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Elastase-H-Proteinaseinhibitor-Komplex 
(E-^i PI): ein Indikator für pathobiochemische 
Veränderungen bei entzündlichen Prozessen 
M. 3ochum, K.-H. Duswald, 3. Witte, H. Fritz 

Zu den wichtigsten pathophysiologischen 
Geschehen vieler entzündlicher Prozes­
se zählen die Zerstörung von Gewebe­
strukturen und Zel lmembranen und die 
dadurch bedingte Freisetzung zellständi­
ger, meist lysosomaler Enzyme. Beson­
ders reich an solchen Enzymen sind En-
dothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen 
und Mastzellen sowie basophile und 
polymorphkernige (PMN-)Granulozyten 
(Abb. 1). 
Eine große pathobiochemische Bedeu­
tung kommt den „neutralen" Proteinasen 
(Elastase, Kathepsin G, Kollagenase etc., 
Tab. 1) aus den Granula der PMN-Leuko-
zyten sowohl wegen ihrer hohen Konzen­
tration innerhalb der Zellen als auch auf­
grund ihres Wirkungsoptimums im phy­
siologischen pH-Bereich zu (Havemann 
und Janoff, 1978). 

Die biologische Funktion dieser Enzyme 
ist in erster Linie im Abbau und in der 
Verstoffwechselung von phagozytiertem 
Material in den Zellen zu suchen. Außer­
halb der Phagozyten finden sie sowohl im 
Blutplasma als auch in mukösen Sekre­
ten oder anderen Körperflüssigkeiten 
ihre natürlichen Antagonisten in den 
Proteinaseinhibitoren a rProte inaseinhi-
bitor (== ai-Antitrypsin), a2-Makroglobu-
lin, aj-Antichymotrypsin und Antileuko-
protease (Fritz, 1980). 
Kommt es nun im Verlauf von pathologi­
schen Prozessen im Organismus (Ent­
zündung, Gewebezertrümmerung etc.) 
zur Degranulation und somit zur Freiset­
zung der lysosomalen Enzyme zusätzlich 
zur Liberierung von anderen Proteinasen 
(z. B. Thrombokinase und Plasminogen-
aktivator aus Thrombozyten, Endothel-

Granulozyten Makrophagen 

eosinophil neutrophil basophil Monozyt 

Endothelzellen 

Fibroblasten 
gebundener Makrophag 

Mastzellen 
Abb. 1 Körperzellen mit 
einer reichhaltigen lysosomalen 
Enzymausstattung. 
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Enzym Konzentration 
(tig/106 Zellen) 

Biologische Substrate 

Elastase 2,73 Proteoglykane, Elastin, Kollagen III 

Immunglobuline 

Gerinnungs-, Fibrinolyse-, 
Komplementfaktoren 
Transportproteine 

Kathepsin G 1,20 Proteoglykane, Kollagen 

Gerinnungs-, Fibrinolyse-, 
Komplementfaktoren 

Kollagenase 0,065 Kollagen I (III) 

Tab. 1 Neutrale Proteinasen aus menschlichen Granulozyten. 

zellen u. a.) in das umgebende Milieu, so 
können die proteolytisch wirksamen Fak­
toren den Pathomechanismus auf zwei 
Arten verstärken (Tab. 2): 
— Systemspezifische Proteinasen wie 
die Thrombokinase und der Plasmino-
genaktivator bewirken die Aktivierung 
der „Blutsysteme" (Gerinnung, Fibrinoly­
se, Komplement, Kallikrein-Kinin-Sy-
stem) und damit die Umwandlung von 
Proenzymen in Enzyme durch limitierte, 
substratspezifische Proteolyse. Durch die 
folgende Hemmung und Eliminierung 
der aktiven Enzyme werden nicht nur 
diese selbst, sondern auch ihre Inhibito­
ren, so z. B. Antithrombin III (AT III, Ge­
rinnung), a2-Antiplasmin (a2AP, Fibrino­
lyse) und Cl-Inaktivator (Cl-INA, Kom­
plement, Kallikrein-Kinin-System), ver­
braucht. 
— Systemunspezifische Proteinasen wie 
Elastase und Kathepsin G inaktivieren in 
vitro durch substratunspezifische Proteo­
lyse eine Vielzahl von Plasmaproteinen 
(Tab. 1, Blutsystemfaktoren, Transport­
proteine, Immunglobuline etc.). Nach 
massiver Freisetzung in vivo scheint die­

se proteolytische Aktivität — wohl auf­
grund einer lokal nicht mehr ausreichen­
den Inhibitorkonzentration — beträcht­
lich zum Verbrauch von Plasmafaktoren 
beizutragen. Klinisch relevante Beispiele 
sind die gramnegative Sepsis, die akute 
myeloische Leukämie, Polyarthritis, ob­
struktives Lungenemphysem usw. (Eg-
bring et al., 1977; Jochum et al., 1982a; 
Wong und Travis, 1980; Martin und Tay­
lor, 1979). 
Zahlreiche Untersuchungen aus unse­
rem Arbeitskreis, die im folgenden darge­
stellt werden sollen, konnten insbesonde­
re in den letzten beiden Jahren diese in­
zwischen allgemein anerkannte Vorstel­
lung über die Wirkung leukozytärer Pro­
teinasen unter pathophysiologischen Be­
dingungen bestätigen. 

Untersuchungen zur Wirkung 
lysosomaler Enzyme 
auf biologische Substrate 
Im Rahmen einer umfassenden klini­
schen Studie zur Pathobiochemie von 
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Endotoxine 
1 

Zellmembranschädigung 
1 

Proteinasenfreisetzung 

Thrombokinase 
Plasminogenaktivator etc. 
1 

Spezifische Aktivierung 
der Blutsysteme 

PMN-Elastase 
Kathepsine G, B, D etc. 

i 1 

Gerinnung 
Fibrinolyse 
Komplement 
Kallikrein-Kinin 

i 

Unspezifischer Abbau 
der Blutproteine 

Blutsystemfaktoren 
Proteinaseinhibitoren 
Transportproteine 
Immunglobuline etc. 

Hemmung 

z. B. ATIII,a2PI,C1-INA z.B.e^PI, a 2M,a 1AC 

Eliminierung (RES) 

Tab. 2 Pathobiochemische Reaktionen bei gramnegativer Sepsis. P M N : polymorphkernige 
Granulozyten, AT III: Antithrombin III, a2PI: Alpha-2-Plasmininhibitor, Cl -INA: Cl-Inaktivator, a,PI: 
Alpha-l-Proteinaseinhibitor, a2M: Alpha-2-Makroglobulin, a i A C : Alpha-l-Antichymotrypsin. 

I 
[%160 - AT III 1 
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1 
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Abb. 2 Plasmagehalt von Antithrombin III während des hyperdynamen septischen Schocks. 
Die Kurven zeigen Mittelwerte (± SEM) aller untersuchten Patienten (n = 18; —), von Patienten, die die 
Schockphase überlebten (n = 15; —•—), und von Patienten, die während der Beobachtungsphase 
verstärken (n = 3; ). 
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Plasmaproteinen beim hyperdynamen 
septischen Schock des Menschen (Witte 
et al., 1982) konnten wir zeigen, daß von 
den zahlreichen untersuchten Plasma­
faktoren insbesondere der wichtigste 
Hemmstoff der Gerinnung, das Anti­
thrombin III (AT III), schon zu Beginn 
der Schockphase sehr stark erniedrigt 
war. Bei Patienten, die die Schockphase 
überlebten, stieg der AT-III-Spiegel all­
mählich wieder an, während er weiterhin 
dramatisch abfiel bei den Personen, die 
während der Schockphase verstarben 
(Abb. 2). 
Deshalb haben wir in in-vitro-Untersu-
chungen überprüft, ob auch Plasmainhi­
bitoren der proteolytischen Wirkung von 
Leukozytenproteasen unterliegen. Dazu 
wurden die Inhibitoren Ant i thrombin III, 
a2-Plasmininhibitor und a r A n t i c h y m o -
trypsin mit aus menschl ichen Granulozy­
ten isolierter Elastase inkubiert. Keiner 
der Hemmstoffe zeigte inhibitorische 
Aktivität gegenüber Elastase, hingegen 
genügten z. T. bereits katalytische Men­
gen dieses Enzyms, um die Hemmakt ivi ­
tät von AT III gegenüber Thrombin 
(Abb. 3), von a2-Plasmininhibitor gegen­
über Plasmin und von a r Ant ichymotryp-
sin gegenüber Chymotrypsin bzw. Ka­
thepsin G drastisch zu reduzieren (Tab. 3; 
Jochum et al., 1981a; Jochum und Lander, 
1982b). 
Der ai-Proteinaseinhibitor (a r Ant i t ryp-
sin) wird in ähnlicher Weise durch Ma-
krophagenelastase (Metalloproteinase) 
proteolytisch inaktiviert (Banda et al., 
1980). Darüber hinaus kann aus phagozy-
tierenden Granulozyten freigesetzte 
Myeloperoxidase den Methioninrest im 
reaktiven Zentrum dieses Hemmstoffes 
oxidieren (Tab. 3). 
Hierdurch wird die normalerweise ex­
trem rasche und irreversible Inhibition 
der granulozytären Elastase durch den 

0 0,01 0,02 0,04 0,4 
mol Elastase/mol ATill 

Abb. 3 Inaktivierung von isoliertem 
Antithrombin III durch isolierte 

ai-Proteinaseinhibitor so erheblich ver­
zögert, daß ein unspezifischer Abbau von 
Plasmaproteinen trotz hoher endogener 
Hemmstoffkonzentration auch in vivo 
möglich erscheint (Tab. 4; Beatty et al., 
1980). 
Studien von Dietl et al. (1979) zeigten, 
daß die granulozytäre Elastase in vitro 
auch in der Lage ist, aus einem säurelabi­
len Trypsininhibitor des Plasmas, dem 
Inter-a-Trypsininhibitor (ITIi6oooo), rasch 
ein säurestabiles Inhibitormolekül 
(ITI30000) abzuspalten. Da bei den Patien­
ten im septischen Schock (Witte et al., 
1982) der Gehal t an nativem ITIi60000 im 
Serum signifikant reduziert und die Kon­
zentration von ITI30000 beträchtlich er­
höht war, darf man wohl eine permanen­
te Freisetzung granulozytärer Protein­
asen während des septischen Schocks 
postulieren (Abb. 4). 
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Abbau bzw. Inaktivierung durch 

arProteinaseinhibitor O2 & HO'& H 2 0 2 * ; Myeloperoxidase 
Metalloproteasen 
Thiolproteasen 

AT III Antithrombin III i a2PI a2-Plasmininhibitor > Leukozytenelastase 
C1-INA C1-lnaktivator J 
* Phagozytose (Hexosemonophosphat Shunt)-Produkte 

Tab. 3 Abbau bzw. Inaktivierung von Plasmainhibitoren durch lysosomale Enzyme. 

«iP'nativ(Met) und a1Plox id(Met-Sulfoxid) 

Komplex mit PMN-Elastase t 1 / 2 assoz. (ms) Delay time (s) 
(95 %-Komplex) 

«iP'nativ(irrev.) 0,6 0,003 

«1PI0x id(revers.) 1330 6,6 

Tab. 4 Komplexierung von granulozytärer Elastase durch nativen bzw. oxidierten 
a rProteinaseinhibitor(aiPIXnach Beatty, Biethund Travis, 1980). 

In-vivo-Modell 
zum Nachweis der 
therapeutischen 
Wirksamkeit eines exogenen 
Proteinaseinhibitors 
Der wichtigste indirekte Hinweis dafür, 
daß der unspezifische proteolytische Ab­
bau durch lysosomale Granulozytenpro­
teinasen einen entscheidenden Einfluß 
auf die Spiegel bestimmter Plasmaprote­
ine hat, ergab sich aus tierexperimentel­
len Untersuchungen (Jochum et al., 
1981b). In dieser Studie wurde der Elasta-
se-Kathepsin-G-Inhibitor aus Sojaboh-

[mlll/ml] 
160000 (normal 50 -80 ) n = 10 

0 24 46 72 96 
[hl — 

Abb. 4 Serumgehalt von nativem 
Inter-a-Trypsininhibitor (ITIi60 000) und 
säurestabilem Spaltprodukt (ITI30 000) während 
des hyperdynamen septischen Schocks. 
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« • Faktor XIII 
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Abb. 5 Plasmagehalt ausgewählter Faktoren während experimenteller Endotoxinämie ohne und mit 
Inhibitortherapie. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte der Kontrollgruppe A (n = 6), der 
Endotoxinämiegruppe B (n = 6) und der inhibitorbehandelten Endotoxinämiegruppe (n = 4). 

nen, der sog. Bowman-Birk-Inhibitor, zur 
Therapie einer experimentellen Endoto­
xinämie beim Hund eingesetzt (Abb. 5). 
Bei den Kontrolltieren erfolgte eine ge­
ringfügige Abnahme der Spiegel der ge­
messenen Plasmafaktoren, wohl auf­
grund des operativen Eingriffs. Signifi­
kant allerdings war der Abfall unter En-
dotoxingabe. Die dabei zu beobachten­
den substantiellen Veränderungen geben 
das charakteristische Bild einer Endoto­
xin induzierten disseminierten intravasa­
len Gerinnung (DIC) wieder. Bei gleich­
zeitiger Applikation von Endotoxin und 
Inhibitor (3 — 8 mg BBI) entsprach der 
Verbrauch an Plasmafaktoren etwa dem 
der Kontrolltiere. Besonders bemerkens­
wert ist das Verhalten des Faktors XIII. 
Dieses Protein stellt in vitro ein sehr 
empfindliches Substrat für granulozytäre 
Elastase dar. Sein Abbau konnte durch 

Applikation des Elastaseinhibitors nahe­
zu vollkommen verhindert werden. 

Untersuchungen zum 
Nachweis freigesetzter 
lysosomaler Enzyme im 
Plasma 
Nach den zahlreichen Ergebnissen über 
die proteolytische Wirkung der granulo-
zytären Elastase auf biologische Substra­
te in vitro und den indirekten Hinweisen 
auf ihre Beteiligung an pathobiochemi-
schen Prozessen in vivo erschien es aus 
diagnostischer Sicht besonders wichtig, 
das Ausmaß der Degranulation von Leu­
kozyten im Verlauf von akuten Erkran­
kungen exakt erfassen zu können. 
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E-ö! PI 

(E-a2 M) 

Abb. 6 Freisetzung von Leukozyten-Elastase und Komplexierung mit ax-Proteinaseinhibitor («iPI) bzw. 
«2-MakroglobuIin (a2M) im systemischen Kreislauf. 

Ak gegen 
Elastase 

, Elastase-
+ a,PI-

Komplex 
Ak-E/E-«! PI + Ak gegen a r PI , 

markiert mit alkalischer Phosphatase 

Ak-E/E-e*! PI / Akö! PI(-AP) 

lr Substrat 
^Produk t 

Photometer OD 405 

Abb. 7 Prinzip des Enzym-Immunoassays für die Bestimmung des Elastase-öi-Proteinaseinhibitor-
Komplexes (E-aiPI). Der E-ajPI-Komplex aus den Plasmaproben wird an Festphasen gebundene 
Antikörper gegen granulozytäre Elastase (Ak-E) gekoppelt. Nach mehreren Waschschritten wird mit 
einem Antikörper gegen «i PI inkubiert, der seinerseits mit alkalischer Phosphatase (AP) markiert ist 
(Ak-c^PI-AP). Die Aktivität der auf diese Weise an den E-ciiPI-Komplex gebundenen alkalischen 
Phosphatase gegen p-Nitrophenylphosphat ist proportional der Konzentration der komplexierten 
Elastase in der Probe. 
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= A 
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E-a, PI 
(x±SEM) (NW=60-110) 

1 

= C 

vorOp. nachOp. Verlauf Beginn Verlauf E G T 
nach Op. der Sepsis 

Abb. 8 Plasmagehalt an Elastase-ai-Proteinase-Komplex (E-aiPI) von Patienten nach 
abdominalchirurgischen Operationen. 
A = Patienten ohne postoperative Infektion (n = 11). 
B = Patienten, die die postoperative Infektion überlebten (n = 14). 
C = Patienten, die an der postoperativen Infektion verstarben (n = 16). 
Die E-aiPI-Konzentrationen sind angegeben als Mittelwerte für den Tag vor der Operation, für den Tag 
nach der Operation, den Zeitraum vor Beginn einer Sepsis und für den Verlauf der Septikämie. Die letzte 
Bestimmung erfolgte am Tag der Entlassung (E) in der Gruppe A, am Tag der Genesung (G) in Gruppe B 
und vor Eintritt des Todes (T) in Gruppe C. 

Da ins Plasma freigesetzte Leukozyten­
enzyme bei ausreichendem körpereige­
nem Inhibitorpotential relativ rasch 
komplexiert werden (Abb. 6), kann der 
Nachweis ihrer Freisetzung überwiegend 
nur über die Konzentrationsbestimmung 
der Proteinaseinhibitor-Komplexe mit­
tels entsprechender Immunoassays (En-
zym-Immunoassay, EIA; Radio-Immu-
noassay, RIA) erbracht werden. Hierfür 
stand uns in Zusammenarbeit mit der 
Abteilung Biochemische Forschung 
Merck, Darmstadt, ein neuentwickelter 
EIA für granulozytäre Elastase, gebun­
den an ai-Proteinaseinhibitor (E-ajPI), 
zur Verfügung (Abb. 7; Neumann et a l , 
1982). 
Mit Hilfe dieses Tests konnten wir in 
einer weiteren klinischen Studie den 
Nachweis erbringen, daß nach abdomi­
nalchirurgischen Eingriffen Leukozyten-
elastase in erhöhtem Maße in das Plasma 

der Patienten freigesetzt wurde und daß 
die Höhe des Gehalts an E-c^PI mit dem 
Schweregrad einer postoperativ auftre­
tenden Infektion (Sepsis) korrelierte 
(Abb. 8). 
Untersucht wurden 14 Patienten, die eine 
postoperative Infektion überlebten 
(Gruppe B), und 16 Patienten, die an den 
Folgen einer Sepsis verstarben (Gruppe 
C). Als Kontrolle dienten 11 Patienten 
ohne Infektionszeichen nach abdomina­
len Operationen (Gruppe A). Bei Patien­
ten ohne präoperative Infektion (Grup­
pen A und B) erhöhte sich aufgrund des 
operativen Traumas der E-aiPI-Gehalt 
auf das 2- bis 3fache des Normalwertes 
(86,5 ± 25,5 ng/ml). Patienten, die bereits 
vor der Operation an einer Infektion er­
krankt waren (6 von 16 in Gruppe C), hat­
ten schon eindeutig erhöhte präoperative 
E-aiPI-Werte. Unmittelbar nach dem 
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Abb. 9 Vergleich des Gehaltes von Elastase-ai-Proteinaseinhibitor-Komplex (E-aiPI) mit der inhibitorischen Aktivität von Antithrombin III 
(AT III) bzw. der Gerinnungsaktivität von Faktor XIII (F XIII) im Plasma von Patienten nach abdominalchirurgischen Eingriffen. Weitere 
Erläuterungen siehe Abbildung 8. 
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Granulozyten Makrophagen Endothelzellen Mastzellen 

I i I i 
Freisetzung von Proteinasen 

Substrat-spezif. Proteolyse Unspezifische Proteolyse 
— Proenzym-, Cofaktoraktiv. — Inaktivierung durch Abbau 
— Toxische Peptide t — Toxische Peptide t 

Tab. 5 Beteiligung verschiedener Körperzellen am Pathomechanismus entzündlicher Prozesse. 

chirurgischen Eingriff konnte hier aller­
dings eine leichte Abnahme beobachtet 
werden, die wahrscheinlich durch die Eli­
mination des Infektionsherdes verur­
sacht war. Im postoperativen Verlauf 
blieben die E-^PI-Konzentrat ionen vor 
Eintreten einer Sepsis in den beiden 
Gruppen B und C mäßig erhöht. Zu Be­
ginn einer Sepsis nahm der Gehalt an 
E-ajPI im Mittel jedoch auf das öfache 
des Normwertes in Gruppe B und auf 
mehr als das lOfache in Gruppe C zu. 
Spitzenwerte von über 2500 ng/ml konn­
ten in beiden Gruppen gemessen werden. 
Bei Patienten, die die Infektion (Gruppe 
B) überlebten, kehrten die E-aiPI-Kon-
zentrationen zu Normalwerten zurück, 
während sie bei Patienten der Gruppe C 
bis zum Tode signifikant erhöht blieben. 
Die für die Homöostase der Gerinnung 
lebenswichtigen Faktoren AT III und 
F XIII — in vitro sehr sensitive Substrate 
für granulozytäre Elastase — zeigten eine 
auffällige Verminderung ihrer Aktivität 
während der Sepsis, die neben dem spezi­
fischen Verbrauch auch eine unspezifi­
sche Inaktivierung durch Elastase und 
andere leukozytäre Proteasen wahr­
scheinlich macht (Abb. 9). Für eine Betei­
ligung dieser Proteasen an der Inaktivie­
rung der erwähnten Faktoren spricht 

auch die signifikante Verminderung der 
Hemmaktivität des a2M im Plasma paral­
lel zur Erhöhung der komplexierten Ela­
stase. 
Die Ergebnisse sowohl der klinischen 
wie auch der experimentellen Studien 
haben klar die derzeitige Arbeitshypothe­
se einer „proteinase-proteinase inhibitor 
imbalance" bestätigt, womit die ursächli­
che Beteiligung im Überschuß freigesetz­
ter, vom endogenen Inhibitorpotential 
nicht mehr regulierbarer Leukozyten-
Proteasenaktivitäten am Pathomechanis­
mus verschiedener Erkrankungen ge­
meint ist. Obwohl den neutralen Protea­
sen aus den PMN-Granulozyten sicher­
lich eine sehr große Rolle in der Poten­
zierung entzündlicher Prozesse zu­
kommt, sollte die Beteiligung weiterer ly-
sosomaler Faktoren (saure Kathepsine, 
Hydrolasen, Lysozym, Myeloperoxidase 
etc.) auch aus anderen Zelltypen (Tab. 5) 
nicht unterschätzt werden (Klebanoff 
und Clark, 1978). Hier sind vor allem Mo­
nozyten und Makrophagen zu nennen, 
die aufgrund ihrer längeren Lebenszeit 
und kontinuierlichen Freisetzung gewe­
beschädigender Produkte eine Persistenz 
des initialen, granulozytenbedingten 
Schadens bewirken können (Kitagawa et 
al., 1980; Cohen, 1979). 
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