Neue Wege
in der
Entzundungsdiagnostik

PMN Elastase

Beitrage der Symposien
beim KongreB fir Laboratoriumsmedizin in Wien im April 1983
und bei der MEDICA in Dusseldorf im November 1983.

Herausgeber
M. Jochum, F. Gabl, H. Greiling, H. Fritz

GIT VERLAG - DARMSTADT

L] A6



Inhaltsverzeichnis

Vorwort
H. Fritz . . . . e e e e e e 1X

Granulozytare Elastase als Marker der unspezifischen Proteolyse in der Pathogenese
entzlindlicher Erkrankungen

M.Jochumund H. Fritz . . . . . . . e e 1

Enzymimmunoassay fiir Granulozyten-Elastase im Komplex mit a;-Proteinaseinhibitor
S. Neumann, G. Gunzer, N. HennrichundH.Lang . . . . . ... ... ... .. ...... 9

Elastase-a-Proteinaseinhibitor-Komplex: Ein Indikator fir pathobiochemische
Veranderungen in der Sepsis und nach Polytrauma

M. Jochum, K.H. Duswald, H. Ditmerund H. Fritz . . . . . . . .. .. ... ... ..... 17

Granulozyten-Elastase, ein Indikator fiir das Auftreten von Lungenkomplikationen bei
Patientinnen mit schwerer Gestose (Pra-Eklampsie): Fallstudien

H. Schlebusch, G. Garstka, C. Rommelsheimund U. Grinn . . . . . . . . . . ... .. .. 33

Freisetzung von Granulozyten-Elastase bei akutem Nierenversagen und wahrend der
Hamodialysebehandlung bei chronisch niereninsuffizienten Patienten

W. H. Horl, M. Jochum, S. Neumannund A. Heidland . . . . . . . . . .. ... ...... 43

Elastase-Inhibitor-Komplexe in der Differentialdiagnose von Pleuraergiissen
P.M.Bayer, H. Lanschitzer, E. Knoth, H. Klechund F.Kummer. . . . . . . . ... ... ... 53

Zur Bedeutung der Bestimmung des Elastase-a,-Proteinaseinhibitor-Komplexes im Plasma
bei Patienten mit rheumatischer Arthritis

D. Neumeier, J.-H. Hatz, G. Menzel, D. Nagel, H. Kaiser und A. Fateh-Moghadam . . . . . 59

Elastase aus Granulozyten bei chronischen Gelenkerkrankungen: Konzentration und Aktivitat
der Elastase-Inhibitor-Komplexe in Plasma und Synovialfliissigkeit

K. Kleesiek, D. Brackertzund H. Greiling . . . . . . . .. ... ... ... . ... ... 71
Autorenverzeichnis . . . . . . . L L L L e e 83
Sachwortregister. . . . . . . . e 83



Freisetzung von Granulozyten-Elastase bei akutem
Nierenversagen und wahrend der Hamodialyse-
behandlung bei chronisch niereninsuffizienten Patienten*

W.H. HORL", M. JOCHUM?, S. NEUMANN® und A. HEIDLAND®

" Abteilung Innere Medizin IV, Universitatsklinik Freiburg,

2 Abteilung fur Klin. Chemie und Klin. Biochemie in der Chirurg. Kiinik Innenstadt der Universitat Miinchen,
3 E. Merck, Darmstadt,

“ Medizinische Universitatsklinik Wirzburg

*) Mit Unterstiitzung durch die DFG, Ho 781/3—3 und des Sonderforschungsbereichs (Universitat Minchen) 207, LP 8

Einleitung

Trotz intensiver experimenteller und klinischer Untersuchungen ist die Pathogenese der katabolen

Stoffwechsellage in Kombination mit einer chronischen oder akuten Niereninsuffizienz weitgehend

unklar. Solche Patienten leiden haufig an Malnutrition und werden durch Komplikationen wie

Sepsis oder intestinale Blutungen hyperkatabol. Glukose-, Aminosauren- und EiweiBverluste

wéhrend der Hamo- oder Peritonealdialyse beglinstigen zusammen mit dem Verlust an wasser-

I6slichen Vitaminen die Entstehung der katabolen Stoffwechselsituation [1, 2].

Zwei Ursachen sollen fur den EiweiBkatabolismus wahrend der Himodialyse verantwortlich sein:

1. Aktivierung der Glukoneogenese, um Glukoseverluste (vor allem bei glukosefreiem Dialysat)
zu ersetzen.

2. EiweiBabbau, um die Aminosaurenverluste auszugleichen.

Die Zugabe von Glukose ins Dialysat lafit jedoch den dialysebedingten Katabolismus unbeein-

fluBt [3]. Die kontinuierliche Zufuhr von Aminosauren wahrend der Dialysebehandlung fuhrt nicht

immer zu einer Abnahme des dialysebedingten Proteinkatabolismus [4].

Methodik

Untersucht wurden in der vorliegenden Studie 70 terminal niereninsuffiziente Patienten mit einem
mittleren Alter von 48,8 + 1,4 Jahren (Mittelwerte + SEM) und einer dreimaligen wochenlichen
Hamodialysebehandlung seit 39,4 + 3,5 Monaten. Die Grunderkrankung war bei 44 Patienten
eine chronische Glomerulonephritis, bei 9 Patienten eine chronische Pyelonephritis bzw. inter-
stitielle Nephritis, bei 10 Patienten eine polyzystische Nierendegeneration, bei 6 Patienten eine
diabetische Glomerulosklerose und bei einem Patienten ein Alport-Syndrom. Die Harnstoff-N-
Werte lagen vor der Dialyse bei 82,3 + 3,2 mg/dl, die Kreatininwerte bei 12,9 = 0,4 mg/d|, die
Hamoglobinkonzentration bei 8,4 +0,2 g% und der Hamatokrit bei 27,9 + 0,7 %. Untersucht
wurden ferner 12 gesunde Kontroll-Personenim Alter zwischen 22 und 39 Jahren, sowie 12 Patien-
ten mit postoperativem oder posttraumatischem akuten Nierenversagen im Alter zwischen 19 und
45 Jahren.

Neutrale PMN Proteinasen wurden in Blutausstrichen nach der Methode von KLESSEN [5] nach-
gewiesen. Die Bestimmung der Granulozyten-Elastase, gemessen als Elastase-o4-Proteinase-
inhibitor-Komplex (E-aPl) wurde nach NEUMANN et al. [6] durchgefiihrt. Die Bestimmung der
Plasmaproteasenaktivitdt erfolgte mit Azocasein oder Phosphorylase-Kinase, isoliert aus Skelett-
muskulatur von Kaninchen, als Substrate [7, 8]. Die Proteinkonzentration im Plasma nach
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Abb. 1: EinfluB der Hamodialysebehandlung auf Leukozytenzahl, Plasmakonzentration von Elastase mit «,-Proteinase-
inhibitor (E-a,P!) und Hamatokrit. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM von 70 Patienten vor urd wahrend
5stiindiger Hdmodialysebehandlung.

p: vor vs. wahrend Dialyse

Trichloressigsaurefallung wurde wie friher beschrieben [9] ermittelt. Die Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese in Gegenwart von SDS wurde nach WEBER und OSBORN [10] durchgefihrt.
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Abb. 2: EinfluB der Hamodialysebehandlung auf die Plasma-E-a,Pl-Konzentration von 6 diabetischen und 64 nicht diabe-
tischen Dauerdialysepatienten. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM vor und innerhalb 3 Stunden nach
Beginn der Hamodialysebehandlung.

p: vor vs. wahrend Dialyse

Ergebnisse

Abb. 1 zeigt den Abfall der Leukozytenzahl unmittelbar nach Einleitung der Hamodialysebehand-
lung. 60 Minuten nach Hamodialysetherapie liegt die Leukozytenzahl wieder im Normbereich.
Die Konzentration von E-a4PI erhoht sich vom Zeitpunkt 0 bis 3 Stunden nach Beginn der Hamo-
dialysebehandlung, um wahrend der weiteren Dialysedauer auf einem Plateau um 500 ng/ml kom-
plexierter Elastase zu bleiben.

Signifikant am héchsten war die Freisetzung von Granulozyten-Elastase wahrend der Himodialyse-
behandlung bei Patienten mit diabetischer Glomerulosklerose (Abb. 2), kein sicherer Unterschied
ergab sich bei Patienten mit Glomerulonephritis, Pyelonephritis oder Zystennieren. 33 Patienten
zeigten nur wenig erhdhte E-a,PI-Spiegel, wahrend die E-a4PI-Konzentrationen bei 37 Patienten
Uber 400 ng/ml lagen, davon bei 13 Patienten tber 800 ng/ml (Normalwert: ca. 60 ng/ml). Maxi-
malspiegel von 2700 ng/ml wurden bei 2 Patienten ermittelt.

Der zytochemische Nachweis von Leukozytenproteasen wurde bei Patienten mit akuter und
chronischer Niereninsuffizienz nach KLESSEN [5] durchgefiihrt. Nach Fixierung mit Formalin/Sub-
limat und Inkubation mit Borat-Puffer IaBt sich bei Blutausstrichen gesunder Kontroll-Personen ein
Lysishof rund um die Leukozyten nachweisen, hervorgerufen durch eine proteolytische Verdauung
benachbarter Erythrozyten und von PlasmaeiweiB3 (Abb. 3). Ein derartiger Lysishof um die Leuko-
zyten ist bei Patienten mit akutem Nierenversagen wesentlich geringer ausgepragt (Abb. 4). Auch
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Abb. 3: Blutausstrich einer gesunden Kontroll-Person. Die Fixierung erfolgte mit Formalin/Sublimat. Der Ausstrich wurce
mit 0,25 M NaCl/Borat-Puffer (pH 8,5) fiir 120 Minuten bei 37 °C inkubiert und mit kolloidalem Eisen gefarbt.

Abb. 4: Blutausstrich eines Patienten mit akutem Nierenversagen. Inkubationsbedingungen siehe Legende zu Abb. 3.
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bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ist nur ein schmaler Lysishof um die Leukozyten
nachweisbar (Abb. 5). 2 Stunden nach Einleitung der Hadmodialysebehandlung fehlt der Lysishof
rund um die Leukozyten ganzlich und 148t sich in nahezu ,,normaler” Auspragung etwa 4 Stunden

nach Beginn der Hamodialysebehandlung wieder in vitro induzieren (Abb. 5).

Mit Azocasein als Substrat lieB sich im Plasma von 12 chronisch niereninsuffizienten Patienten
eine unspezifische Proteasenaktivitat ermitteln (0,127 + 0,019 U/mg Protein), wobei dieser Wert
fiir die Patienten mit akutem Nierenversagen doppelt so hoch lag. Unter der Hamodialysebehand-
lung kommt es zu einer signifikanten Abnahme dieser unspezifischen Proteasenaktivitat in den

Normbereich (Tab. 1).

Minuten
nach Dialysebeginn 0 10 30 60 120 180
U/mg Protein 0,127 0,103 0,095 0,087 0,059" 0,037**
+ 0,019 + 0,014 + 0,013 + 0,013 + 0,010 + 0,007

Tab. 1: EinfluB der Hamodialysetherapie auf die Plasmaproteinasen-Aktivitat. Substrat: Azocasein
Mittelwerte = SEM von 12 Patienten. Gesunde Kontrollen: 0,052 + 0,004 (p < 0,01)

p: vor vs. wahrend Dialyse

(*p<0,01; ™ p<0,001)
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Minuten nach Dialysebeginn Stunden nach Dialysebeginn

0 10 30 1 2 3 4 5
1,036 1,037 1,011 1,074 0,931* 0,840™ 0,765 0,727
+ 0,029 + 0,030 + 0,032 + 0,086 + 0,0365 + 0,035 + 0,038 + 0,035

Tab. 2: EinfluB der Hdmodialysebehandlung auf die Proteinkonzentration (mg/ml) im Plasmatiberstand nach Trichlor-
essigsaurefallung

Mittelwerte + SEM von 70 Patienten

p: vor vs. wahrend Dialyse

(* p <0,05; ™ p < 0,0001)

Tab. 2 zeigt die Proteinkonzentration im Plasmatberstand nach Trichloressigsaureprazipitation
bei 70 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz. Unmittelbar vor Einleitung der Himodialysebe-
handlung wurde ein Mittelwert von 1,036 + 0,29 mg/ml ermittelt. Wahrend der 5stiindigen Hamo-
dialysebehandlung kommt es zu einem signifikanten Rickgang auf 0,727 + 0,35 mg/ml, jedoch
nicht bis in den Normbereich unbehandelter Kontroll-Personen von 0,246 + 0,019 mg/ml. Fir Pa-
tienten mit posttraumatischem akuten Nierenversagen wurde ein Vergleichswert von 1,650 +
0,110 mg/mi ermittelt.

Im ultrafiltrierten Plasma (Molekulargewicht < 50000) von Patienten mit Polytrauma und akutem
posttraumatischen Nierenversagen gelang der Nachweis einer proteolytischen Verdauung der
Untereinheiten a, § und y von Phosphorylase-Kinase. Wahrend Plasmafraktionen des Patienten
H. H. innerhalb von 10 Stunden 50 % der a-Polypeptidkette und die y-Untereinheit komplett pro-
teolytisch degradierten (Abb. 6), kam es durch Plasmafraktionen des Patienten T. Sch. innerhalb
von 9 Stunden zu einer kompletten proteolytischen Verdauung der y-Untereinheit und zu einer
etwa 80 %igen proteolytischen Degradation der a- und B-Untereinheiten (Abb. 7). Innerhalb von
24 Stunden war durch Plasmaproben dieser Patienten die gesamte Phosphorylase-Kinase (Mole-
kulargewicht 1,3 Mill.) vollstandig proteolytisch degradiert.

1 Minute 10 Stunden 24 Stunden.
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Abb. 6: Verdauung von Phosphorylase-Kinase durch Ultrafiltrat des Patienten H.H. mit posttraumatischem akuten Nieren-
versagen. 0,1 ml des gereinigten Enzymes (1,5 mg pro ml) wurden bei 37°C mit 0,1 mi Ultrafilter (Molekulargewicht
< 50000) inkubiert. Proben zu je 20 Wl wurden nach einer Minute, nach 10 und 24 Stunden entnommen, mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Weber und Osborn [10] aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet (O.D. 583 nm).
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Diskussion

Neutrophile Granulozyten enthalten ein breites Spektrum an proteolytischen Enzymen, die u. a. in
Abwehr und Verdauung eindringender Mikroorganismen involviert sind [11], ndmlich die neutralen
Proteasen Elastase [11, 12], Cathepsin G [13] und Kollagenase [14, 15] sowie die sauren Pro-
teasen Cathepsin B und D. Lysosomale Proteasen konnen freigesetzt werden durch Zelltod, wah-
rend der Phagozytose, sowie bei Reaktionen mit Antigen-Antikdrper-Komplexen, aktivierten
Komplementkomponenten (C3a, C5a) und toxischen Substanzen (Endotoxine) [16, 17].

Parallel mit dem Abfall der Leukozytenzahl durch den Kontakt der Leukozyten mit der Cuprophan-
membran kam es zu einem Anstieg der Granulozyten-Elastase, gemessen als Elastase-a4-Pro-
teinasen-Inhibitor-Komplex (E-a;PI) mit einem Maximalwert 3 Stunden nach Initiierung der Hamo-
dialysebehandlung. Signifikant am héchsten war die Elastasefreisetzung wahrend der Hamodia-
lysebehandlung bei diabetischen Patienten, jedoch ohne sicheren Unterschied bei Patienten
mit chronischer Glomerulonephritis, Pyelonephritis oder polyzystischer Nierendegeneration. Bei
diabetischen Dialysepatienten 148t sich besonders haufig eine Malnutrition nachweisen, charakte-
risiert durch erheblichen Gewichtsverlust, verminderten Armumfang sowie erniedrigtes Serum-
Albumin und Serum-Transferrin [18]. Die Freisetzung von Granulozyten-Elastase wahrend der
Hamodialysebehandlung resultiert u. E. aus dem Kontakt der Blutzellen mit der Membran des
Dialysators. Solch ein Kontakt kann zu einer sog. frustranen Phagozytose fiihren, die bekannter-
maBen mit einer extrazelluldren Freisetzung lysosomaler Proteinasen einhergeht.

Die verminderte proteolytische Aktivitat der polymorphkernigen Leukozyten, nachgewiesen in
vitro in Blutausstrichen von Patienten unter der Hamodialysebehandlung und bei Patienten mit
akutem Nierenversagen, spricht dafiir, daB die neutralen Granulozytenproteinasen unter diesen
Bedingungen bereits in vivo freigesetzt worden sind. Da die Leukopenie nicht parallel einhergeht
mit der Freisetzung der Granulozyten-Elastase wahrend der Hamodialysebehandlung, muB eine
Leukostase in der Lunge, hervorgerufen durch Komplementaktivierung durch die Membran des
Dialysators, als weitere Quelle einer lokalen lysosomalen Enzymfreisetzung diskutiert werden [19].
Obwohl die Konzentration des dominierenden Elastase-Inhibitors 4Pl (a-Antitrypsin) wahrend
der Hamodialysebehandlung im Plasma unverandert blieb, konnte eine lokale Freisetzung von
Granulozyten-Elastase zusammen mit anderen lysosomalen Enzymen schlieBlich zu einem lo-
kalen Proteinase-Proteinaseinhibitor-Ungleichgewicht fuhren und so die Entstehung verschie-
dener Langzeitkomplikationen (z. B. destruktive Lungenerkrankungen) begunstigen.

Die Plasmaproteinkonzentration nach Trichloressigsaurefallung liegt vor Himodialysebehandlung
etwa 5 mal hoher als bei gesunden Kontroll-Personen. Wesentlich héhere Konzentrationen dieser
nicht durch Trichloressigsaure fallbaren Plasmafraktion wurden bei Patienten mit posttrauma-
tischem akuten Nierenversagen und akutem Nierenversagen in Kombination mit einer akuten
Pankreatitis beschrieben [9]. Diese Plasmaproteinfraktion besteht nach unseren Untersuchungen
zu einem Uberwiegenden Anteil aus niedermolekularen Proteinen, Peptiden und freien Amino-
sauren, die durch Hamodialysebehandlung weitgehend eliminiert werden durften. Der zwar signi-
fikante, jedoch relativ geringe Abfall unter der Hamodialysebehandlung kénnte durch den intra-
dialytischen Katabolismus bedingt sein.

Mit Azocasein als Substrat lag die proteolytische Aktivitat des Plasmas unbehandelter Kontroll-
Personen bei 0,052 + 0,04 U/mg Protein, wahrend die Vergleichswerte fur Patienten mit akutem
Nierenversagen 0,255 + 0,044 U/mg und fur Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz 0,127 +
0,019 U/mg betrugen. Unter der Hamodialysebehandlung kam es zu einer kontinuierlichen Ab-
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nahme der erhdhten Plasmaproteinasen-Aktivitat [20]. Es ist bislang unklar, ob dieser ginstige
Effekt der Hamodialysebehandlung auf einer Eliminierung nicht identifizierter Proteinasen beruht.

Bei Patienten mit Polytrauma und posttraumatischem akuten Nierenversagen lassen sich wohl
durch Inaktivierung und/oder Verbrauch des kdrpereigenen Proteaseninhibitorsystems freie pro-
teolytische Enzyme im ultrafiltrierten Plasma (Molekulargewicht < 50000) mit Phosphorylase-
Kinase als Substrat nachweisen (Abb. 6 u. 7). Durch Inkubation von Phosphorylase-Kinase mit
Elastase, Cathepsin G, Trypsin, Chymotrypsin oder Kallikrein gelingt eine proteolytische Ver-
dauung der o- und/oder 3-Untereinheiten. Bislang ist keine Protease identifiziert, die zu einer be-
vorzugten Spaltung der y-Untereinheit fihrt.

Zusammenfassend sprechen unsere Befunde dafiir, daB verschiedene Proteasen an der katabolen
Stoffwechsellage von Patienten mit akutem und chronischem Nierenversagen beteiligt sind. Als Ur-
sache der Proteasenfreisetzung nach Einleitung der Himodialyse vermuten wir eine Granulozyten-
und Komplement-Aktivierung durch Kontakt des Bluts mit dem Membransystem des Dialysators.
Die Proteasenfreisetzung ist von potentieller klinischer Relevanz fiir verschiedene Langzeitkompli-
kationen der Hamodialysetherapie.
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