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M. JocHum, D. INTHORN, D. NAsST-KoLB UND H. FrITZ

AT III — ein neues therapeutisches
Konzept bei der Behandlung der Sepsis
und beim Organversagen?

Pathochemische Aspekte akuter Entziindungsprozesse:
Proteinase / Proteinaseinhibitor — Ungleichgewicht

Im Rahmen biochemischer Untersuchungen bei schweren Entziindungsprozes-
sen wie der Sepsis und/oder dem mutliplen Organversagen nach polytraumati-
schen Ereignissen und grofien operativen Eingriffen haben sich zwei pathome-
chanistische Reaktionswege als besonders relevant herausgestellt, ndmlich:

1. die systemische Aktivierung der Gerinnung mit der Bildung von potenten
Aktivatoren (Plasmakallikrein, Thrombin, Plittchen-aktivierender Faktor =
PAF, etc.) der Entziindungszellen (PMN-Granulozyten, Monozyten/Makro-
phagen, Endothelzellen) sowie von gefif3permeabilititssteigernden Peptiden
(Kinine, Fibrinmonomere, Fibrinopeptide);

2. die direkt im Alveolarraum nachweisbare Freisetzung von proteolytisch und
oxidativ destruktiv wirksamen Phagozytenfaktoren (PMN-Elastase, Cathepsin
B aus Makrophagen, reaktive Sauerstoffmetabolite) und die damit verbundene
Beeintrachtigung des lokalen Schutzmechanismus (Verbrauch von Proteina-
seinhibitoren und Antioxidantien, Storungen des Surfactant etc.)

Die iibermdBige Aktivierung humoraler proteolytischer Kaskadensysteme
(Gerinnung, Fibrinolyse, Komplement) einerseits, sowie die massive Freiset-
zung aktiver lysosomaler Proteinasen andererseits tragen entscheidend zum
Verbrauch und zur Zerstérung regulativer Proteinaseinhibitoren (Antithrombin
III, o,-Proteinaseinhibitor u.a.) bei, wodurch die proteolytische Inaktivierung
zahlreicher weiterer l6slicher bzw. strukturgebundener Funktionsproteine
ermoglicht wird. Unkontrollierte proteolytische Prozesse dieser Art werden
derzeit als wesentlicher Pathomechanismus fiir die Manifestation nachhaltiger
Organschidigungen im Verlaufe von schweren Entziindungsprozessen angese-
hen (ausfiihrlich dargestellt in 1-3).

Diagnostische und prognostische Wertigkeit von PMN-Elastase, Cathepsin B
und Antithrombin 111

Fiir Elastase aus PMN-Granulozyten und Cathepsin B aus Monozyten/Makro-
phagen ist eine klare Korrelation der extrazelluldr meBbaren Proteinasekonzen-
trationen in der Zirkulation oder im lokalen Milieu (bronchoalveoldre Lavage-
fliissigkeit, Peritonitis-Exsudate, etc.) zum Schweregrad eines polytraumatisch
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und/oder operativ induzierten (Multi-) Organversagens mehrfach belegt wor-
den (3-9). Dariiberhinaus erwiesen sich diese Faktoren in einer prospektiven
Polytraumastudie (3,9) als frilhe Indikatoren eines im spéteren posttraumati-
schen Verlauf auftretenden Multiorganversagens sowie als relevante Parameter
zur Prognoseabschitzung des Schwerverletzten. Eine dhnlich gute diagnosti-
sche und prognostische Aussagekraft zeigte der physiologisch wichtigste
Gerinnungsinhibitor, Antithrombin 111, so daB diesem Hemmstoff eine beson-
dere Bedeutung fiir die Entwicklung posttraumatischer Organschdden zuge-
sprochen werden muf} (3,10).

Verbrauch von o.,-Proteinaseinhibitor (o, PI)

Ein lokal nicht ausreichendes hemmaktives Elastase-Inhibitorpotential (c.,-PI)
bei gleichzeitiger massiver Aktivierung von alveoldren PMN-Granulozyten
und Makrophagen konnten wir durch das wiederholte Auftreten freier Elasta-
seaktivitdten in sequentiellen bronchoalveoldren Lavagefliissigkeiten (BALF)
von Patienten nach Polytrauma insbesondere in den ersten zehn posttraumati-
schen Tagen nachweisen (6). Uberraschenderweise war selbst ein bis zu 40-
facher, immunologisch meBbarer UberschuB an o, PI iiber die insgesamt frei-
gesetzte Elastase nicht in der Lage, diese vollstindig zu hemmen. Bei
Normalprobanden betrug der Inhibitoriiberschufl das ca. 120fache der hier
extrazelluldr ausschlieBlich in komplexierter Form mef3baren Elastase. Fiir die
reduzierte Inhibitorkapazitit bei Polytraumapatienten mufl neben der oxidati-
ven Inaktivierung des o,PI die proteolytische Degradierung dieses Elastase-
hemmstoffes durch Metallo- und Cysteinproteinasen aus Phagozyten als
ursidchlich angesehen werden (11-14). Unlidngst verdffentlichte In-vitro-Unter-
suchungen haben gezeigt, daBl der durch eine Metalloproteinase inaktivierte
o, PI ein hochpotentes Chemotaxin fiir PMN-Granulozyten darstellt und somit
in vivo zur Potenzierung eines Entziindungsprozesses aufgrund einer vermehr-
ten Sequestration und Aktivierung von Neutrophilen im Entziindungsherd bei-
tragen konnte (11).

Die sytemische Verminderung des o Pl bis auf 50% der Plasmanorm am
ersten posttraumatischen Tag und eine nur allméhliche Erholung auf Normal-
werte in den nichsten beiden Tagen (6) scheint ebenfalls mitverantwortlich
dafiir zu sein, da3 wihrend der frithen posttraumatischen Phase im Vergleich
zu Normalprobanden anteilsméBig (ca. 10% des Plasmagehalts) weniger Inhi-
bitor in den Alveolarraum diffundiert, und somit zusitzlich das Gleichgewicht
zwischen dem Hemmstoff und der freigesetzten Elastase zugunsten der Pro-
teinase verschoben wird.

Verbrauch von Antithrombin lII (AT 111)

Proteolytisch aktive PMN-Elastase ist in der Lage, in Anwesenheit von Hepa-
rin den wichtigsten Inhibitor der Gerinnungsproteasen, das AT III, rasch zu
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inaktivieren (15,16). Nach Bindung des Inhibitors iiber Heparin an das vas-
kuldre Endothel wird eine Zerstorung des Hemmstoffes durch freigesetzte
PMN-Elastase vor allem im Kapillarnetz der Lunge unter pathologischen
Bedingungen auch in Gegenwart normaler Konzentrationen von o PI, des
Hauptantagonisten der Elastase, postuliert (15,16). Obwohl ein direkter Nach-
weis spezifischer AT III-Spaltprodukte in der Zirkulation wihrend schwerer
Entziindungsprozesse noch aussteht, spricht die mehrfach belegte Diskrepanz
zwischen niedrigen AT III-Hemmaktivititen und deutlich hoheren immunolo-
gisch meBbaren Inhibitorkonzentrationen beim posttraumatischen Multiorgan-
versagen (10) fiir einen derartigen Inaktivierungsmechanismus. Im Gegensatz
zum kurzlebigen Thrombin/AT III-Komplex konnte tierexperimentell fiir das
in vitro durch Elastase modifizierte humane AT III-Molekiil eine dem nativen
Inhibitor vergleichbare Halbwertszeit in der Zirkulation nachgewiesen werden
(15).

Auffilligerweise sind insbesondere bei schwerverletzten Patienten, die im spi-
teren posttraumatischen Verlauf ein letales Multiorganversagen erleiden,
bereits ein bis zwei Stunden nach dem Unfallgeschehen die AT III-Plasmakon-
zentration bis auf unter 50% der Norm erniedrigt (3,10). Trotz massiver Blut-
und Fresh-Frozen-Plasma-Substitutionen ist bei diesen Patienten meist nur ein
geringfiigiger Anstieg der AT III-Plasmawerte zu erreichen. Aufgrund dieser
anhaltend niedrigen AT III-Konzentrationen (unter 70% der Norm) in den
ersten Tagen nach schweren Polytraumen ist daher kaum noch eine ausrei-
chende Inhibierung der Entziindungs-potenzierenden Effekte von Thrombin,
wie etwa der Bildung von Mikrothromben und zellaktivierenden Faktoren
(PAF, etc.) (18,19), moglich.

Therapeutische Interventionen mit Proteinaseinhibitoren

Tierexperimentelle Studien

Als wesentlicher Hinweis auf die eminent wichtige Schutzfunktion eines aus-
reichend hohen, deutlich iiber der Norm liegenden Inhibitorpotentials zur Ver-
hinderung schwerer Entziindungsprozesse konnen erste Untersuchungen iiber
die Wirksamkeit einer therapeutischen Applikation von Elastase- und/oder
Thrombininhibitoren bei tierexperimenteller Sepsis gewertet werden.

a) o, Pl und AT III bei Sepsis

Durch prophylaktische, kombinierte Gabe von human o Pl und AT III in
hoher Dosierung (zur Erzielung des jeweils zwei- bis dreifachen Normwertes)
konnte die pulmonire Dysfunktion wihrend einer gramnegativen Endotoxini-
mie beim Schaf signifikant gegeniiber einem therapiefreien Kontrollkollektiv
vermindert werden (19). Dabei zeigte die alleinige Applikation des physiologi-
schen Elastasehemmstoffes (o, PI) bzw. des Gerinnungsinhibitors (AT III) nur
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eine geringfligige Verbesserung, wihrend eindeutig synergistische positive
Effekte durch die Kombinationstherapie erzielt wurden.

b) Eglin und Hirudin bei Sepsis

Auch durch die gemeinsame Verabreichung des rekombinaten Elastasehemm-
stoffes Eglin und des spezifischen Thrombininhibitors Hirudin — beide Sub-
stanzen wurden urspriinglich aus dem Blutegel Hirudo medicinalis isoliert —
konnte signifikant eine Reihe von Endotoxin-induzierten pathologischen Ver-
inderungen (Hypotension, intravaskuldrer Proteinverlust, Fibrinogenver-
brauch, Fibrinmonomerbildung, etc.) verhindert bzw. vermindert werden (20).

Der therapeutische Ansatz mit isolierten humanen Plasma-Proteinaseinhibitor-
Praparaten ist jedoch insofern besonders hervorzuheben, als er derzeit die ein-
zige Moglichkeit einer direkten Umsetzung experimenteller Ergebnisse in die
Klinik bietet.

Klinische Studien

a) o PI bei Proteolyse-induzierten Lungenerkrankungen

Therapeutische Interventionen mit o, PI wurden bisher nur bei a, PI-Mangelpa-
tienten mit Lungenemphysem beschrieben (Lit.-Ubers. in 21-23). Die
wochentliche Applikation von 60mg/kg Korpergewicht scheint bei diesen Pati-
enten auszureichen um einen protektiven Inhibitorgehalt von mindestens
1,7uM in der epithelialen Lungenfliissigkeit zu erzielen. Hierdurch sollte alle
extrazellulér freigesetzte PMN-Elastase gehemmt und damit eine weitere pro-
teolytische Destruktion des Lungengewebes unterbunden werden. Aufgrund
des chronischen Entziindungsvorganges kann der Nachweis des klinischen
Erfolges dieser therapeutischen Vorgehensweise allerdings erst in einigen Jah-
ren erbracht werden.

Da wir uns von der Anwendung einer gezielten Inhibitortherapie mit humanem
o, Pl bei polytraumatisierten Patienten ebenfalls eine deutliche Reduktion der
Haufigkeit von Proteolyse-induziertem, akuten Lungenversagen erwarten,
haben wir fiir die ndchste Zukunft entsprechende Therapiestudien auch bei die-
sem Krankenkollektiv geplant.

b) AT IIT bei Sepsis und (Multi-)Organversagen

Erste klinische Untersuchungen (24-30) haben die postulierten positiven Wir-
kungen einer AT III-Substitution bei schweren Entziindungsprozessen (vor-
nehmlich die Verhinderung einer DIC) bestitigt. Eine statistisch signifikante
Reduktion der Letalitdt aufgrund eines multiplen Organversagens war jedoch
nur in wenigen Studien nachzuweisen.
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Im Gegensatz zur dabei iiblichen (von einigen Ausnahmen (24,29,30) abgese-
hen) klinischen Vorgehensweise, bei der mittels einer Substitution von AT IlI-
Konzentraten iiberwiegend nur die Erreichung von Plasmanormalwerten ange-
strebt wurde, diirfte die systemische Aktivierung der Gerinnung und die
dadurch bedingten Folgereaktionen moglicherweise aber erst durch ein konti-
nuierliches Anheben des AT III-Spiegels auf mindestens 140% der Plasma-
norm in der frithen septischen oder posttraumatischen Phase kontrollierbar
sein. Hierfiir sprechen neben den bereits erwédhnten experimentellen Untersu-
chungen (19) vor allem eigene bisher noch nicht publizierte Ergebnisse aus
einer kontrollierten AT III-Pilotstudie bei Sepsispatienten, wo es uns gelang,
durch das Anheben der AT III-Konzentration von ca. 60% auf etwa 140% in
den ersten fiinf Tagen der Sepsis die Langzeit-Letalitdt von 78% auf 58% zu
senken (Tabelle I).

In die Studie aufgenommen wurden Patienten aus dem allgemein-chirurgi-
schen Krankengut der Intensivstation der Chirurgischen Klinik GroBhadern,
wenn sie folgende Sepsiskriterien gleichzeitig erfiillten:

1. nachgewiesener Infektionsherd mit pathogenen Keimen oder positive Blut-
kulturen

2. Korpertemperatur iiber 39° C

3. Leukozytenzahl > 15000/w oder 5000/ul

4. Thrombozytenzahl < 100000/ul oder Thrombozytenabfall um mehr als 20%
in 24 Stunden

In die derzeitige Zwischenauswertung (eine ausfiihrliche Darstellung der Stu-
die erfolgt an anderer Stelle!) wurden 14 Kontrollpatienten und 12 mit AT TI-
Konzentrat (Atenativ®, Antithrombin III; Kabi-Pfrimmer, Erlangen) therapierte
Patienten eingeschlossen. Thre demographischen Daten sind der Tabelle 1 zu
entnehmen. Beim liberwiegenden Teil der Patienten lag eine Tumorerkrankung
des Gastrointestinaltrakts vor.

Angestrebt wurde von uns zunidchst die Aufrechterhaltung einer moglichst
kontinuierlichen AT III-Hemmaktivitdt von mindestens 120% der Plasma-

Tabelle |. Demographische Daten von 26 Sepsispatienten aus einer kontrollierten Pilot-
studie mit AT III-Substitution.

Gruppe n Letalitit  Alter m/w Tumor
(X)

Kontrolle (verst.) 11 78% 57 4/7 9

Kontrolle (iiberl.) 3 67 1/2 2

AT III (verst.) 7 58% 66 3/4 5

AT III (liberl.) 5 58 0/5 3
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norm (gemessen mit einem Thrombin-spezifischen chromogenen Substrat).
Die Substitutionstherapie erfolgte unmittelbar nach Diagnosestellung iiber
einen Zeitraum von ldngstens 21 Tagen und wurde anhand der aktuell gemes-
senen AT IIl-Hemmaktivitdten je nach Erfordernis 1-2mal pro Tag nach
Angaben von VINAZZER (26) vorgenommen. Auf diese Weise wurden im Mit-
tel zwischen 8000 und 2000 Einheiten AT III pro Tag gemeinsam mit einer
niedrig dosierten Heparingabe (vier Einheiten/kg Korpergewicht und Stunde)
verabreicht (Abbildung 1). Die Blutabnahmen erfolgten zweimal téglich bis
zur Entlassung des Patienten aus der Intensivstation bzw. langstens iiber den
Beobachtungszeitraum von 21 Tagen.

Wie aus Abbildung 2a ersichtlich, erzielten wir durch die AT III-Substitution
innerhalb der ersten fiinf Tage bei den fiinf liberlebenden Patienten im Mittel
einen AT III-Plasmaspiegel von 140%, wihrend er bei den sieben versterben-
den Patienten trotz gleich hoher Substitutionsmengen nur auf ca. 110% anzu-
heben war. Im weiteren Beobachtungsverlauf glichen sich die AT III-Plasma-
hemmaktivitédten in beiden Gruppen wieder an, wobei ab dem 10. Tag bei den
versterbenden Patienten eine mindestens zweifach hohere AT III-Menge als
bei den Uberlebenden infundiert werden muBte.
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Abbildung 1. Mittelwert der zweimal tiglich bei Sepsispatienten iiber den Beobach-
tungszeitraum von 21 Tagen substituierten AT III-Mengen.
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Abbildung 2. Plasmaspiegel (Mittelwert £ sem) der AT Ill-Hemmaktivitit (gemessen
mit einem Thrombin-spezifischen chromogenen Substrat) unter AT III-Substitution (a)

bzw. ohne Substitution (b = Kontrollgruppe).
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Abbildung 3. Plasmaspiegel (Mittelwerte £ sem) der Prothrombinkonzentration unter
AT III-Substitution (a) bzw. ohne Substitution (b = Kontrollgruppe).
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Abbildung 4. Plasmaspiegel (Mittelwerte + sem) der PMN-Elastase (im Komplex mit
o PI) unter AT I1I-Substitution (a) bzw. ohne Substitution (b = Kontrollgruppe).
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Die AT IlI-Hemmaktivititen im Plasma der drei liberlebenden Kontrollpatien-
ten stieg von ca. 60% der Norm auf etwa 80% innerhalb von drei Tagen an und
verblieb auf diesem Niveau iiber den weiteren Beobachtungsverlauf. Bei den
elf versterbenden Sepsispatienten bewegten sich die AT IlI-Hemmaktivitdten
nur selten iiber 60% der Plasmanorm (Abbildung 2).

Interessanterweise normalisierte sich unter der AT IlI-Therapie der Plasma-
spiegel von Prothrombin bei den iiberlebenden Patienten sehr rasch, wihrend
dies bei den Versterbenden bis zum 14. Beobachtungstag nicht der Fall war
(Abbildung 3a). Der spitere Anstieg in dieser Gruppe war auf die klinisch
indizierte Gabe von Prothrombinkonzentraten und Blutkonserven bei einigen
Patienten zuriickzufiihren. Letzteres traf auch auf die Gruppe der versterben-
den Kontrollpatienten zu (Abbildung 3b). Eine Normalisierung des Prothrom-
bingehaltes war im dibrigen bis zum 17. Beobachtungstag weder bei den ver-
sterbenden noch bei den iiberlebenden Kontrollpatienten nachzuweisen.
Uberlebende Patienten aus der Substitutionsgruppe (Abbildung 4a) zeigten
ebenso wie diejenigen aus der Kontrollgruppe (Abbildung 4b) nach einer
anfinglich hohen Freisetzung der PMN-Elastase in die Zirkulation einen
raschen Abfall der Plasmaspiegel dieser Phagozytenproteinase als deutlichen
Hinweis auf die sich bessernde klinische Situation. Anhaltend hohe Elastase-
werte erwiesen sich — wie in der Literatur mehrfach beschrieben (Ubersicht in
31) — als klares Indiz von fortbestehenden Organkomplikationen. Im Gegen-
satz zur Arbeitsgruppe SEITZ und EGBRING (28), die nur eine Reduktion der
Elastasefreisetzung unter einer erfolgreichen AT III-Substitution beobachtete,
konnten wir auch bei den versterbenden mit AT III therapierten Patienten wéh-
rend der ersten 14 Tage nach Diagnose der Sepsis eindeutig, wenn auch nicht
signifikant, niedrigere zirkulierende Elastasekonzentrationen als bei den Ver-
sterbenden aus der Kontrollgruppe feststellen. Dies 1aBt darauf schlieBen, daf
moglicherweise durch AT III hemmbare Gerinnungsproteinasen (FXIla, Plas-
makallikrein, Thrombin) an der Aktivierung von PMN-Granulozyten wihrend
schwerer Entziindungsprozesse beteiligt sind. Eine AT III-Substitution auf ca.
110% scheint allerdings noch nicht ausreichend gewesen zu sein um die ver-
mutlich iiber Gerinnungsproteinasen induzierte Elastasefreisetzung vollkom-
men zu unterdriicken.

Resiimee

Aufgrund unserer bisherigen Untersuchungen scheinen die Aktivierung der
Gerinnung und die dadurch bedingten diversen Folgereaktionen (u.a. die Frei-
setzung destruktiver Granulozytenprodukte) in der friithen Phase eines septi-
schen Entziindungsprozesses durch das Anhcben des AT III-Plasmaspiegels
auf mindestens 140% der Norm positiv becinflufibar zu sein. So konnte unter
dieser relativ hochdosierten Inhibitortherapie in einer kontrollierten Pilotstudie
die Letalitdt von 78% auf 58% gesenkt werden. Adverse Reaktionen wie etwa
erhohte Blutungsrisiken waren nicht festzustellen.
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Auch bei einer kiirzlich veroffentlichen kontrollierten Studie an 25 Sepsispati-
enten traten unter einer hochdosierten viertdgigen AT III-Applikation (mittlere
Plasmaspiegel: 175% der Norm) keine vermehrten Blutungsneigungen oder
andere nachteilige Nebenwirkungen auf (30). In dieser Studie konnte die Leta-
litat von 68% auf 46% gesenkt werden.

Da im Gegensatz zu septischen Patienten bei polytraumatisierten Patienten ins-
besondere in der Primdrphase (1.-4. Tag) des traumatisch-hdmorrhagischen
Schocks neben AT III auch o PI nicht in ausreichender Menge zur Inhibition
aktivierter humoraler bzw. aus Entziindungszellen freigesetzter Proteinasen zur
Verfiigung steht, erwarten wir uns kiinftig von einer hochdosierten Kombinati-
onstherapie mit beiden Inhibitoren eine deutliche Reduktion der Hiufigkeit
von (multiplen) Organversagen, fiir deren Aufreten offensichtlich Proteolyse-
induzierte Pathomechanismen mitverantwortlich sind. Erste positive synergi-
stische Effekte einer solchen Kombinationstherapie konnten bereits in Tierex-
perimenten evaluiert werden (19).
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