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1. Schock

10. Erste Erfahrungen mit einem klonierten Hemmstoff fuir
lysosomale Elastase und Cathepsin G, dem sog. Eqlin
des Medizinischen Blutegels, beim septischen Schock
des Schweines

Preliminary Experiments with an Inhibitor of Lysosomal
Elastase and Cathepsin G (“Eglin” from the Leech) During
Septicemia in Pigs

M. Jochum', H. F Welter?, H. Wiesinger’, M. Siebeck?, O.Thetter’ und H. Fritz'

1Abteilung fir Klin. Chemie und Klin. Biochemie in der Chirurgi-
schen Klinik Innenstadt der Universit&t Mlinchen (Leiter: Prof.
Dr. H. Fritz)

Chirurgische Klinik Innenstadt und Chirurgische Poliklinik der
Universitdt Miinchen (Direktor: Prof. Dr. L. Schweiberer)
Pathol. Institut der Universit&t Minchen (Vorstand: Prof. Dr.
M. Eder)

Eglin (MG 8100) wurde urspriinglich neben dem Hirudin (Thrombin-
hemmstoff) und den Bdellinen (Trypsin/Plasmin-Inhibitoren) aus
dem Blutegel (Hirudo medicinalis) isoliert. Es besitzt eine hohe
inhibitorische Aktivitit gegeniiber Chymotrypsin, dem Bakterien-
enzym Subtilisin und den Granulocyten (PMN)-Proteinasen Elastase
und Kathepsin G (2). Da der PMN Elastase eine essentielle patho-
genetische Rolle bei der Ausbildung des Lungenversagens zukommen
dlirfte (1), war es Ziel dieser Studie, erste Erfahrungen tiber
eine in vivo-W:rksamkeit (experimentelle Sepsis) des Elastase-
Hemmstoffs Egl:in zu gewinnen. Dies wurde durch die kiirzlich ge-
lungene gentechnologische Herstellung (3) des Inhibitors ermdg-
licht.

Versuchstiere und Methodik

Die Untersuchungen wurden an 45 Liuferschweinen mit einem Gewicht
von 16,5-23 kg durchgefiihrt. Gruppeneinteilung, Bakteriendosie-
rung und Infus:onsschemata sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Die Bestimmungen der biochemischen, h&matologischen, hidmodyna-
mischen und histologischen Parameter erfolgten wie in der Studie
von WELTER et zl. (4).

Ergebnisse
Mit Ausnahme je eines Tieres, das nach 30 h getdtet wurde, betru-

gen die Uberlebenszeiten in den Bacteridmiegruppen 2 und 3
7,2 + 3,0 h bzv. 5,3 + 1,5 h.
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Tabelle 1. Gruppeneinteilung, Bakterien- und Eglindosierung
sowie Uberlebenszeit bei experimenteller Bacteridmie des Schwei-
nes

Gruppe Bakteriendosis®) Inhibitormengeb) Uberle-
E. coli in 50 ml phys. benszeit
Nr. n NaCl/h h
1 (K) 10 - - 30
2 (B) 8 | 3 x 10° - 7,2 + 3,0
3 (B) 9 | 3 x 1010 - 5,3 + 1,5
4 (EK) 5 - 3,85 mg/kg x h 30 (4x);
(Eglin c; Charge I) 6,5 (1x)
5 (BT) | 5 | 3 x 10° 3,85 mg/kg x h 19,1 + 9,6
(Eglin c; Charge I)
6 (ET) 2 3 x 109 4,55 mg/kg x h 30 (1x);
(Eglin b) 4,5 (1x)
7 (ET)| 6 | 3 x 1010 3,85 mg/kg x h 30 (4x);
(Eglin c; Charge II) | 15,2 (1x);
16,1 (1x)

a) Die angegebene Bakterienmenge wurde in 24 ml phys. Kochsalz-
16sung Uber 2 h i.v. infundiert. Die Tiere der Gruppen 1 und
4 erhielten nur phys. Kochsalzl&sung

b) Die angegebene Inhibitormenge wurde iliber 4 h i.v. infundiert.
Die Tiere der Gruppen 1-3 erhielten eine entsprechende Menge
phys. Kochsalzldsung

K = Kontrollgruppe; # = Bacteridmiegruppe; E£K = Eglin-Kontroll-
gruppe; #7 = Eglin-Therapiegruppe

Da die erste gentechnologisch hergestellte Eglin-Charge I noch
geringgradig endotoxinhaltig war, dienten die Versuche der
Gruppe 4 (Eglin-Kontrolle) sowie die der Gruppe 5 (Therapiegrup-
pe) lediglich zur Ermittlung der Pharmacokinetik. Mit Ausnahme
eines Tieres, das nach 6,5 h starb, waren jedoch sdmtliche
Schweine dieser Gruppe kreislaufstabil und wiesen weder bioche-
misch, h&matologisch oder hd&modynamisch Besonderheiten auf. Das
nach 6,5 h verstorbene Versuchstier hatte kurz vor dem Exitus
bereits 96,3 % des liber 4 h infundierten Eglins ausgeschieden.
In den Ubrigen Versuchen lag die Ausscheidungsquote zu diesem
Zeitpunkt zwischen 59 und 84 %.

Obwohl die Tiere der Gruppe 5 eine der Gruppe 2 vergleichbare
Bakterienmenge erhielten, wurde selbst bei Verwendung des endo-
toxinhaltigen Eglin c eine signifikant verlé&dngerte mittlere
Uberlebenszeit von 19,1 h beobachtet. Ein Versuchstier der Gruppe
5 verstarb bereits nach 6,5 h. Aufgrund einer ausgeprdgten Nie-
reninsuffizienz lag hier die Ausscheidungsrate bei nur 17 % des
verabreichten Eglins.
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Nach Gabe des aus dem Blutegel isolierten Eglin b (Gruppe 6;
Therapiegruppe) zeigte sich ein in den Gruppen 4 und 5 vergleich-
barer Verlauf der Plasma- und Urinspiegel des Eglins. Wihrend

ein Versuchstier nach 36 h bei intakten Kreislaufverhdltnissen
getdtet wurde, starb das mit 16,5 kg leichteste zweite Schwein
dieser Gruppe nach 4,5 h, wobei kardiotoxische Bacteridmie-
Effekte im Vordergrund standen.

Das in der Gruppe 7 (Therapiegruppe; Eglin-Charge II) eingesetzte
Eglin ¢ war (nach Limulus- und Pyrogentest) endotoxinfrei. Je ein
Tier verstarb nach 15,2 und 16,1 h, vier weitere wurden nach 30 h
getdtet. In den beiden erstgenannten Versuchen bestand bis unmit-
telbar prédfinal ein intakter Kreislauf mit normalen Druck- und
HZV-Verh&dltnissen. Die Urinausscheidung sistierte in 5 von 6 Ver-
suchen zwischen der 2. und 6. Stunde, nahm anschliefiend bis zur
10. Stunde jedoch passager wieder zu.

Wahrend in den Bacteridmiegruppen 2 und 3 deutliche bis hochgra-
dige interstitielle Lungenddeme und Zeichen der DIC zu beobachten
waren, traten diese Verdnderungen unter Eglin-Gabe (Gruppe 5-7)
auffallend schwdcher ausgeprédgt auf. Geringgradige Odeme entstan-
den jedoch auch unter Verwendung des endotoxinhaltigen Eglins
(Gruppe 4; Eglin-Kontrolle).

Diskussion

Die erste verfiigbare Charge eines gentechnologisch hergestellten
Eglin c wurde primdr zum Studium der Pharmakokinetik herangezo-
gen, da sie geringe Endotoxinmengen enthielt. Die gentechnologi-
sche Produktion erfolgt durch Einschleusung einer rekombinanten
DNA des Eglins in Plasmide von Bakterien (E. coli). Bei der an-
schlieBenden Isolierung des durch die Bakterien produzierten
Hemmstoffs konnten offensichtlich nicht alle Bakterienendotoxine
entfernt werden. Mit Ausnahme eines Temperaturanstiegs war le-
diglich noch eine geringgradige Leukopenie, wie sie normaler-
welse stdrker ausgeprdgt nach Endotoxin- oder Bakterieninfusionen
im gewd&hlten Modell auftritt, zu beobachten.

Die rasche Elimination von Eglin verdeutlicht, daB bei intakter
Nierenfunktion keine Accumulation dieses Inhibitors in Blut oder
Gewebe zu erwarten ist. Gleichzeitig dlirfte vermehrt ausge-
schiittete PMN Elastase, im Komplex an Eglin gebunden, rasch re-
nal eliminiert werden.

Die signifikante Verldngerung der Uberlebenszeit in Gruppe 5
(Therapiegruppe) verdeutlicht den therapeutischen Effekt trotz
Endotoxingehalts der Charge.

Vielversprechende erste Beobachtungen, die eine therapeutische
Wirksamkeit des Eglins wahrscheinlich machten, veranlaBten erste
Versuche mit der zundchst nur in geringen Mengen verfligbaren
Charge II durchzufihren. Unter Verwendung dieses klonierten, en-
dotoxinfreien Eglins Uberlebten selbst bei hochdosierter Gabe von
3 x 1010 E. coli die Tiere mindestens 15 Versuchsstunden; diese
Bakterienmenge fiihrte bei unbehandelten Schweinen im Mittel nach
5,3 h zum Tode.
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Trotz stabiler Kreislaufverhdltnisse trat jedoch in 5 von 6 Fadl-
len eine offensichtlich Bacteridmie-bedingte Niecreninsuffizienz
auf, die durch Eglin-Therapie nicht verhindert wurde.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei nicht behandelten Bacteri-
dmietieren fielen unter Eglin-Therapie die Konzentrationen der
Plasmaprotein-Hemmstoffe Antithrombin III (AT III) und ap-Makro-
globulin (apM) nur geringfligig oder gar nicht ab. Die fibrinsta-
bilisierende Aktivit&t des Faktors XIII - eines sehr empfind-
lichen Substrates flir PMN Elastase - sank zwar wdhrend der ersten
Stunde der Bacteridmie auf ca. 40 % des Ausgangswertes, zeigte
jedoch in der weiteren Beobachtungsphase eine deutliche Norma-
lisierungstendenz, die bei den nicht therapierten Bacteridmie-
schweinen nicht erkennbar war. Diese bisherigen Befunde weisen
auf eine Verringerung der extracelluldren unspezifischen Proteo-
lyse hin. Sie zeigen jedoch auch, daB erwartungsgemdf nicht alle
Organschédden in der Sepsis durch diesen therapeutischen Ansatz
zu beheben sind. Neben der Verwendung von Proteinase-Inhibitoren
ist daher im klinischen Alltag eine intensivmedizinische Behand-
lung mit Catecholaminen und eine geeignete Respiratortherapie
unerldBlich. Entsprechende therapeutische Kombinationsversuche
sind vorgesehen.

Zusammenfassung

Erste Versuche mit gentechnologisch hergestelltem Eglin, einem
potenten Inhibitor filir lysosomale PMN Elastase und Cathepsin G,
zeigen einen ausgeprdgten therapeutischen Effekt bezliglich ver-
léngerter Uberlebenszeit, geringerer Lungenschddigung und vermin-
dertem Verbrauch von Plasmaproteinen (AT III, apM) im Vergleich
zu nicht therapierten Bacteri&mietieren. Bei intakter Nieren-
funktion wird Eglin innerhalb von 12 h zu 75-95 % im Urin ausge-
schieden. Die Accumulation im Plasma bei Niereninsuffizienz ver-
deutlicht die liberwiegend renale Ausscheidung dieses Inhibitors:

Summary

Preliminary experiments using genetically engineered eglin c,

a potent inhibitor of lysosomal PMN elastase and cathepsin G,
have demonstrated a significant therapeutic effect seen in pro-
longed survival, reduced pulmonary damage, and decreased con-
sumption of plasma proteins (AT III, ayM) compared with untreated
bacteriemic animals. Between 75 % and 95 % of eglin was excreted
in the urine within 12 h in the presence of normal kidney func-
tion. In animals with renal insufficiency there was significant
accunulation of eglin in the circulation, indicating the prima-
rily renal excretion of this inhibitor.
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