzymen eingetreten ist. Ein groBes Opera-
tionstrauma alleine hatte dagegen nur eine geringe Abnahme der
Enzym-Freisetzung zur Folge, was die Vermutung stiitzt, daB Endo-
toxin die wesentliche Rolle im Pathomechanismus der Elastaseaus-
schiittung spielt. Die Phagocytose diirfte demgegeniiber in den Hin-
tergrund treten.

Membranstabilisierende MaBnahmen scheinen nach diesem Modell kei-
nen EinfluB auf die Enzym-Freisetzung zu haben.

Da dem intracelluldren Enzymgehalt eine wesentliche Rolle bei
der Elimination der endotoxintragenden Bakterien zukommt, kann
dieses relativ einfache Testsystem als Leukocytenfunktionstest
Verwendung finden. Vorab miissen dazu Vergleichsuntersuchungen
mit aufwendigeren Verfahren zur Priifung der intracelluldren Bac-
tericidie durchgefiihrt werden.

Summary

Using a previously described enzyme-linked immunoassay we found
an increase in plasma levels of PMN elastase after Escherichia
coli endotoxin stimulation of citrated blood in vitro. The in-
crease was more than tenfold compared to normal values from
blood of healthy donors without infections. On the other hand,
when blood from patients with postoperative septicemia was used,
a significantly (P < 0.001) diminished release of PMN elastase
could be detected after stimulation. The results indicate a re-
duced intracellular enzyme content of PMN during septicemia which
may cause an intracellular killing defect. In vitro stimulation
of elastase liberation may be a simple testing system for PMN
defects in patients with septicemia.
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