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Plasmaproteine in der Sepsis

M. Jochum, J. Witte, H. Duswald, S. Neumann und H. Fritz

Die Sepsis und ihre schwerste Form, der septische Schock, wer-
den hdufig kompliziert durch folgenschwere pathobiochemische
Prozesse in der Zirkulation. Hierzu z&hlen neben anaphylakti-
schen Reaktionen, hervorgerufen durch die Aktivierung des Komp-
lementsystems, vor allem massive Verdnderungen im Gerinnungs-
und Fibrinolysesystem, die letztlich ihren Ausdruck in einem
lebensbedrohlichen Verbrauch der beteiligten Faktoren, der sog.
disseminierten intravasalen Gerinnung, finden.

Diese Verbrauchsreaktionen werden durch die beim Zerfall von
Bakterien freiwerdenden Endotoxine induziert. Endotoxine kd&nnen
die Membranen von Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen
sowie von Makrophagen und Mastzellen derart schddigen, daB be-
stimmte Zellbestandteile einschlieBlich lysosomaler Enzyme als
sog. Mediatoren der Entzilindung freigesetzt werden. Normalerwei-
se erfiillen die lysosomalen Enzyme ihre physiologische Funktion,
né&mlich den Abbau von phagozytiertem Material, innerhalb der
Zelle, gelangen sie jedoch in den Kreislauf, so kdnnen sie die
Entzilindungsreaktion auf verschiedene Weise versté&rken.

Systemspezifische Proteinasen wie der Plasminogenaktivator und
die Thrombokinase aktivieren die "Blutsysteme" (Gerinnungs-,
Fibrinolyse-, Komplement- und Kallikreinsystem) iber die seit
langem bekannten Kaskaden. Hierbei werden - vereinfacht darge-
stellt - Proenzyme durch limitierte Proteolyse in aktive Enzy-
me umgewandelt und diese schlieBlich nach Komplexbildung mit
Plasma-Proteinaseinhibitoren (AT III, a, PI, C1 INA) tiber das
RES eliminiert (Abb. 1).

In letzter Zeit ergaben sich bei in vitro und in vivo Untersu-
chungen verschiedener Arbeitsgruppen (1,6,15) deutlicheHinwei-
se, daB der Verbrauch von Gerinnungsfaktoren zu einem betrécht-
lichen Teil auf die Endotoxin-bedingte Freisetzung von leukozy-
tdren Proteinasen wie Elastase und Kathepsin G zurlickzufthren
ist. Diese Enzyme sind offensichtlich imstande, nahezu alle
Proteine der Blut-Kaskadensysteme sowie auch andere Plasmapro-
teine einschlieBlich einiger Proteinaseinhibitoren durch unspe-
zifischen proteolytischen Abbau irreversibel zu inaktivieren,
ehe sie durch Komplexbildung mit a4AT, ayM oder a4AC gehemmt
und danach iliber das RES eliminiert werden (Abb. 1).

Um weitere Informationen hinsichtlich der Beteiligung von spe-
zifischer Aktivierung und unspezifischer Proteolyse beim Turn-
over von Plasmaproteinen wdhrend der Sepsis zu erhalten, haben
wir in einer ersten prospektiven klinischen Studie iiber den hy-
perdynamen septischen Schock Verdnderungen des Plasmagehaltes
einiger ausgewdhlter Faktoren verfolgt.
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SPEZIFISCHE AKTIVIERUNG UNSPEZIFISCHE PROTEOLYSE
2B+« THROMBOKINASE 2.B. LeukozYTEN-ELASTASE
PLASMINOGENAKTIVATOR KaTHEPSIN G, B, D
BLUTSYSTEME: BLUTPROTEINE:
ERINNUNG RANSFERRIN,U,A,
IBRINOLYSE ERINNUNGS=/
KOMPLEMENT IBRINOLYSE-/
KOMPLEMENTFAKT,

PLASMAPROTEASEN-INHIBITOREN
ZoBl AT III/ &2PI: Cl INA ZIBI ‘lA: xlx AC: &ZM

¥
ELiminaTION (RES)

Abb. 1 Verbrauch von Plasmafaktoren w&hrend der Entziindung.

Systemspezifische Proteinasen (z.B. Thrombokinase, Plasminogen-
aktivator) aktivieren die Faktoren der "Blutsysteme". Diese we:
den dann durch Komplexbildung mit Antithrombin III (AT III),
ap-Plasmininhibitor (ayPI) und Cl-Inaktivator (C1 INA) gehemmt
Aus Blut- und Gewebezellen freigesetzte Proteinasen (z.B. Leu-
kozyten-Elastase, Kathepsin G, B, D) degradieren Plasmafakto-
ren unspezifisch, ehe sie durch Komplexbildung mit aq-Antitryp-
sin (a4A), aqyx-Antichymotrypsin (a «AC) oder a,-Makroglobulin
(apM) inhibiert werden. Die Enzym—}nhibitor-Komplexe werden
durch Zellen des retikuloendothelialen Systems (RES) aus der
Zirkulation entfernt.

a) Hyperdynamer septischer Schock

In die Studie aufgenommen wurden 18 Patienten im Alter von 17
70 Jahren, die alle den fir den hyperdynamen septischen Schock
geforderten Kriterien (Abb. 2) geniligten. Eine detaillierte Be-
schreibung der Diagnostik, Therapie und Methoden erfolgte in
der Habilitationsschrift von J. WITTE (16).
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DEFINITION DES HYPERDYNAMEN SEPTISCHEN SCHOCKS

(n=18)
Septische Kriterien Haemodynamische Kriterien
1. Septische Temperaturen : > 38 (0C) Herzindex :> 6 (/min/m )
2. Zweimalige(r) pos. Blutkultur TPR :<_ 600 (dyn x sec x ™)
und/oder” pos. Endotoxinnachweis i. S.
a)> 15000 (mm™3) = . .
3. Leukozyten 1\ < 5000 (mm3) Part :  im Normbereich (mm Hg)

4. Thrombozyten : < 130000 (mm™> )

6.""Klinisch" septischer Schock )

Abb. 2 Definitionskriterien des hyperdynamen septischen
Schocks am prospektiv untersuchten Krankengut (n = 18).

Innerhalb des 96-stiindigen Beobachtungszeitraumes verstarben

4 Patienten, die Ubrigen iiberlebten das eigentliche Schocker-

eignis. Mit Ausnahme eines Patienten erlagen jedoch auch diese
Kranken innerhalb von 6 - 84 Tagen nach AbschluB der Beobach-
tungsphase entweder den direkten Schockfolgen oder anderen ma-
lignen Grundleiden.

Von den verschiedenen hdmatologischen, h&modynamischen und bio-
chemischen Parametern, die wir gemessen haben, sollen nur sol-
che Plasmaproteine besprochen werden, die im Rahmen des hier
diskutierten Themas von Interesse sind (Tab. 1).

Entzilindungsprozesse im Organismus sind von einem erh&hten Plas-
magehalt an Akutphasenproteinen begleitet. Tats&dchlich waren
auch wdhrend der septischen Schockphase die Konzentrationen von
C-reaktivem Protein und aq-Glycoprotein signifikant erh&ht. Die
Plasmaspiegel des Fibrinogens, einem weiteren Akutphasenprotein,
lagen wahrscheinlich aufgrund der Ubetrlagerung von verstdrkter
Synthese bei gleichzeitig erhthtem Verbrauch durch die Gerin-
nung lediglich im oberen Normalbereich. Die hohe Produktionsra-
te der Akutphasenproteine ist als deutlicher Hinweis auf die
Funktionsfdhigkeit der Leber zu werten.
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Tab. 1 Plasma- oder Serumgehalt ausgewdhlter Proteine im sep-
tischen Schock. Standardwerte (Norm) sind als Mittelwerte und

Bereich (in Parenthese), die Ubrigen Werte zu Beginn (0 h) und
nach 96 h als Mittelwerte angegeben (n = 18). P, statistische

Signifikanz (Student-t-test).

Parameter Norm 0 h 96 h P
C-reaktives Protein (mg/dl) < 1.2 13.5 10.4 50.001a
a1-Glycoprotein (mg/dl) 90(55-150) 139.3b 132.9b 50.001a
Fibrinogen (mg/dl) 1830-380 359.7 293.5 >0.05a
Fibrinopeptid A (ng/ml) < 3.0 13.1 18.1 i0.00Ta
Faktor XIII (mg/dl) ~2 46.1°  52.9° <0.001%
FsP® (ug/ml) <10.0 21.4 10.7 50.05d
Komplement C3 (mg/dl) 82(55-120) 70.1b 65.3° 50.01a
Komplement C4 (mg/dl) 30(20-50) 82.2° 74.5P >0.052
Flir 0 und 96 h. b % der Norm. c Fibrin(ogen) Spalt-
produkte. d Nur fiir den 0 h-Wert.

Eine permanente Aktivierung der Gerinnung durch systemspezifi-
sche Proteinasen wurde durch die hochsignifikant erh&hten Fib-
rinopeptid A-Spiegel angezeigt. Dieses Peptid wird aus dem Fib-
rinogen durch die spezifische Wirkung des Thrombins abgespal-
ten. In dhnlicher Weise ist wohl die Aktivierung des Plasmino-
gens und somit die Fibrinolyse verantwortlich fiir die erhShten
Plasma-Konzentrationen der Fibrin-Fibrinogen-Spaltprodukte
(FSP). Dies wurde erst kilirzlich von GALLIMORE u. Mitarbeitern
(7) bestdtigt, die bei 8 Patienten einen starken Verbrauch von
Plasminogen und aj-Plasmininhibitor im septischen Schock nach-
weisen konnten.

Auf eine bevorzugte Aktivierung des Komplements {ber den alter-
nativen Weg weisen bei unseren Patienten die signifikant nied-
rigeren C3-Werte im Vergleich zu den nur relativ geringfiigig
reduzierten C4-Werten hin. Obwohl somit der Turnover von Fakto-
ren der Blutsysteme zu einem wesentlichen Teil auf die Wirkung
systemspezifischer Proteinasen zurlickzufiihren sein dilirfte, gibt
es auch ausreichende Indizien filir die Beteiligung unspezifi-
scher proteolytischer Aktivitdten wie etwa der granulozytdren
Elastase. Betrachtet man z.B. den stark erniedrigten C3-Gehalt
des Plasmas, so sind folgende Beobachtungen von Bedeutung: En-
dotoxine konnen die Freisetzung von Elastase aus polymorphker-
nigen Granulozyten bewirken (2) und Elastase kann durch die
Spaltung von Faktor C3 das Komplement iber .den alternativen We«
aktivieren (11).
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Freigesetzte Elastase kO&nnte aber auch zumindest teilweise flir
den hochsignifikanten Verbrauch des Faktors XIII (45-55 % Ab-
nahme) w&hrend der Schockphase verantwortlich sein. EGBRING und
Mitarbeiter (5) zeigten schon vor einigen Jahren, daB bei Sep-
sis-Patienten sowohl die aktive Transglutaminase (Untereinheit
A) wie auch das Trédgerprotein (Untereinheit S) des F XIII im
Plasma gleichermaBen erniedrigt sind. Bei einem Verbrauch des
Faktors XIII durch Thrombinspaltung verschwindet jedoch nur die
Untereinheit A aus dem Plasma, wdhrend der Spiegel der Unterein-
heit S unver&dndert bleibt. Elastase hingegen verursacht in vit-
ro und offensichtlich auch in vivo eine gleichzeitige Reduk-
tion beider Untereinheiten im Plasma.

Als einen weiteren Hinweis auf eine betrdchtliche Freisetzung
von Proteinasen aus verschiedenen K&rperzellen, insbesondere
den Leukozyten, werten wir den substantiellen Verbrauch von
Plasma-Proteinaseinhibitoren wdhrend der Beobachtungsphase.

60
1 oM
—_— n=18
40
r T L T 1
1T1 160000 (normal 50-80)
* * __’\_*/f_/‘—m
£
% 307 IT! 30000 (normal 6-9)
10

(h] —=

Abb. 3 Plasmagehalt an ay-Makroglobulin (apM) und Serumgehalt
an nativem Inter-a-Trypsin Inhibitor (ITI 160 000) bzw. seinem
sdurestabilen Spaltprodukt (ITI 30 000).

Die Kurven représentieren Mittelwerte von n = 18 (apM) bzw. n =
10 (ITI) Patienten. apM wurde mittels radialer Immunodiffusion,
ITI anhand seiner Trypsinhemmaktivit&t bestimmt (16).

Studien von HOCHSTRASSER u. Mitarbeiter (8) ergaben, daB8 der
Umsatz des Inter-a-Trypsininhibitors (ITI) w&hrend der Septik&-
mie signifikant erhsht ist. Nach in vitro Untersuchungen (4) zu
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urteilen, ist die granulozytdre Elastase in der Lage, den sdu-
restabilen Inhibitor (ITI 30 000) rasch vom nativen, sdurelabi-
len Inhibitor (ITI 160 000) abzuspalten. Da bei unseren Patien-
ten der Gehalt des Serums an nativem ITI 160 000 signifikant
reduziert und die Konzentration des s&durestabilen ITI 30 000
betrdchtlich erhdht war (Abb. 3), darf man wohl von einer per-
manenten Freisetzung granulozytdrer Proteinasen wdhrend des
septischen Schocks ausgehen. Die Bestimmung des ITI-Turnovers
kénnte einen geeigneten, wenn auch indirekten Marker fiir libe-
rierte Leukozyten-Proteinasen darstellen, wenngleich die bio-
logische Funktion des ITI 160 000 bzw. ITI 30 000 noch nicht
geklédrt ist.

Der Breitband-Proteinaseinhibitor aj-Makroglobulin (ayM) ist
fir die Hemmung und Elimination von neutralen und sauren Pro-
teinasen, die aus den verschiedenen Korperzellen liberiert wer-
den, verantwortlich. Da eine dramatische Ver&nderung seines
Plasmaspiegels liber den Normbereich hinaus im Verlaufe entziind-
licher Prozesse normalerweise nicht beobachtet wird, ist der
sehr niedrige Gehalt an ajM wdhrend der septischen Schockphase
besonders augenfdllig (Abb. 3). Offensichtlich wurden groBe
Mengen an verschiedenen Proteinasen permanent in die Zirkula-
tion freigesetzt und durch aj)M eliminiert. In diesem Zusammen-
hang ist erwdhnenswert, daB von OHLSSON (13) auch ein Transfer
der Elastase aus dem Komplex mit aq-Antitrypsin, dem prim&ren
Elastaseinhibitor, auf asM mit nachfolgender rascher Elimina-
tion aus der Zirkulation postuliert wird. Auf die lebenswichti-
ge Funktion des ajM, den Organismus gegen unspezifische Proteo-
lyse wédhrend des septischen Schocks zu schiitzen, kann daher
nicht eindringlich genug hingewiesen werden.

Antithrombin IIT (AT III) stellt den wichtigsten kOrpereigenen
Inhibitor zur Aufrechterhaltung der Homdostase des Gerinnungs-
systems dar (3). Ein Verbrauch dieses Inhibitors spiegelt nor-
malerweise die Freisetzung von Thrombin und Faktor Xa wider,
flir deren Hemmung und Eliminierung hauptsdchlich AT III verant-
wortlich ist. Unter Heparingabe zur Verhinderung von Thromboser
und DIC wird der Verbrauch an AT III noch weiter verstdrkt, da
sowohl der Umsatz des AT III mit Thrombin und Faktor Xa be-
schleunigt wird als auch der gebildete Heparin-AT III-Komplex
zusdtzlich mit anderen Enzymen der Gerinnungskaskade sowie mit
Plasmakallikrein und Plasmin zu reagieren vermag. Um die ihm
zugedachte therapeutische Funktion erfiillen zu k&nnen, sind
allerdings AT III-Spiegel notwendig, die praktisch noch inner-
halb bzw. nahe des Standardbereiches liegen. Bei unseren Pa-
tienten war die AT III-Konzentration jedoch bereits zu Beginn
der Beobachtungsphase auf ca. 50 % der Norm reduziert und nahm
bei den Personen, die gegen Ende des Beobachtungszeitraumes
starben, noch weiter drastisch ab (Abb. 4). Erwdhnenswert ist
dabei, daB8 AT III in in vitro Versuchen durch katalytische Men-
gen der Granulozytenelastase inaktiviert wird (9). Obwohl in
vitro Effekte nur unter Vorbehalt auf in vivo Bedingungen iber
tragen werden sollten, ist es doch naheliegend anzunehmen, daB
wenigstens ein Teil des dramatischen AT III-Verbrauchs auf In-
aktivierung durch granulozytdre Proteinasen zurilickzufiihren ist
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96
h]—

Abb. 4 Plasmagehalt an Antithrombin III (AT III).

Die Kurven zeigen Mittelwerte von allen Patienten (n = 18,—),
von Patienten, die die Schockphase iliberlebten (n = 15,:=+=1=1-)
und von Patienten, die gegen Ende der Beobachtungszeit verstar-
ben (n = 3, - - - -). AT III-Konzentrationen wurden mittels der

Laurell’schen Rocket-Technik bestimmt (16).

Wenn wir die Ergebnisse unserer ersten klinischen Studie zu-
sammenfassend betrachten, kénnen wir folgern, daB im hyperdyna-
men septischen Schock der natilirliche Abwehrmechanismus gegen
system-spezifische und unspezifische Proteinasen zwar nicht
vollig erschdpft, aber doch betr&dchtlich Uberstrapaziert ist,
was zum Verbrauch vieler lebenswichtiger Plasmaproteine fihrt.
Die rechtzeitige Anwendung geeigneter gegen Leukozyten-Protein-
asen gerichteter Inhibitoren sollte deshalb zumindest den un-
spezifischen Abbau von Plasmaproteinen verhindern und somit zur
Aufrechterhaltung des natiirlichen Abwehrmechanismus beitragen.

b) Inhibitortherapie bei experimenteller Endotoxindmie

In einer ersten Studie wurde der Elastase-Kathepsin G Inhibitor
aus Sojabohnen, der sog. Bowman-Birk Inhibitor (2), zur Thera-
pie der experimentellen Endotoxindmie beim Hund eingesetzt. Die
Endotoxindmie wurde in 6 andsthesierten Bastardhunden durch
zweistlindige, kontinuierliche intravendse Infusion von 2 mg E.
coli Endotoxin pro kg Kdrpergewicht induziert. Sechs Kontroll-
hunde erhielten statt der EndotoxinlOsung eine entsprechende
Menge isotoner Kochsalzldsung infundiert. Vier weiteren Tieren
wurde zusdtzlich zum Endotoxin eine Inhibitor-Menge von 3-8 mg
pro kg Kdrpergewicht iiber den gesamten Versuchszeitraum von 14 h
kontinuierlich verabreicht (ausfiihrliche Darstellung, siehe 10).
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Abb. 5 Plasmagehalt ausgewdhlter Plasmafaktoren wdhrend expe-
rimenteller Endotoxindmie (links) und unter Inhibitortherapie
(rechts).

Die Kurven reprdsentieren Mittelwerte der Kontrollgruppe A (n =
6) , der Endotoxindmiegruppe B (n = 6) und der Inhibitor-behan-
delten Endotoxindmiegruppe (n = 4). Die Endotoxininfusionszeit
ist durch eine dicke Linie auf der Abszisse angegeben (weitere
Details, siehe 10).

Bei den Kontrolltieren erfolgte eine geringfligige Abnahme der
Spiegel der gemessenen Plasmafaktoren, wohl aufgrund des opera-
tiven Eingriffs (Abb. 5). Signifikant allerdings war der Abfall
unter Endotoxingabe. Die dabei zu beobachtenden substantiellen
Verdnderungen spiegeln das charakteristische Bild einer Endo-
toxin-induzierten DIC wider. Beil gleichzeitiger Applikation des
Inhibitors entsprach der Verbrauch an Plasmafaktoren etwa dem
der Kontrolltiere. Bemerkenswert ist besonders das Verhalten
des Faktors XIII. Dieses Protein stellt ein sehr empfindliches
Substrat flir granulozytdre Elastase dar. Sein Abbau konnte durcl
Applikation des Elastaseinhibitors signifikant verhindert wer-
den.

Die Ergebnisse der Endotoxindmiestudie haben uns in der Annahme
bestdrkt, daB von den drastischen Plasmaproteinverdnderungen ir
der Sepsis und dem septischen Schock ein betr&dchtlicher Anteil
auf die Wirkung von leukozytdren Proteinasen wie Elastase und
Kathepsin G zurlickzufihren ist.
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c) Elastase-aqProteinaseinhibitor (a4qPI)-Komplex nach
schweren Operationen

Da die Plasmaspiegel der gemessenen Parameter bereits ausge-
prédgt pathologische Werte erreicht hatten als sich die ersten
klinischen Zeichen des septischen Schocks manifestierten, haben
wir die Suche nach geeigneten biochemischen Markern zur Diagno-
se einer Sepsis oder eines septischen Schocks fortgesetzt. Der-
zeit wird deshalb in unserer Klinik eine weitere Studie durch-
gefihrt, bei der die Patienten von Beginn einer schweren Opera-
tion an bis zur Erholungsphase bzw. zum letalen Ausgang unter-
sucht werden.

Unser primdres Interesse gilt dabei dem Nachweis der Freiset-
zung von granulozytdrer Elastase. Da die Elastase im Plasma als
aktives Enzym aber nicht faBbar ist, k&énnen wir sie nur in der
Form des inaktiven Komplexes mit dem a1PI (= aq-Antitrypsin) be-
stimmen. Seit kurzer Zeit steht daflir ein Enzym-Immunoassay zur
Verfiigung (12). Die Plasmaspiegel von gesunden Probanden liegen
mit ca. 86 pug Elastase-a PI-Komplex pro Liter im Bereich der von
PLOW (14) mit einem Radioimmunoassay ermittelten Werten. Erste
Ergebnisse zeigen, daB bei einem infektionsfreien postoperati-
ven Verlauf nur eine geringfigige Erhdhung des Komplexspiegels
im Plasma nachgewiesen werden kann.

Bei Patienten, die nach der Operation an einer Sepsis erkrankt
sind, sich jedoch wieder erholt haben, wurde eine bis zu 5-fa-
che ErhShung des Komplexspiegels liber den Normalwert gemessen,
und zwar korrelierend mit den klinischen Zeichen der Infektion.
Im Verlauf der Erholungsphase wurde der Normwert wieder er-
reicht.

Bei Patienten, die an der Sepsis oder ihren Folgen verstarben,
wurden Spitzenwerte beobachtet, die 10-20 mal hdher lagen als
die Normalwerte bzw. die Ausgangswerte.

Die bis jetzt erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, daB die
Erh6hung des Elastase-Inhibitor-Komplexes mit dem Schweregrad
der postoperativen Infektion korreliert. Die Interpretation
einer prognostischen Bedeutung dieser Befunde bleibt jedoch
weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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