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Pathobiochemie und Chirurgie:
Neue Ansatze zur Diagnostik und Therapie
schwerer entziindlicher Erkrankungen

M. JocHuM, J. WiTTE, K.-H. DuswaLD, D. INTHORN, H. WELTER und H. FriTz

Einleitung

Die Pathogenese der Sepsis und des septischen Schocks ist trotz zahlreicher Unter-
suchungen immer noch Gegenstand kontroverser Diskussionen. Zweifellos kommt
jedoch den Leukozyten, speziell den polymorphkernigen (PMN) Granulozyten, eine
hervorragende Rolle in der Ausbildung des sepsisbedingten multiplen Organver-
sagens zu. Die Einwanderung von PMN-Granulozyten in das Entziindungsgebiet
wird u.a. durch die Bildung von leukotaktischen Substanzen wie Leukotrienen,
Fibrin/ogen/spaltprodukten, Anaphylatoxinen aus dem Komplementsystem (C5a,
C3a) etc. sowie durch eine zunehmende Gefafpermeabilitit aufgrund der gesteiger-
ten Wirkung von Kininen und Arachidonsiuremetaboliten ausgeldst bzw. aufrecht-
erhalten. Wahrend der Bindung und Aufnahme von invasiven Organismen oder
Zellbruchstiicken im Infektionsherd setzen die Granulozyten zahlreiche aggressive
Substanzen frei (Sauerstoffradikale, hydrolytische und proteolytische Enzyme etc.),
die dann im Extrazellulirraum Strukturelemente (Basalmembranen, Elastin, Kol-
lagen, Fibronektin, Proteoglykane u.a.) ebenso wie humorale Faktoren (insbeson-
dere Proteine der Kaskadensysteme: Gerinnung, Fibrinolyse, Komplement und
Kallikrein-Kinin-System) nachhaltig schidigen kdnnen (Literaturibersicht bei [10]).

Die Anwendung neuer biochemischer Mef3techniken in der klinischen Forschung
ermoglicht es neuerdings, einen engen Zusammenhang zwischen der Freisetzung
granulozytirer Inhaltsstoffe und dem Auftreten bzw. dem Schweregrad der Sepsis
und des septischen Schocks aufzuzeigen [8]. Die Aufklirung der zugrundeliegenden
Pathomechanismen sollte daher zukunftig wertvolle Hilfe fiir Prophylaxe und Thera-
pie schwerer Infektionen leisten.

Im Hinblick darauf beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit 2 Schwerpunkten:
a) mit dem Verbrauch von Proteinaseinhibitoren aufgrund einer vermehrten Frei-
setzung von lysosomalen Enzymen bzw. Proteinen und/oder einer gesteigerten Akti-
vierung von Proteinasen der Kaskadensysteme des Blutes (,,Blutsysteme*) [10],
b) mit therapeutischen Ansitzen [16,17], die es erlauben, den fir den Organismus
letalen Konsequenzen des Proteinaseinhibitormangels entgegenzuwirken.

Lysosomale Faktoren aus PMN-Granulozyten

Unter pathologischen Bedingungen werden lysosomale Faktoren aus verschiedenen
Korperzellen freigesetzt. Hierbei sind v.a. PMN-Granulozyten, die wihrend schwe-
rer Entziindungsprozesse in groBen Mengen in den primiren Schockorganen Lunge,
Leber und Niere sequestriert werden, von besonderem Interesse. Sie besitzen nim-
lich ein sehr wirksames proteolytisches bzw. hydrolytisches und oxidatives Potential
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zur Aufrechterhaltung des intrazellulidren Proteinkatabolismus und zum Abbau pha-
gozytierten Materials in den Phagolysosomen [18].

Hinsichtlich des Pathomechanismus schwerer Entziindungen sind von den bisher
bekannten lysosomalen Enzymen die neutralen Proteinasen Elastase und Cathepsin G
aus den azurophilen Granula der PMN-Granulozyten von herausragender patho-
genetischer Bedeutung, da sie sowohl mengenméBig Giberwiegen als auch nahezu
keine Substratspezifitat besitzen [12, 29]. Nach extrazelluldrer Freisetzung inaktivie-
ren diese Proteinasen schon durch wenige proteolytische Spaltungen eine Reihe von
Plasmaproteinen, so z. B. die Proteinaseinhibitoren Antithrombin III, a,-Plasminin-
hibitor und Cl-Inaktivator [5, 15], ehe sie durch ihre natiirlichen Antagonisten a,-
Proteinaseinhibitor, a;-Antichymotrypsin und a,-Makroglobulin gehemmt werden.
Kiirzlich wurde sogar von einer tberadditiven elastolytischen Aktivitit bei gleich-
zeitiger Einwirkung von Elastase und Cathepsin G auf verschiedene Substrate be-
richtet [4].

Das ebenfalls in den azurophilen Granula lokalisierte Enzym Myeloperoxidase
katalysiert in den Phagolysosomen die Reaktion von Wasserstoffperoxid (H,O,) mit
Chloridionen (ClI7), wodurch hochbakterizide, oxidierende Substanzen entstehen
[27].

Die antibakterielle Wirkung von Laktoferrin, einem Protein, das vorwiegend in
den spezifischen Granula von Granulozyten, daneben aber auch in Korperzellen wie
Driisenepithelien gebildet wird, ist ebenfalls gut belegt. Patienten mit Laktoferrin-
mangel erleiden wiederholte Infektionen. Dariiber hinaus wurden noch zahlreiche
weitere Effekte des Laktoferrins beschrieben, jedoch konnten viele dieser Wirkun-
gen von anderen Untersuchern nicht bestitigt werden. Die funktionelle Rolle des
Laktoferrins bei der Entziindung kann daher als noch weitgehend ungeklirt gelten

3.

Aktivierung und Verbrauch von Blutproteinen

Die sog. Entziindungsantwort des Organismus auf einen entziindlichen Stimulus
kann durch die extrazellulire Wirkung von Proteinasen auf zweierlei Weise verstarkt
werden [10]:

Selektive oder limitierte Proteolyse fiihrt zur Aktivierung von Proenzymen und/
oder Kofaktoren der Blutsysteme und dabei auch zur Bildung von biologisch hoch-
aktiven Peptiden wie Kininen, Anaphylatoxinen und Fibrin/ogen/spaltprodukten.
Unspezifische Proteolyse, hervorgerufen v.a. durch lysosomale Elastase und Cathepsin
G, zerstdrt nicht nur Blutsystemfaktoren, Immunglobuline und viele andere Proteine,
sondern v.a. auch Proteinaseinhibitoren durch nichtlimitierte proteolytische Spal-
tungen. Hierbei werden ebenfalls pathologisch hochwirksame Peptide freigesetzt.

Im gesunden Organismus besteht eine wohlausgewogene Balance zwischen se-
lektiver Aktivierung und unspezifischer Proteolyse einerseits und potenten, spezi-
fischen Proteinaseinhibitoren andererseits [28]:

Antithrombin I1I (AT 111) reguliert die Gerinnung, a,-Plasmininhibitor (a, Pl) die
Fibrinolyse und CI-Inaktivator (CI-INA), den klassischen Komplementenweg und
die intrinsische Gerinnungskaskade. Letzteres erfolgt tiber die Hemmung von Plasma-
kallikrein und Hageman-Faktor bzw. von dessen niedermolekularem Spaltprodukt.
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Das Auftreten von a,-Makroglobulin (a;M) in Komplexen mit Plasmakallikrein
oder Plasmin in pathologischen Plasmen weist darauf hin, dal dieses multifunktio-
nelle Glykoprotein auch an der Regulation der Blutsystemkaskaden beteiligt ist.
Seine hervorragende protektive Rolle liegt jedoch in der Verhinderung der unspezi-
fischen Proteolyse durch die Hemmung aller Arten von freigesetzten lysosomalen
Proteinasen (Serin-, Thiol-, Aspartat- und Metalloproteinasen). Aufgrund des
hohen Molekulargewichts bleibt die Hemmfunktion von a;M normalerweise jedoch
auf das BlutgefdBsystem beschridnkt. Der Hauptantagonist der lysosomalen Granulo-
zytenelastase, der a;-Proteinaseinhibitor (a; PI), liegt in bemerkenswert hoher Kon-
zentration im Blut vor, tritt jedoch auch in der interstitiellen Flissigkeit und in
mukosen Sekreten auf. a;-Antichymotrypsin (a;AC), ein rasch reagierendes Akut-
phaseprotein, stellt einen wirksamen Inhibitor fiir das lysosomale granulozytire
Cathepsin G und fiir Mastzellchymase dar. Verglichen mit ¢, PI und o; AC liegen die
ibrigen Inhibitoren in deutlich geringerer Konzentration im Plasma vor. Dennoch
stellen nach Abzug von Albumin und den Immunglobulinen die Proteinaseinhibito-
ren ca. 60% der restlichen Plasmaproteine, was sicherlich als indirekter Hinweis auf
die Bedeutung der Proteinaseinhibitoren als regulative Proteine gewertet werden
kann.

Durch die Hemmung der extrazelluldr freigesetzten und/oder im Blutkreislauf
aktivierten Proteinasen wird auch die Bildung vasoaktiver bzw. toxischer Peptide
unterdriickt. Dies gilt ebenso fiir die proteolyseinduzierten zellularen Reaktionen,
wic z. B. die thrombininduzierte Plittchenaggregation oder die anaphylatoxinausge-
16ste Chemotaxis der Granzulozyten. Die Inaktivierung der die Blutsysteme regulie-
renden Proteinaseinhibitoren durch unspezifische Proteolyse stellt deshalb eine der
gefihrlichsten pathologischen Wirkungen lysosomaler Faktoren dar.

Selbst der u,-Protcinaseinhibitor kann durch ein lysosomales Metalloenzym aus
Makrophagen [1], die lysosomale Thiolproteinase Cathepsin B und eine bakterielle
Elastase [28] proteolytisch inaktiviert werden. Dariiber hinaus fihrt die Oxidation
des Methioninrestes im reaktiven Zentrum des o, PI zu einer betrichtlichen Reduk-
tion der Affinitit des Inhibitors zur granulozytiren Elastase [2]. Derart oxidierende
Substanzen, wie z. B. Superoxidanionen, Hydroxylradikale und Wasserstoffperoxid,
werden in groen Mengen in den Phagolysosomen der Granulozyten gebildet und
tragen zusammen mit Myeloperoxidase wesentlich zum intrazelluliren Proteinabbau
bzw. zur Bakterienabtdtung bei. Wenn sie unter pathologischen Gegebenheiten
zusammen mit den lysosomalen Enzymen freigesetzt werden, konnen sie lokal
die Hemmung der extrazelluldr liberierten Elastase erheblich beeintrédchtigen, da
der mit oxidiertem «,PI gebildete Komplex sehr leicht durch ein fiir Elastase hoher
affines Substrat (z. B. Elastin) wieder gespalten wird. Dieser Mechanismus bietet
giinstige Voraussetzungen fiir eine betrichtliche Gewebeschiadigung infolge einer
raschen Ansammlung und Degranulation von PMN-Granulozyten in der Lunge wih-
rend eines Entziindungsprozesses.

Im Hinblick auf die Pathogenese des multiplen Organversagens kann die Stérung
des physiologischen Gleichgewichts zwischen Proteinasen und ihren Inhibitoren als
eine wichtige Komponente des zugrundeliegenden Pathomechanismus angesehen
werden.
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Klinische Studien

Hyperdynamer septischer Schock

Unsere erste klinische Untersuchung zur Sepsis wurde an Patienten (n =18) mit
streng definiertem hyperdynamem septischem Schock durchgefihrt [31].

Hiamodynamische und biochemische Parameter wurden in bestimmten Zeitinter-
vallen bis 96h nach der Diagnosestellung des hyperdynamen Schocks bestimmt
(Xp—Xg96). Innerhalb der Beobachtungszeit verstarben 4 Patienten, wihrend die tibri-
gen das Schockereignis tiberlebten. Mit Ausnahme eines Patienten muflte jedoch
auch bei diesen innerhalb von 6 bis 84 Tagen nach Abschluf3 der speziellen Unter-
suchung ein tédlicher Ausgang verzeichnet werden. Die Ursachen dafiir lagen ent-
weder in den direkten Folgen des Schocks (respiratorisches Versagen, Oligurie oder
Anurie) oder in toxischem Herzversagen bzw. malignen Erkrankungen.

Neben einer Reihe anderer Plasmaproteine wurde die Konzentration von a,M
mittels radialer Immundiffusion (M-Partigenplatten, Behringwerke, Marburg) be-
stimmt. AT III wurde nach Laurell [19] quantifiziert und die fibrinstabilisierende Ak-
tivitdt von Faktor XIIT mit dem ,,Gerinnungsfaktor XIII-Schnellreagenz*“ (Behring-
werke, Marburg) erfait. Der native Inter-a-Trypsininhibitor (ITI-160000) sowie
sein sdurestabiles Abbauprodukt (ITI-30000) im Serum wurden nach Angaben von
HochstraBer et al. [14] gemessen.

Obwohl die hyperdyname Schockphase gewohnlich als Anfangsstadium der Er-
krankung angesehen wird, zeigten die Plasmaspiegel der gemessenen Parameter be-
reits zu diesem Zeitpunkt signifikant abnormale Werte (Tabelle 1).

Wir sehen den substantiellen Verbrauch bzw. Umsatz von Proteinaseinhibitoren
withrend der Beobachtungszeit als einen wesentlichen, wenn auch indirckten Hin-
weis fiir eine betriachtliche Freisetzung von Proteinasen im septischen Schock an:

Tabelle 1. Plasma- oder Serumgehalt verschicdener Proteine
im septischen Schock. Angegeben sind Mittelwerte ¥ (£ SEM)
fir den Beginn der Schockphase (¥)) und 96h danach (¥o).
Normwert fiir Faktor XIII, Antithrombin III und «,-Makro-
globulin: 100% eines Poolplasma; Normalbereich fiir Inter-a-
Trypsininhibitor: nativ, saurelabil: 50-80 mIU/ml; sdurestabil:
6-9 mIU/ml. mIU = Milli-Inhibitoreinheiten

Parameter Xy (£ SEM) Xo6 (£ SEM)

Faktor XIII 46,1 +49 529+48
(% der Norm)

Antithrombin ITI 47,4+28 589+5,6
(% der Norm)

u,-Makroglobulin 48,8+5,2 46,8+4.5
(% der Norm)
Inter-a-Trypsininhibitor
(mIU/ml)
nativ, sdurelabil 42,7+3,6 46,4 +34
sdurestabil 15,7+x1,7 21,725




Pathobiochemie und Chirurgie 77

Antithrombin I

(X* SEM)
i
(%) H
60 "
w.
|
pemme——=-
i
©
— N
: Ges. Koll. tn=18) 0/96h - Norm oo
| = < 0,001 S
1' weeses {lberl, Pat. (n - 14) p €0, T
e Verst Pat. (n: 4) Oh — 9%h |
p <005 \:
30
4
04 F +
V] 12 24 36 48 72 [h} 5

Abb.1. Plasmagehalt an Antithrombin III (ATIIT) wihrend 96h nach Diagnose eines hyper-
dynamen septischen Schocks. Angegeben sind Mittelwerte ¥ (£ SEM) von Patienten (n = 14), die
die Schockphase tiberlebten, von Patienten (n = 4), die kurz vor Ende der Beobachtungszeit verstar-
ben und vom Gesamtkollektiv (n = 18). Normalbereich: 75-100% eines Poolplasmas

Der Verbrauch von ATIII, des wichtigsten Hemmstoffs der Gerinnung [13].
spiegelt normalerweise die Bildung von aktivem Thrombin und Faktor Xa wider, da
diese Enzyme vorwiegend durch AT III inhibiert und eliminiert werden. Wéhrend
ciner Heparinmedikation zur Verhinderung von Thrombosen oder einer intravasa-
len Gerinnung wird der Verbrauch von ATIII noch zusétzlich gesteigert, da der
Heparin-AT III-Komplex auch mit anderen aktivierten Gerinnungsenzymen bzw.
Plasmakallikrein reagiert [6]. Bemerkenswerterweise stieg der AT III-Gehalt bei Pa-
tienten, die die Schockphase tiberlebten (n = 14), wieder langsam an, wéhrend er bei
jenen, die wiahrend der Beobachtungsperiode verstarben, weiterhin deutlich abfiel
(Abb. 1). Obwohl In-vitro-Effekte hinsichtlich der Wirkung von Elastase auf AT III
[15] nur mit Vorbehalt auf In-vivo-Situationen iibertragen werden sollten, besteht
Grund zur Annahme, dal zumindest ein Teil des AT III-Verbrauchs durch die pro-
teolytische Aktivitdt von granulozytiren Proteinasen verursacht wurde, insbeson-
dere bei Patienten, die wahrend der Schockphase verstarben.

Besonders auffillig erscheint auch die sehr niedrige Konzentration an a;M.
Offensichtlich wurden betrachtliche Mengen verschiedener Proteinasen permanent
in die Zirkulation freigesetzt und durch a,M eliminiert. Diese Ergebnisse konnen als
weitere Bestétigung fiir die wichtige Schutzfunktion des a,M gegeniiber einer unspe-
zifischen Proteolyse im septischen Schock gelten.

In-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, daBl v.a. granulozytire Elastase das
sdurestabile Inhibitorfragment ITI-30000 vom nativen Hemmstoff ITI-160000 ab-
spaltet [7]. Da in der vorliegenden Studie der Serumgehalt an nativem ITI signifikant
reduziert war, wihrend die Konzentration des Fragments eine betridchtliche Zu-
nahme aufwies, spricht vieles dafiir, dal hier granulozytire Proteinasen an dem
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deutlichen Umsatz von ITI beteiligt waren. Die Bestimmung der ITI-Spaltung
koénnte somit einen indirekten Marker fiir Leukozytenproteinaseaktivitat bei der
Sepsis darstellen.

Neben dem Umsatz bzw. Verbrauch von Proteinaseinhibitoren im Plasma kann
die durchwegs sehr niedrige fibrinstabilisierende Aktivitat von F XIII als weiterer
Hinweis auf eine gesteigerte proteolytische Wirkung leukozytdrer Enzyme nach De-
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granulation angesehen werden. F XIII scheint ein bevorzugtes Substrat fiir granulo-
zytire Proteinasen darzustellen, da bei experimenteller Sepsis der starke Verbrauch
dieses Gerinnungsfaktors durch priventive, systemische Anwendung eines spezifi-
schen Inhibitors (Bowman-Birk-Inhibitor) der granulozytiren Elastase und des
Cathepsin G verhindert werden konnte [24]. Dariiber hinaus konnten Egbring et al.
[9] zeigen, daB wihrend der Sepsis beim Menschen die aktive Transglutaminase
(Untereinheit A) und das Tragerprotein (Untereinheit S) von F XIII in vergleich-
barer Menge verbraucht wurden. Wihrend der Blutgerinnung hingegen verschwin-
det nur die Untereinheit A, das Trigerprotein S bleibt unverdndert im Serum zu-
riick. Da beide Untereinheiten durch Elastase in vitro gleichermafBen abgebaut wer-
den [9], scheint eine proteolytische Spaltung des F XIII in der Sepsis und beim septi-
schen Schock durchaus méglich.

Abdominalchirurgische Eingriffe und Sepsis

Um die Freisetzung granulozytarer Proteinasen wéhrend schwerer Entziindungen
auch tatséchlich zu belegen, haben wir die PMN-Elastase als Markerenzym gewahlt.
Die freigesetzte Proteinase tritt in der Zirkulation hauptséchlich in Form des Ela-
stase-a-Proteinaseinhibitorkomplexes (E-a,PI) auf. Eine geringe Menge Elastase
wird zwar auch an a;M gebunden. Die Elimination des E-a,M-Komplexes aus der
Zirkulation erfolgt jedoch im Vergleich zum E-o,PI-Komplex sehr viel rascher, so
daB er meBtechnisch nur sehr schwierig zu erfassen ist [22].

In der prospektiven klinischen Studie wurde in kurzen Zeitintervallen Plasma
von Patienten nach abdominalchirurgischen Eingriffen entnommen. Aufgrund des
postoperativen Verlaufs konnten die Patienten in 3 Gruppen eingeteilt werden:
Gruppe A (n=11) mit komplikationsloser Genesung, Gruppe B (n =14) mit post-
operativer Sepsis, die im weiteren Verlauf tiberwunden wurde; Gruppe C (n = 16)
mit tddlichem Ausgang infolge schwerer Sepsis bzw. septischen Schocks [8].

Die Bestimmung der komplexierten Elastase erfolgte mit einem Enzymimmuno-
assay [20], der inzwischen kommerziell erhiltlich ist (Testkit PMN Elastase, E. Merck,
Darmstadt). Die inhibitorische Aktivitat von ATIII gegeniiber Thrombin wurde
mittels des chromogenen Substrats S-2238 (Deutsche Kabi, Miinchen), die fibrinsta-
bilisierende Aktivitdt von F XIII mit dem ,,Gerinnungsfaktor XIII-Schnellreagenz*
(Behringwerke, Marburg) und die Hemmwirkung von ;M gegeniiber Trypsin mit
einer ,,ap-Makroglobulin Testkombination“ (Boehringer, Mannheim) nach Ganroth
[11] gemessen.

Die Verianderungen des Plasmagehaltes an komplexierter Elastase (E-a,PI) ist fiir
jede Gruppe in Abb.2 zusammengefalit dargestellt: Patienten ohne postoperative
Infektion zeigten nach dem operativen Eingriff nur einen mégigen Anstieg (bis auf
das 3fache) iiber den prioperativen Wert (60-120 ng/ml)", wihrend bei den septi-
schen Patienten wiederholt stark erhéhte Konzentrationen im Sepsisverlauf zu ver-
zeichnen waren. Um die rasche Ausschiittung und Elimination der Elastase in die-
sem akuten Stadium der Entziindung exakt zu erfassen, ist es empfehlenswert, Blut-
proben mindestens in einem 6- bis 12stiindlichen Abstand zu entnehmen.

1 Der prioperative Mittelwert der Gruppe C war bereits erhoht, da 6 Patienten aufgrund einer
manifesten Infektion operiert wurden. Die chirurgische Entfernung des Infektionsherdes diirfte
dann postoperativ den leichten Abfall des Komplexgehaltes verursacht haben.
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Zum Zeitpunkt der Diagnose der Sepsis wurden stark erh6hte Konzentrationen
an komplexierter Elastase gemessen, entsprechend einem mittleren Anstieg auf das
6fache in Gruppe B bzw. 10fache in Gruppe C. Individuelle Spitzenwerte bis zu
2500 ng/ml traten in beiden Gruppen auf. Bei Patienten mit persistierender Sepsis
(Gruppe C) blieb der E-0,PI-Gehalt bis zum Eintritt des Todes im Mittel signifikant
erhoht, wihrend die Erholungsphase in Gruppe B von einer deutlichen Normalisie-
rung begleitet war.

Gleichzeitig mit der Zunahme der komplexierten Elastase im Plasma konnte ein
signifikanter Abfall der inhibitorischen Aktivitit von ATIII und a;M sowie der
fibrinstabilisierenden Funktion des F XIII bei den septischen Patienten verzeichnet
werden (Abb. 2). Die verminderten Aktivitidten der genannten Faktoren zu Beginn
der Sepsis normalisierten sich wieder bei den Patienten, die die Infektion Gberwan-
den (Gruppe B), ein weiterer Abfall trat jedoch bei jenen auf, die verstarben
(Gruppe C).

Polytrauma und Infektion

Seit kurzem sind wir auch in der Lage, die extrazelluldre Freisetzung der granulo-
zytiren Proteine Myeloperoxidase und Laktoferrin zu erfassen. Hierfiir wurden spe-
zifische Enzymimmunoassays von S. Neumann und W. Rautenberg (Biochemische
Forschung, E. Merck, Darmstadt) entwickelt (derzeit noch nicht kommerziell erhélt-
lich!).

Die Normalkonzentrationen von Myeloperoxidase und Laktoferrin im Plasma
lagen entsprechend den verwendeten Tests zwischen 20-60ng/ml bzw. 100-300ng/ml.

Erste Ergebnisse aus Plasmauntersuchungen eines polytraumatisierten Patienten
mit Lungenkontusion zeigten eine gleichzeitige Freisetzung von Elastase, Myelo-
peroxidase und Laktoferrin (Abb.3). Der Schweregrad des Traumas wurde bereits
durch die stark erhohten Werte aller 3 granulozytéren Proteine zum Zeitpunkt der
ersten Messung (6 h postoperativ) angezeigt. Das weitere Muster der Plasmagehalte
der verschiedenen lysosomalen Faktoren spiegelt erstaunlich genau infektidse Kom-
plikationen (Pneumonie) am 2.-3. und 4.-5. Tag nach Unfall, ebenso wie die Ver-
besserung der klinischen Situation des Patienten im weiteren posttraumatischen Ver-
lauf wider.

Bemerkenswerterweise fanden wir nicht nur ein gleichartiges Verhalten von Ela-
stase und Myeloperoxidase aus azurophilen Granula, sondern auch von diesen Enzy-
men und Laktoferrin aus spezifischen Lysosomen. Dies bedeutet, da3 beide Arten
von Granula gleichermalen an der Phagozytose und extrazellularen Freisetzung
lysosomaler Proteine bei der hier vorliegenden Erkrankung beteiligt waren. Ob dies
auch fiir andere entziindliche Prozesse zutrifft, wird derzeit untersucht.

Aus den bisherigen Ergebnissen kann geschlossen werden, da3 erhohte Plasma-
werte an lysosomalen granulozytdren Proteinen die Beteiligung polymorphkerniger
Granulozyten an einem lokalen oder systemischen Entziindungsvorgang im Organis-
mus anzeigen. Die extrazellulir mebaren Mengen an komplexierter Elastase,
Myeloperoxidase und Laktoferrin scheinen sowohl die Intensitét des entziindlichen
Stimulus als auch die Reaktion der Granulozyten hierauf widerzuspiegeln.

Unserer Meinung nach bieten sich lysosomale und andere Proteinasen als geeig-
nete Kandidaten zur Erstellung eines diagnostischen Musters der Entziindungsreak-
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Abb.3. Plasmagehalt an komplexierter Elastase, Myeloperoxidase und Laktoferrin bei cinem
Patienten nach schwerem Polytrauma. Normalbereich: komplexierte Elastase = 60-120 ng/ml,
Myeloperoxidase = 20-60 ng/ml, Laktoferrin = 100-300 ng/ml
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tion an, und zwar in zweierlei Hinsicht: 1. Aufgrund ihrer ausgeprégten Féhigkeit,
Plasmaproteine und Strukturelemente durch Proteolyse zu inaktivieren bzw. Ent-
ziindungsmediatoren zu bilden, trigt die Bestimmung von Proteinasen wesentlich
zur Aufklarung der Pathomechanismen bei. 2. Proteaseinduzierte Pathomechanis-
men ermoglichen eine gezielte therapeutische Intervention mittels geeigneter exo-
gener Proteinaseinhibitoren.

Experimentelle Tierstudien

Die prophylaktische Verabreichung eines potenten Inhibitors der granulozytdren
Proteinasen Elastase und Cathepsin G (Bowman-Birk-Inhibitor aus Sojabohnen) an
Hunde reduzierte signifikant den endotoxininduzierten Verbrauch verschiedener
Plasmafaktoren einschlieBlich AT III und F XIII [16].

Hinsichtlich der Rolle granulozytirer Proteinasen bei entziindlichen Erkrankun-
gen wie Sepsis und Polytrauma schienen weitere therapeutische Ansdtze mit allge-
mein verfiigbaren Proteinaseinhibitoren wiinschenswert. Eglin aus dem Blutegel
Hirudo medicinalis hat sich in vitro als sehr wirksamer Hemmstoff von PMN-Elastase
und Cathepsin G erwiesen [26] und ist mittlerweile durch gentechnologische Herstel-
lung [23] fir experimentelle Studien in ausreichender Menge verfiigbar (Ciba Geigy,
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Basel, und Plantorgan, Bad Zwischenahn). Um eine mogliche therapeutische Wir-
kung dieses Miniproteins (M, 8100) bei schweren Entziindungen nachzuweisen,
haben wir ein Sepsismodell am Schwein erstellt [17].

Die Sepsis wurde durch 2stiindige i.v.-Infusion von 3 x 10" E.coli-Zellen in
deutschen Liauferschweinen (16-23kg KG) induziert. Neben der unbehandelten
Bakteriamiegruppe (n=9) wurde einer weiteren Gruppe (n=7) zusitzlich zur
E.coli-Gabe eine Eglindosis von 3,85mg-kg™!-h™! iiber 4h i.v. verabreicht. Da-
durch konnten Eglinkonzentrationen im Plasma bis zu 6 pmol/l erreicht werden.

Im Vergleich zu den unbehandelten Sepsistieren mit einer mittleren Uberlebens-
zeit von 6 h iiberlebten 3 der 7 Eglin-behandelten Schweine 15 h und 4 Tiere den will-
kiirlich festgesetzten Untersuchungszeitraum von 30 h. Die therapeutische Wirksam-
keit von Eglin wurde dariiber hinaus bestétigt durch die Verbesserung weiterer
wesentlicher Parameter; insbesondere zeigten sich: a) nur geringe morphologische
Verinderungen der Lungen (d. h. weniger ausgeprigte interstitielle Odeme), b) ein
reduzierter Anstieg des extravaskuldren Lungenwassers, ¢) ein verzogerter und ge-
ringerer Anstieg der Kérpertemperatur.

Tiere mit normaler Nierenfunktion schieden 75-95% des verabreichten Eglins
innerhalb von 12h mit dem Urin aus. Eine Akkumulation des Hemmstoffs im
Plasma erfolgte jedoch bei Schweinen mit Niereninsuffizienz aufgrund endotoxinbe-
dingter Mikrothrombosierung, die in den meisten Fallen durch Eglin nicht verhin-
dert werden konnte. Deshalb empfiehlt es sich, zukiinftig auch Thrombininhibi-
toren, z. B. Hirudin aus dem Blutegel, in Kombination anzuwenden, um eine iiber-
méaBige Aktivierung der Gerinnungskaskade unter den gegebenen Umstinden zu
verhindern [21]. Ebenfalls positive Effekte bei experimenteller Sepsis erzielten wir
dariiber hinaus durch die Anwendung von Cl-Inaktivator und Superoxiddismutase
[30].

Schluifolgerung

Die Ergebnisse unserer klinischen und tierexperimentellen Studien zeigen deutlich,
daB bei Sepsis und septischem Schock der natiirliche Abwehrmechanismus gegen
eine verstiarkte Proteolyse erheblich beeintrichtigt ist. Daraus resultiert ein verhéng-
nisvoller Verbrauch von lebenswichtigen Plasmaproteinen sowie ggf. ein multiples
Organversagen. Die Verabreichung geeigneter exogener Proteinaseinhibitoren
sollte deshalb v.a. der Erschopfung des endogenen Inhibitorpotentials entgegen-
wirken. Bis derartige Inhibitoren jedoch auch fiir die klinische Anwendung zur Ver-
figung stehen, scheint die Substitution mit Frischplasma oder AT III-Konzentraten
die Methode der Wahl zu sein [25].
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