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A b s t r a c t 

P o l y m o r p h o n u c l e a r g r a n u l o c y t e s r e l e a s e n e u t r a l p r o t e i n a s e s 
s u c h as e l a s t a s e (E) and c a t h e p s i n G i n t h e c o u r s e o f 
s e p t i c e m i a o r a c u t e l e u k e m i a . T h e s e p r o t e i n a s e s may i n a c t i -
v a t e p l a s m a p r o t e i n s by n o n s p e c i f i c d e g r a d a t i o n b e f o r e t h e y 
a r e e l i m i n a t e d v i a c o m p l e x f o r m a t i o n w i t h e n d o g e n o u s i n h i b -
i t o r s , e.g. t h e u \-proteinase i n h i b i t o r ( c n P I ) . I n t h i s 
s t u d y , p l a s m a l e v e l s o f t h e E - t [ P I c o m p l e x were e v a l u a t e d i n 
o r d e r t o f i n d a c o r r e l a t i o n t o t h e s e v e r i t y o f p o s t o p e r a t i v e 
i n f e c t i o n s o r t o c l o t t i n g f a c t o r d e p l e t i o n i n a c u t e l e u k e m i a . 
U s i n g a n e w l y d e v e l o p e d , s e n s i t i v e e n z y m e - l i n k e d immunoassay 
we d e t e r m i n e d t h e p l a s m a l e v e l s o f E - ; P I i n p a t i e n t s who 
had u n d e r g o n e m a j o r a b d o m i n a l s u r g e r y . Up t o t h r e e - f o l d o f 
t h e n o r m a l l e v e l (83.9 • 24.7 ng/ml) was o b s e r v e d i n p a t i e n t s 
w i t h o u t p o s t o p e r a t i v e i n f e c t i o n s and up t o 10- t o 2 0 - f o l d o f 
n o r m a l was s e e n i n p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m s e p t i c e m i a . I n 
p a t i e n t s who r e c o v e r e d , t h e E-. M P I l e v e l s r e t u r n e d t o n o r m a l , 
w h e r e a s i n p a t i e n t s w i t h p e r s i s t e n t s e p t i c e m i a h i g h l e v e l s o f 
E - q P I were measured u n t i l d e a t h . 
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S t u d y i n g v a r i o u s k i n d s o f l e u k e m i a , o n l y p a t i e n t s w i t h a c u t e 
m y e l o g e n o u s l e u k e m i a (AML) and c h r o n i c m y e l o g e n o u s l e u k e m i a 
w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n (CML) showed m o d e r a t e - t o - h i g h 
l e v e l s o f E - c t i P I ( 2 - t o 2 0 - f o l d o f n o r m a l ) . H owever, c l o t -
t i n g f a c t o r d e p l e t i o n o b s e r v e d i n d i f f e r e n t k i n d s o f a c u t e 
l e u k e m i a seemed t o be i n d e p e n d e n t o f e l a s t a s e l i b e r a t i o n . 

The r e s u l t s o b t a i n e d i n d i c a t e t h a t E - a i P I p l a s m a l e v e l s may 
be a s u i t a b l e m a r k e r f o r t h e s e v e r i t y o f p o s t o p e r a t i v e i n ­
f e c t i o n s as w e l l as a h e l p f u l t o o l i n d i s c r i m i n a t i n g a c u t e 
l e u k e m i a i n m y e l o g e n o u s an d l y m p h a t i c o r u n d i f f e r e n t i a t e d 
f o r m s . 

I n t r o d u c t i o n 

B l e e d i n g i n b o t h g r a m - n e g a t i v e s e p s i s a n d a c u t e l e u k e m i a i s 
t h o u g h t t o be due n o t o n l y t o t h r o m b o c y t o p e n i a , b u t a l s o t o 
t h e d e p l e t i o n o f c l o t t i n g f a c t o r s . I t i s w e l l known t h a t 
a c t i v a t o r s r e l e a s e d f r o m l e u k o c y t e s , p l a t e l e t s a n d e n d o ­
t h e l i a l c e l l s may i n d u c e s p e c i f i c a c t i v a t i o n o f c l o t t i n g , 
f i b r i n o l y s i s , and c o mplement by l i m i t e d p r o t e o l y s i s r e s u l t -
i n g i n t h e e l i m i n a t i o n o f a c t i v a t e d p r o t e i n a s e s v i a c o m p l e x 
f o r m a t i o n w i t h i n h i b i t o r s . I n a d d i t i o n t o s u c h s p e c i f i c 

c o n s u m p t i o n , n o n s p e c i f i c p r o t e o l y t i c d e g r a d a t i o n o f p l a s m a 
p r o t e i n s by n e u t r a l g r a n u l o c y t i c p r o t e i n a s e s ( e . g . e l a s t a s e 
o r c a t h e p s i n G) h a s a l s o b e e n p o s t u l a t e d (1,2) . T h e s e 
p r o t e i n a s e s may be r e l e a s e d f r o m t h e i r c e l l s i n t o t h e c i r c u l a -
t i o n by t h e a c t i o n o f e n d o t o x i n s o r o t h e r f a c t o r s s u c h as 
o p s o n i z e d p a r t i c l e s , immune c o m p l e x e s , and a g g r e g a t e d IgG. 
L i b e r a t e d e l a s t a s e may d e s t r o y b l o o d p r o t e i n s , e.g. f a c t o r 
X I I I (F X I I I ) o r a n t i t h r o m b i n I I I (AT I I I ) , b e f o r e i n h i b i t i o n 
o c c u r s by t h e p l a s m a P r o t e i n a s e i n h i b i t o r s , a \ - p r o t e i n a s e 
i n h i b i t o r ( c ^ - P I , f o r m e r l y a \ - a n t i t r y p s i n ) and a 2 - m a c r o g l o b -
u l i n (ot2M) . Due t o t h e p r e s e n c e o f t h e s e p o t e n t i n h i b i t o r s , 
d i r e c t m easurement o f t h e g r a n u l o c y t i c P r o t e i n a s e a c t i v i t i e s 
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i n p l a s m a o r s e r u m i s n o t p o s s i b l e . However, i n c r e a s e d 
l e v e l s o f t h e e l a s t a s e - a i P I c o m p l e x ( E - c ^ P I ) w o u l d be an 
i n d i r e c t b u t c l e a r i n d i c a t i o n o f e l a s t a s e l i b e r a t i o n i n t h e 
c o u r s e o f t h e a b o v e m e n t i o n e d d i s e a s e s . I n d e e d , E g b r i n g 
e t a l (1) h a v e d e m o n s t r a t e d s u c h c o m p l e x e s (by means o f o n e -
and t w o - d i m e n s i o n a l L a u r e i l e l e c t r o p h o r e s i s ) i n t h e p l a s m a 
o f p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m a c u t e l e u k e m i a o r s e p t i c e m i a . 

To e s t a b l i s h w h e t h e r a r e l a t i o n s h i p e x i s t s b e t w e e n t h e l e v e l s 
o f E - a j P I a n d t h e s e v e r i t y o f p o s t o p e r a t i v e i n f e c t i o n s , 
we s t u d i e d t h e d e g r e e o f F X I I I a n d AT I I I d e p l e t i o n . T h e s e 
c l o t t i n g f a c t o r s a r e known t o be v e r y s e n s i t i v e S u b s t r a t e s 
f o r e l a s t a s e i n v i t r o ( 1 , 3 ) . S i m i l a r s t u d i e s w ere p e r f o r m e d 
w i t h p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m v a r i o u s k i n d s o f l e u k e m i a . 
Q u a n t i t a t i v e e s t i m a t i o n o f t h e E - a i P I p l a s m a l e v e l s o f t h e s e 
p a t i e n t s was c a r r i e d o u t f o r t h e f i r s t t i m e w i t h a s e n s i t i v e 
e n z y m e - l i n k e d i mmunoassay (4) . 

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s 

P a t i e n t s 

P a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m s e p t i c e m i a a f t e r a b d o m i n a l s u r g e r y 
f u l f i l l e d t h e f o l l o w i n g c r i t e r i a : c l e a r l y d e f i n e d p r i m a r y 
s i t e o f i n f e c t i o n w i t h p o s i t i v e c u l t u r e o f t h e i n v a d i n g 
o r g a n i s m s ; b o d y t e m p e r a t u r e > 38.5°C; l e u k o c y t e s > 15,000 o r 
< 5,000/mm 3; p l a t e l e t s < 100,000/mm 3 o r p l a t e l e t d r o p < 30% 
b e l o w t h e p r e o p e r a t i v e v a l u e ; p o s i t i v e b l o o d c u l t u r e . 

C l a s s i f i c a t i o n o f t h e t y p e o f l e u k e m i a (AML = a c u t e m y e l o g ­
e n o u s l e u k e m i a ; APL = a c u t e p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a ; CML = 
c h r o n i c m y e l o g e n o u s l e u k e m i a w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n ; 
A L L = a c u t e l y m p h a t i c l e u k e m i a ) was b a s e d on t h e m o r p h o l o g y 
o f t h e bone marrow a n d p e r i p h e r a l b l o o d s m e a r s i n May-
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Grünwald s t a i n e d f i l m s . I n some c a s e s , c y t o c h e m i c a l r e -
a c t i o n s were a l s o p e r f o r m e d . 

S a m p l i n g p r o c e d u r e 

P l a s m a s a m p l e s f r o m n o r m a l d o n o r s (n = 1 0 ) , f r o m p a t i e n t s 
a f t e r a b d o m i n a l s u r g e r y (n = 4 1 ) , and f r o m p a t i e n t s w i t h 
v a r i o u s k i n d s o f l e u k e m i a (n = 17) were o b t a i n e d by w i t h -
d r a w a l o f 4.5 ml v e n o u s b l o o d i n t o p l a s t i c s y r i n g e s c o n t a i n -
i n g 0.5 ml o f s o d i u m c i t r a t e (2.2 g/100 ml d i s t i l l e d w a t e r ) 
t o p r e v e n t c l o t f o r m a t i o n . A f t e r c e n t r i f u g a t i o n a t 1,500 x 
g, t h e p l a s m a s a m p l e s were s t o r e d a t -70°C u n t i l a s s a y e d . 

P r i n c i p l e o f t h e e n z y m e - l i n k e d immunoassay 

P l a s m a s a m p l e s w e r e i n c u b a t e d i n p l a s t i c t u b e s c o a t e d w i t h 
a n t i b o d i e s a g a i n s t e l a s t a s e . A f t e r w a s h i n g w i t h b u f f e r , 
t h e s u r f a c e f i x e d E - a i P I c o m p l e x m o l e c u l e s r e a c t e d w i t h 
a l k a l i n e P h o s p h a t a s e (AP) l a b e l l e d a n t i b o d i e s d i r e c t e d 
a g a i n s t c ^ P I . U n d e r t h e c o n d i t i o n s u s e d , t h e a c t i v i t y o f 
AP t c w a r d s p - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e was p r o p o r t i o n a l t o t h e 
c o n c e n t r a t i o n o f E - a i P I i n t h e s a m p l e . F o r d e t a i l s o f t h i s 
a s s a y , s e e Neumann e t a l ( 4 ) . 

D e t e r m i n a t i o n o f c l o t t i n g f a c t o r s 

A n t i t h r o m b i n I I I (AT I I I ) was d e t e r m i n e d u s i n g t h e t h r o m b i n -
s p e c i f i c c h r o m o g e n i c p e p t i d e S u b s t r a t e S-2238 ( D e u t s c h e K a b i 
M u n i c h ) . The b i o l o g i c a l a c t i v i t y o f t h e f i b r i n - s t a b i l i z i n g 
f a c t o r (F X I I I ) was m e a s u r e d w i t h a c o m m e r c i a l t e s t S y s t e m 
( F a c t o r X H I - S c h n e l l t e s t , B e h r i n g w e r k e AG, M a r b u r g ) . These 
a s s a y s were p e r f o r m e d as p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( 5 ) . P l a s m a 
l e v e l s o f F X I I I s u b u n i t s A and S wer e t e s t e d w i t h mono-
s p e c i f i c a n t i s e r a f r o m B e h r i n g w e r k e AG M a r b u r g ( C l o t i m m u n -
F a k t o r X I I I - A , C l o t i m m u n - F a c t o r X I I I - S ) , a c c o r d i n g t o 
L a u r e i l ( 6 ) . 
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F i g . 1. E l a s t a s e - a i - p r o t e i n a s e i n h i b i t o r c o m p l e x ( E - a i P I ) 
l e v e l s i n p l a s m a o f p a t i e n t s w i t h m a j o r a b d o m i n a l 
s u r g e r y . 
A = p a t i e n t s w i t h o u t p o s t o p e r a t i v e i n f e c t i o n 
B = p a t i e n t s who s u r v i v e d p o s t o p e r a t i v e i n f e c t i o n 
C = p a t i e n t s who d i e d due t o p o s t o p e r a t i v e i n f e c t i o n 
The E - a i P I l e v e l s a r e g i v e n as mean v a l u e s f o r t h e 
day b e f o r e O p e r a t i o n , t h e day a f t e r O p e r a t i o n , t h e 
p e r i o d b e f o r e o n s e t o f s e p s i s a n d t h e c o u r s e o f 
s e p t i c e m i a . The l a s t d e t e r m i n a t i o n was done on t h e 
day o f d i s c h a r g e (D) i n g r o u p A, on t h e day o f 
r e c o v e r y (R) i n g r o u p B, and b e f o r e d e a t h (D) i n 
g r o u p C. ( s x = SEM) 

R e s u l t s 

E l a s t a s e - a ! P I l e v e l s i n p a t i e n t s a f t e r m a j o r a b d o m i n a l s u r g e r y 

T h i r t y p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m p o s t o p e r a t i v e s e p t i c e m i a w ere 
i n v e s t i g a t e c k Of t h e s e p a t i e n t s , 14 s u r v i v e d t h e i n f e c t i o n 
( g r o u p B) , w h e r e a s t h e o t h e r 16 d i e d a s a d i r e c t r e s u l t o f 
t h e s e p t i c e m i a (Group C ) . A d d i t i o n a l l y , 11 p a t i e n t s w i t h o u t 
i n f e c t i o n a f t e r a b d o m i n a l s u r g e r y s e r v e d as c o n t r o l s (Group A). 

E - c t i P I p l a s m a l e v e l s a r e g i v e n as mean v a l u e s f o r t h e day b e -
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f o r e O p e r a t i o n , t h e day a f t e r O p e r a t i o n , t h e p e r i o d b e f o r e 
o n s e t o f s e p s i s , a n d t h r o u g h t h e c o u r s e o f s e p t i c e m i a . The 
l a s t d e t e r m i n a t i o n was done on day o f d i s c h a r g e i n g r o u p A, 
on day o f r e c o v e r y i n g r o u p B, and b e f o r e d e a t h i n g r o u p C 
( F i g u r e 1 ) . 

I n p a t i e n t s w i t h o u t p r e o p e r a t i v e i n f e c t i o n ( g r o u p s A and B ) , 
t h e o p e r a t i v e t r a u m a was f o l l o w e d b y an i n c r e a s e o f t h e 
E - o t i P I l e v e l s up t o t h r e e - f o l d o f t h e n o r m a l v a l u e . P a t i e n t s 
s u f f e r i n g f r o m p r e o p e r a t i v e i n f e c t i o n s ( s i x o u t o f 16 i n 
g r o u p C ) , showed s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d p r e o p e r a t i v e E - a ^ P I 
l e v e l s . I m m e d i a t e l y a f t e r s u r g e r y , a s l i g h t d e c r e a s e was 
o b s e r v e d , p r o b a b l y due t o e l i m i n a t i o n o f t h e i n f e c t i o n f o c u s . 
B e f o r e o n s e t o f s e p s i s , t h e E - c u P I c o n c e n t r a t i o n s o f g r o u p s 
B and C showed a m o d e r a t e e l e v a t i o n b u t no s i g n i f i c a n t c h a n g e s 
compared t o t h e p o s t o p e r a t i v e l e v e l s . However, a t t h e b e -
g i n n i n g o f s e p t i c e m i a a h i g h l y s i g n i f i c a n t i n c r e a s e o f t h e 
E - a i P I l e v e l s c o u l d be d e t e c t e d , up t o s i x - f o l d i n g r o u p B 
and up t o 1 0 - f o l d i n g r o u p C. P e a k l e v e l s were more t h a n 
2,500 ng/ml i n b o t h g r o u p s . The E - a i P I l e v e l s o f s e p t i c 
p a t i e n t s who r e c o v e r e d showed a c l e a r t e n d e n c y t o w a r d s n o r m a l 
v a l u e s . I n p a t i e n t s w i t h p e r s i s t i n g s e p t i c e m i a , h i g h l e v e l s 
o f E - a x P I were m e a s u r e d u n t i l d e a t h . 

As shown i n F i g u r e 2, i n i n f e c t e d p a t i e n t s t h e a c t i v i t y o f 
AT I I I , t h e most i m p o r t a n t i n h i b i t o r o f t h e c l o t t i n g S y s t e m , 
was a l r e a d y b e l o w t h e c r i t i c a l c o n c e n t r a t i o n o f a b o u t 75% 
o f t h e Standard mean v a l u e (7) measured b e f o r e onset o f 
s e p t i c e m i a . T h i s l o w v a l u e n o r m a l i z e d i n a l l p a t i e n t s o v e r -
c o m i n g t h e i n f e c t i o n , w h e r e a s a f u r t h e r s i g n i f i c a n t d e c r e a s e 
(up t o 45% o f t h e norm) was f o u n d i n g r o u p C w i t h l e t h a l 
o u t c o m e . R e m a r k a b l y , t h e AT I I I a c t i v i t y i n p l a s m a o f 
p a t i e n t s o f g r o u p A was i n t h e n o r m a l ränge d u r i n g t h e w h o l e 
O b s e r v a t i o n p e r i o d . 
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before op. af ter op. before onset course 
sepsis of sepsis of sepsis 

n. s 

n.s 

n.s 

< 0.01 
« 0.0005 

p < 0.0006 
p < 0.0006 
p < 0,005 

D R D 

p « 0.0005 
p « 0.0025 

F i g . 2. P l a s m a l e v e l s o f a n t i t h r o m b i n I I I i n p a t i e n t s 
w i t h m a j o r a b d o m i n a l s u r g e r y . F o r d e t a i l s s e e 
l e g e n d t o F i g u r e 1. (sx" = SEM) 

F i g . 3. P l a s m a l e v e l s o f f a c t o r X I I I f i b r i n - s t a b i l i z i n g 
a c t i v i t y i n p a t i e n t s w i t h m a j o r a b d o m i n a l s u r g e r y 
F o r d e t a i l s , s e e l e g e n d t o F i g u r e 1. 
(s5c = SEM) 
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S i m i l a r r e s u l t s w ere o b t a i n e d f o r F X I I I , t h e f i b r i n - s t a b i l i z -
i n g c o a g u l a t i o n f a c t o r ( F i g u r e 3 ) . I n p l a s m a o f p a t i e n t s whc 
d i d n o t s u r v i v e s e p t i c e m i a , t h e F X I I I a c t i v i t y d e c r e a s e d up 
t o 28% o f t h e S t a n d a r d mean v a l u e . As m e a s u r e d by immuno-
e l e c t r o p h o r e s i s , t h e s e p a t i e n t s a l s o h a d v e r y l o w c o n c e n t r a -
t i o n s o f b o t h s u b u n i t A, c o m p r i s i n g t h e a c t i v e enzyme, and 
s u b u n i t S, t h e c a r r i e r p r o t e i n ( d a t a n o t s h o w n ) . I n c o n t r a s t , 
g r o u p A p a t i e n t s w i t h u n c o m p l i c a t e d p o s t o p e r a t i v e c o u r s e 
showed n o r m a l o r o n l y s l i g h t l y d e c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n s o f 
s u b u n i t S, a l t h o u g h s u b u n i t A and f i b r i n - s t a b i I i z i n g a c t i v i t -
i e s w ere o f t e n s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d . 

J i i I L I 1 I t I I i _ 

A M L . A P L 1 1 C M L | | A L L 

F i g . 4. B l a s t a s e - a 1 - p r o t e i n a s e I n h i b i t o r c o m p l e x (E-cx^pi) 
l e v e l s i n p l a s m a o f p a t i e n t s w i t h v a r i o u s k i n d s 
o f l e u k e m i a , AML = a c u t e m y e l o g e n o u s l e u k e m i a , 
APL = a c u t e p r o m y e l o c y t i c l e u k e m i a , CML = c h r o n i c 
m y e l o g e n o u s l e u k e m i a w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n , 
ALL = a c u t e l y m p h a t i c l e u k e m i a . 

E l a s t a s e - a j P I l e v e l s i n a c u t e l e u k e m i a 

F i g u r e 4 shows t h e E - a j P I p l a s m a l e v e l s o f p a t i e n t s s u f f e r ­
i n g f r o m v a r i o u s k i n d s o f l e u k e m i a . P r i o r t o c h e m o t h e r a p y , 
s i x o f n i n e p a t i e n t s w i t h m y e l o g e n o u s l e u k e m i a h a d m o d e r a t e 
t o h i g h l e v e l s o f E - a i P I (170 - 1,440 n g / m l ) , t h e h i g h e s t 
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l e v e l s b e i n g f o u n d i n t h e two p a t i e n t s w i t h APL (up t o 1,600 
n g / m l ) . T h i s t y p e o f a c u t e l e u k e m i a i s f r e q u e n t l y a s s o c i a t e d 
w i t h d i s s e m i n a t e d i n t r a v a s c u l a r c o a g u l a t i o n . E l e v a t e d E - a ^ P I 
l e v e l s (130 - 1,000 ng/ml) were a l s o m e a s u r e d i n t h e p l a s m a 
o f f o u r p a t i e n t s w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n (CML). I n 
c o n t r a s t , none o f t h e f o u r p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m A L L h a d 
i n c r e a s e d l e v e l s o f E - a i P I . The same h o l d s t r u e f o r t h e f o u r 
p a t i e n t s w i t h m a l i g n a n t lymphoma ( d a t a n o t s h o w n ) . 

T a b l e 1 s u m m a r i z e s t h e r e s u l t s o f l e u k o c y t e c o u n t s a s w e l l as 
o f p l a s m a l e v e l s o f E - a i P I and t h e c o a g u l a t i o n f a c t o r s , F X I I I 
and AT I I I , f o r e a c h l e u k e m i a g r o u p . I n p l a s m a o f t h e AML 
p a t i e n t s t h e f i b r i n - s t a b i l i z i n g a c t i v i t y o f F X I I I was s i g n i -
f i c a n t l y r e d u c e d . We e x p e c t e d , t h e r e f o r e , i n c r e a s e d l e v e l s 
o f E - a i P I i n t h e s e p l a s m a s a m p l e s . However, we d i d n o t f i n d 
s u c h a r e v e r s e c o r r e l a t i o n . The e x t r e m e l y l o w F X I I I a c t i v i t y 
i n p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m A L L was e s p e c i a l l y s t r i k i n g i n 
v i e w o f t h e i r n o r m a l E - a i P I l e v e l s . M o r e o v e r CML p a t i e n t s 
w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n and i n c r e a s e d E - a i P I l e v e l s showed 
n o r m a l o r e v e n e l e v a t e d F X I I I a c t i v i t y . 

The AT I I I a c t i v i t y was i n t h e n o r m a l ränge e x c e p t f o r t h r e e 
p a t i e n t s . T h e i r l o w AT I I I l e v e l , h o w e v e r , was n o t c o r r e l a t e d 
t o a h i g h E - a ^ P I c o n c e n t r a t i o n . The i n d i v i d u a l l e u k o c y t e 
c o u n t s showed no r e l a t i o n s h i p t o t h e p l a s m a l e v e l s o f E - a j P I 
o r c l o t t i n g f a c t o r s s t u d i e d , n e i t h e r w i t h i n one g r o u p n o r 
b e t w e e n g r o u p s ( F i g u r e 4 ) . 

Düring r e m i s s i o n i n d u c t i o n c h e m o t h e r a p y ( h i g h - d o s e a d r i a m y -
c i n e , v i n c r i s t i n e , a n d c y t o s i n e a r a b i n o s i d e ) o f AML p a t i e n t s 
h a v i n g h i g h l y e l e v a t e d E - a i P I l e v e l s , a d r a m a t i c d r o p t o w a r d s 
n o r m a l v a l u e s o c c u r r e d c o n c u r r e n t l y w i t h t h e number o f l e u k o -
c y t e s ( T a b l e 2 ) . AT I I I a c t i v i t y showed a m a r k e d d e c l i n e 
u n d e r c h e m o t h e r a p y , f o l l o w e d by a c o m p l e t e r e s t o r a t i o n t o 
n o r m a l v a l u e s a f t e r füll bone marrow r e m i s s i o n ( T a b l e 2 ) . 



TABLE 1. L e u k o c y t e c o u n t s a n d p l a s m a l e v e l s o f t h e e l a s t a s e - c u - p r o t e i n a s e I n h i b i t o r 
c o m p l e x ( E - c m P I ) , f a c t o r X I I I (F X I I I ) , a n d a n t i t h r o m b i n I I I (AT I I I ) i n 
p a t i e n t s w i t h a c u t e m y e l o g e n o u s l e u k e m i a w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n (CML), 
o r a c u t e l y m p h a t i c l e u k e m i a ( A L L ) , r e s p e c t i v e l y . F o r e x p e r i m e n t a l d e t a i l s , 
s e e t e x t 

L e u k o c y t e s E - a i P I F X I I I a c t i v i t y AT I I I a c t i v i t y 
P a t i e n t s D i a g n o s i s (x 1 0 3 A D (ng/ml) (% o f t h e norm) (% o f t h e norm) 

Kh AML 3.5 27 87.5 87 
Re AML 4.0 66 62.5 98 
Ec AML 10.6 96 37.5 66 
Schö AML 163 .0 170 50.0 70 
H i AML 4.1 640 62.5 83 
Bo AML 17 .9 840 50.0 88 
Ha AML 140.0 1,140 50.0 98 

We APL 1.6 1, 320 87.5 104 
S i APL 52 .0 1,600 n.d. n.d 

Me CML 7.8 132 120 109 
Bo CML 174.0 336 75 .0 109 
R i -CML 381.0 750 75 .0 110 
Ay CML 76 .0 1,000 120 107 

He ALL 32 .0 30 37.5 85 
Sa ALL 35 .0 64 25.0 70 
R i A LL 69.5 68 25.0 100 
S c h i ALL 36 .0 76 37.5 105 



TABLE 2. B l o o d c e l l c o u n t s and p l a s m a l e v e l s o f t h e e l a s t a s e - a i - p r o t e i n a s e i n h i b i t o r 
c o m p l e x ( E - a i P I ) , f a c t o r X I I I (F X I I I ) and a n t i t h r o m b i n I I I (AT I I I ) i n a 
p a t i e n t w i t h a c u t e m y e l o g e n o u s l e u k e m i a (AML) d u r i n g r e m i s s i o n i n d u c t i o n 
c h e m o t h e r a p y 

Day 
L e u k o c y t e s 
(X 1 0 3 A 1 ) 

T h r o m b o c y t e s 
(X 1 0 3 / u l ) 

E - a i P I 
(ng/ml) 

F X I I I 
a c t i v i t y F X I I I s u b u n i t s 

o f norm) (% o f norm) 

A B 
50.0 38.5 74.5 
37.5 33.5 69 .5 
37.5 40 .0 72 .5 
37.5 33.5 50.5 
37.5 41.5 76 .0 

50.0 46.0 83.5 
37.5 34.5 57.0 

AT I I I 
a c t i v i t y 

(% o f norm) 

1 
9 

11 
16 
21 

30 
35 

17.9 
9.8 
2.4 
1.0 
0.7 

2.1 
2.5 

32 
11 
15 
28 
27 

185 
184 

840 
492 
186 
200 
106 

88 
44 

66 
54 
52 
57 

71 
76 

a C h e m o t h e r a p y w i t h a d r i a m y c i n e (ADM), v i n c r i s t i n e ( V C R ) , a n d c y t o s i n e - a r a b i n o s i d e 
(ARA-C) was p e r f o r m e d f r o m t h e f o u r t h t o t h e n i n t h day a f t e r a d m i s s i o n . Füll 
r e m i s s i o n o f bone marrow o c c u r r e d on t h e 2 8 t h d a y . 

F o r f u r t h e r d e t a i l s , s e e t e x t . 



96 

However, t h e v e r y l o w F X I I I a c t i v i t y a n d s u b u n i t A l e v e l , as 
w e l l as t h e o n l y m o d e r a t e l y d e c r e a s e d s u b u n i t S l e v e l d i d 
n o t change t h r o u g h o u t t h e O b s e r v a t i o n p e r i o d ( T a b l e 2 ) . I n 
p a t i e n t s w i t h o r i g i n a l l y l o w l e v e l s o f t h e c o m p l e x , no a l t e r a -
t i o n s i n E - a i P I l e v e l s o f c l o t t i n g f a c t o r a c t i v i t i e s w e r e 
o b s e r v e d d u r i n g c h e m o t h e r a p y . 

D i s c u s s i o n 

B a s e d on i n v i t r o a n d i n v i v o s t u d i e s , E g b r i n g e t a l (1) 
p o s t u l a t e d t h a t , b e s i d e s d i s s e m i n a t e d i n t r a v a s c u l a r c o a g u l a ­
t i o n , d i r e c t p r o t e o l y s i s by g r a n u l o c y t i c p r o t e i n a s e s c o n t r i -
b u t e s t o t h e c o n s u m p t i o n o f c l o t t i n g f a c t o r s i n p a t i e n t s w i t h 
s e p t i c e m i a o r a c u t e l e u k e m i a . They f o u n d g r a n u l o c y t i c e l a s t -
a s e - a i P I c o m p l e x e s i n p l a s m a s a m p l e s o f p a t i e n t s h a v i n g r e -
d u c e d l e v e l s o f F X I I I ( b o t h s u b u n i t s ) a n d i n c r e a s e d c o n c e n -
t r a t i o n s o f f i b r i n o g e n d e g r a d a t i o n p r o d u c t s ( F D P ) . They u s e d 
a S t a n d a r d c u r v e f r o m 12.5 t o 100 ng o f e l a s t a s e p e r a s s a y i n 
t h e L a u r e i l t e c h n i q u e , w h i c h w o u l d c o r r e s p o n d t o 2.5 - 20 y g / 
m l p l a s m a . I t i s n o t e v i d e n t how e l a s t a s e v a l u e s as l o w as 
0.5 ng p e r a s s a y , i . e . 100 ng/ml p l a s m a , c o u l d be q u a n t i t a t e d 
by t h i s a s s a y . M o r e o v e r , l e s s t h a n 300 ng/ml p r o t e i n i s r a r e -
l y d e t e c t a b l e by t h e s t a i n i n g t e c h n i q u e a p p l i e d ( 8 ) . 

N o r m a l E - a i P I p l a s m a l e v e l s c a n be a c c u r a t e l y m e a s u r e d w i t h 
t h e n e w l y d e v e l o p e d and s e n s i t i v e e n z y m e - l i n k e d i m m u n o a s s a y . 
The d e t e c t i o n ränge i s b e t w e e n 0.2 and 3.2 ng e l a s t a s e i n 
t h e E - a i P I c o m p l e x p e r a s s a y , i . e . 20 - 320 ng/ml p l a s m a . 

P a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m s e p t i c e m i a showed h i g h l y e l e v a t e d 
E - a i P I l e v e l s d u r i n g i n f e c t i o n , a l t h o u g h p eak l e v e l s o f 25 -
51 pg/ml p l a s m a as r e p o r t e d by E g b r i n g e t a l (1) w e r e n e v e r 
o b s e r v e d . A s i g n i f i c a n t c o r r e l a t i o n was f o u n d b e t w e e n t h e 
i n c r e a s e i n E - a ^ P I l e v e l s a nd t h e d e c r e a s e i n F X I I I s u b u n i t 
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S i n p a t i e n t s o f g r o u p B and C, t h o u g h t h e a b s o l u t e d e g r e e 
o f t h e c a r r i e r p r o t e i n c o n s u m p t i o n d i d n o t c o r r e s p o n d i n e a c h 
c a s e t o t h e amount o f E - u j P I p r e s e n t . On t h e o t h e r h a n d , 
p a t i e n t s w i t h o u t i n f e c t i o n ( g r o u p A) a n d n o r m a l o r o n l y 
s l i g h t l y e l e v a t e d E - a i P I l e v e l s h a d F X I I I - S c o n c e n t r a t i o n s 
i n t h e n o r m a l ränge, b u t o f t e n c l e a r l y r e d u c e d f i b r i n - s t a b i l -
i z i n g a c t i v i t y and F X I I I - A c o n c e n t r a t i o n as w e l l . As demon-
s t r a t e d by E g b r i n g e t a l (1) and I k e m a t s u e t a l ( 9 ) , r e d u c t i o n 
o f b o t h s u b u n i t s o f F X I I I c a n n o t be due t o a c t i v a t i o n o f t h e 
c l o t t i n g c a s c a d e a l o n e . D u r i n g c l o t t i n g , i . e . by t h e a c t i o n 
o f t h r o m b i n , o n l y s u b u n i t A i s consumed t o g e t h e r w i t h t h e 
F X I I I a c t i v i t y b u t n o t s u b u n i t S. T h e s e d a t a a n d t h e r e s u l t s 
p r e s e n t e d i n o u r c l i n i c a l t r i a l s u g g e s t t h a t i n t h e p a t i e n t s 
s u f f e r i n g f r o m s e p t i c e m i a n o n s p e c i f i c p r o t e o l y t i c d e g r a d a t i o n 
by g r a n u l o c y t i c e l a s t a s e i s s i g n i f i c a n t l y i n v o l v e d i n t h e 
d e p l e t i o n o f F X I I I . 

M o r e o v e r , t h e e x t r e m e l y l o w AT I I I a c t i v i t y i n p a t i e n t s h a v i n g 
p e r m a n e n t l y e l e v a t e d E - a i P I l e v e l s may a l s o be due t o d e g r a d a ­
t i o n by e l a s t a s e . T h i s c o n c l u s i o n i s b a s e d on r e c e n t i n v i t r o 

s t u d i e s s h o w i n g t h a t p u r i f i e d AT I I I i s r a p i d l y i n a c t i v a t e d 
by p u r i f i e d g r a n u l o c y t i c e l a s t a s e (3) . 

S u m m a r i z i n g t h e d a t a o f t h e s e p t i c e m i a s t u d y , we s u g g e s t t h a t 
E - n i ] P I p l a s m a l e v e l s a r e a s u i t a b l e m a r k e r f o r t h e s e v e r i t y 
o f p o s t o p e r a t i v e i n f e c t i o n s a f t e r m a j o r s u r g e r y . F u r t h e r m o r e , 
t h e c o r r e l a t i o n e x i s t i n g b e t w e e n e l e v a t e d E - a ^ I l e v e l s and 
t h e d e p l e t i o n o f c l o t t i n g f a c t o r s p o s s i b l y i n d i c a t e s an o v e r -
s t r e s s e d r e g u l a t o r y i n h i b i t o r S y s t e m o f t h e o r g a n i s m . As 
p o s t u l a t e d p r e v i o u s l y ( 2 ) , a p p l i c a t i o n o f s u i t a b l e e x o g e n o u s 
P r o t e i n a s e i n h i b i t o r s d u r i n g and a f t e r m a j o r s u r g e r y m i g h t 
a s s i s t t h e n a t u r a l d e f e n s e m e c h a n i s m s f o r m a i n t a i n i n g t h e 
p h y s i o l o g i c a l P r o t e i n a s e i n h i b i t o r b a l a n c e . 

I n o u r p r e l i m i n a r y s t u d y o f E - a i P I l e v e l s i n a c u t e l e u k e m i a , 
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we f o u n d e l e v a t e d E - a i P I c o n c e n t r a t i o n s i n p a t i e n t s w i t h 
a c u t e m y e l o g e n o u s l e u k e m i a o r CML w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n , 
b u t n o t i n t h o s e w i t h a c u t e l y m p h a t i c l e u k e m i a . A d e c r e a s e 
i n F X I I I a c t i v i t y was o b s e r v e d i n t h e p a t i e n t s w i t h AML, 
h o w e v e r , no c o r r e l a t i o n s c o u l d be f o u n d b e t w e e n t h e l e v e l s o f 
E - a i P I a n d F X I I I o r t h e number o f l e u k o c y t e s a t t h e t i m e o f 
a d m i s s i o n . I n AML p a t i e n t s h a v i n g h i g h l y e l e v a t e d E - a i P I 
l e v e l s p r i o r t o c h e m o t h e r a p y , t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e c o m p l e x 
d e c r e a s e d t o w a r d s n o r m a l l e v e l s c o n c u r r e n t l y w i t h c h e m o t h e r ­
a p y , w h e r e a s t h e l o w F X I I I a c t i v i t y a n d t h e o n l y s l i g h t l y 
d e c r e a s e d s u b u n i t S l e v e l o f t h e s e p a t i e n t s d i d not c h a n g e 
even a f t e r füll r e m i s s i o n o f bone marrow. T h i s O b s e r v a t i o n 
i s i n c o n t r a s t t o t h a t o f E g b r i n g e t a l ( 1 ) . T h e s e a u t h o r s 
f o u n d i n c r e a s e d l e v e l s o f E - a i P I , a c c o m p a n i e d by c o r r e s p o n d -
i n g c h a n g e s o f t h e F X I I I and FDP l e v e l s a f t e r c h e m o t h e r a p y . 
I n t h e i r p a t i e n t s , t h e r e d u c e d a c t i v i t y o f t h e c o a g u l a t i o n 
f a c t o r s r e t u r n e d t o n o r m a l l e v e l s w i t h c o m p l e t e r e m i s s i o n , 
c o r r e s p o n d i n g t o t h e d i s a p p e a r a n c e o f t h e E - a i P I c o m p l e x . 

S u r p r i s i n g l y , i n f o u r p a t i e n t s w i t h ALL t h e f i b r i n - s t a b i I i z -
i n g a c t i v i t y as w e l l as s u b u n i t A and S l e v e l s o f F X I I I 
w e r e much l o w e r t h a n i n t h e p a t i e n t s w i t h AML, a l t h o u g h t h e 
E - a i P I l e v e l s were i n t h e n o r m a l ränge i n t h e ALL p a t i e n t s . 
M o r e o v e r , t h e s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d E - a i P I c o n c e n t r a t i o n d i d 
n o t c o r r e s p o n d t o t h e n o r m a l l e v e l s o f F X I I I and AT I I I i n 
CML p a t i e n t s w i t h b l a s t i c t r a n s f o r m a t i o n . T h e s e p r e l i m i n a r y 
d a t a s u g g e s t t h a t t h e m e c h a n i s m o f F X I I I d e p l e t i o n i n a c u t e 
l e u k e m i a seems t o be n o t d i r e c t l y d e p e n d e n t on e l a s t a s e l i b -
e r a t i o n a n d , s h o u l d be t h e r e f o r e , d i f f e r e n t f r o m t h a t p o s t u l a -
t e d by E g b r i n g e t a l (1) . The m e a surement o f E - a ' i P I l e v e l s 
may be h e l p f u l , h o w e v e r , i n d i s c r i m i n a t i n g a c u t e l e u k e m i a i n 
m y e l o g e n o u s and l y m p h a t i c o r u n d i f f e r e n t i a t e d f o r m s . How­
e v e r , f u r t h e r s t u d i e s have t o be p e r f o r m e d b e f o r e f i n a l c o n -
c l u s i o n s c a n be d r a w n . 
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