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33. Neue Erkenntnisse zur Pathobiochemie der Sepsis nach
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Leukocyte-Elastase: A Cause of Pathobiochemical Alterations in
Septicemia after Abdominal Surgery
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Die hohe Letalitdt der Sepsis nach abdominal-chirurgischen Ein-
griffen ist zum groBen Teil durch pathobiochemische Ver&dnderun-
gen der Zirkulation, wie disseminierte intravasale Gerinnung,
Komplementverbrauch und Verminderung anderer Plasmaproteine be-
dingt. Bisher wurden diese Verdnderungen auf die endotoxinbedingte
Freisetzung spezifischer Enzyme, wie Thrombokinase oder Plasmi-
nogenaktivator zurlickgefiihrt. In letzter Zeit gibt es Hinweise
dafir, daB leukocytdre Enzyme, speziell die Leukocyten-Elastase,
durch direkte Proteolyse einen erheblichen Anteil an der Vermin-
derung der Plasmaproteine haben (1). Die Aufkldrung dieser Frage
lieBe bedeutende Fortschritte in der Therapie der Sepsis nach
Operationen erwarten. Bisher gelang es nur vereinzelt, bei Patien-
ten wdhrend einer Sepsis mittels aufwendiger Methoden erhdhte
Elastase-Konzentrationen nachzuweisen (2). Mit einem neu ent-
wickelten Enzym~-Immuno-Assay (3) wurden in der vorliegendeh Ar-
beit folgende Fragen untersucht:

a) Wie hoch sind die Elastase-Konzentrationen im Patientenplasma
vor der Operation und im Verlauf nach abdominal-chirurgischen
Eingriffen?

b) Wie verhalten sich die Elastase-Konzentrationen bei Auftreten
einer Sepsis und bei unterschiedlichem Sepsisverlauf?

c) Besteht eine Korrelation zwischen der Elastase-Konzentration
wdhrend der Sepsis und den bekannten pathobiochemischen Ver-
dnderungen wichtiger Parameter?

Material und Methodik

Von insgesamt 120 Patienten, die wdhrend eines Jahres vor und
nach Abdominaleingriffen von mindestens 120 min Dauer untersucht

wurden, erfiillten 30 postoperativ folgende prospektiv festgelegte
Sepsiskriterien:
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. Eindeutiger klinischer Sepsisherd mit Erregernachweis.
Temperaturanstieg iiber 38,5°C.

. Leukozytose liber 15000/ul bzw. Leukowenie unter 5000/ul.

. Thrombopenie unter 100000/ul bzw. Thrombozytenabfall > 30%.
. Positiver Erregernachweis im Blut.

Vb wh =

14 Patienten liberlebten die Sepsis, sie wurden der Gruppe B zu-
geordnet. 16 Patienten, die an den Folgen der Infektion verstar-
ben, wurden in Gruppe C zusammengefaBft. Weitere 11 Patienten,

die keine lokalen oder allgemeinen Infektionszeichen aufwiesen,
wurden als Kontrollgruppe A den beiden anderen Gruppen dgegeniiber-
gestellt.

Tabelle 1. Vergleich klinischer Parameter in den untersuchten Pa-
tientengruppen

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

Alter (Jahre, X + si) 47,5 + 4,8 53,5 + 4,7 61,9 + 2,9
Malignitat (%) 55 29 44
Sepsisherd (%)

Peritonitis ——— 79 75

Pneumonie ——— 14 37

Phlegmone -——— 7 6
Keimnachweis (%)

gramnegativ 36 57 94

grampositiv 36 71 69

Anaerobier ———— 36 6

Pilze ———— 21 75
Sepsisbeginn (Tage n.Op.) ——— 1,9 + 0,6 8,9 + 2,9
Septischer Schock (%) -———- ——— 56
Verlauf (Tage)

Entlassung n.Op. 14,9 + 1,2

Uberwinden d. Sepsis 13,7 + 3,7

Tod nach Sepsisbeg. 23,8 + 6,0
Die Blutentnahmen erfolgten 12 Std vor der Operation (Op.), 12

Std nach der Op. und weiterhin in 12-stlindigen Abstdnden bis zur
Entlassung (Gruppe A), bis zum Abklingen aller Infektionszeichen
(Gruppe B) oder bis zum Tod an Folgen der Infektion (Gruppe C).
Neben den o.g. klinischen Parametern wurden folgende Untersuchun-
gen durchgefiihrt: Leukocytenzahl, Thrombocytenzahl; C-reaktives
Protein (CRP), ag-Antichymotrypsin (a4-AC) mittels radialer Im-
mundiffusion; aj-Makroglobulin (a,-M), aq-Antitrypsin (o -AT),
ap-Antiplasmin (a,-AP), C 1-Inaktivator 1C 1-INH), Antithrombin
IITI (AT III) mittels chromogenem Substrat; Faktor XIII mittels
Schnelltest (biologische Aktivitdt) und der Elastase-a,-Anti-
trypsinkomplex (E-aqAT) mittels Enzym-Immuno-Assay (EIA).

EIA zur Bestimmung der E-ajAT-Konzentrationen im Citratblut: Da
in den Kreislauf liberierte Leukocytenelastase nicht mehr in
freier Form, sondern zu 90% im Komplex mit ihrem wichtigsten In-
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hibitor als E-0aqAT nachzuweisen ist, muBte das Patientenplasma
zundchst mit einem Festphasen-gebundenen Antikdrper gegen ge-
reinigte menschliche Elastase inkubiert und nach Auswaschung mit
einem Anti-human-o{AT-AntikOrver, der mit alkalischer Phosphatase
markiert wurde, zur Reaktion gebracht werden. Die Aktivitdt der
alkalischen Phosphatase gegen p-Nitrophenylphosphat wurde im
Photometer bei 404 nm gemessen. Der Normalwert wurde an 114 ge-
sunden Probanden mit 83,8 + 24,2 ng/ml bestimmt.

Ergebnisse

1. Es wurden 3, im Sinne der Fragestellung homogene, Patienten-
gruppen nach abdominal-chirurgischen Operationen untersucht:
Gruppe A: Keine Infektionszeichen im n.op. Verlauf, Entlassung
nach 14,9 + 1,2 Tagen. Gruppe B: Sepsisbeginn nach 1,9 + 0,6 Ta-
gen, Dauer der Infektionszeichen 13,7 + 3,7 Tage. Gruppe C: Sep-

sisbeginn 8,9 + 2,9 Tage n.op., Tod an_Folgen der Infektion nach
23,8 + 6 Tagen (Tabelle 1 und 2).

2. Alleine das operative Trauma bewirkte bei ordoverativ infek-
tionsfreien Patienten (Gr. A und B) einen Anstieg der Elastase-
Konzentrationen von normalen Ausgangswerten auf 208,8 + 25,6 in
Gruppe A bzw. 258,9 + 25,9 ng/ml in Gruppe B. In Gruppe C, in

der 6 Patienten wegen eitriger Peritonitis operiert wurden, wurden
erheblich hdhere prdoperative Werte (im Mittel 347,3 + 46,6 ng/ml)
gemessen, die unmittelbar p.op. keine wesentliche Ver&dnderung
zeigten (328,5 + 26,5 ng/ml) (Abb. 1).

-X NW =60 -110 -
woim|  _ETXAT ) m-A
¥ +ex = =
1000} (xtsx) BH=8B
L c
500 -
: =N =
100 l 1 — = el
vor Op. nach Op. Verlauf Beginn Verlauf EGT
nach Op. d. Sepsis
A:B n.s. n.s. p <0.0005 - p < 0.0025 n.s.
A:C p <0.025 p<0.01 p <0.0005 - p <0.0005 p< 0012
B:C p <0.025 n.s. p <0.0125 n.s. P <0.0005 p < 0.0125

Abb. 1. Leukocyten—-Elastase-cj-Antitrypsin (E-ajAT) Konzentration in den Pa-
tientengruppen A, B und C. NW = Normalwert 60 — 120 ng/ml. E = Tag der Entlas-
sung fiir Patienten Gruppe A; G = Tag der Uberwindung der Infektion Patienten
Gruppe B; T = Tag des Todes an Folgen der Infektion Patienten Gruppe C



Tabelle 2. Sepsisparameter und Plasmaproteine

mit signifikanter Anderung bei Auftreten einer

Sepsis
Vor Op. Nach Op. Verlauf Beginn Verlauf E/G/T
nach Op. der Sepsis | der Sepsis
Temperatur Gr. A | 37,3+0,17 | 37,6+0,14 | 37,6+0,05 37,140, 11
(°c) Gr. B | 37,340,26 | 38,1+0,24 | 38,3+0,17 | 39,3+0,17 |38,2+0,07 | 37,2+40,09
Gr. C | 37,6+0,36 | 38,2+0,23 | 37,9+0,11 | 39,1+0,18 |38,3+0,28 | 38,1+0,34
Leukocyten Gr. A 9,8+1,3 11,1+0,99 10,5+1,0 8,9+0,5
(x103/u1) Gr. B| 9,641,2 | 10,5+0,7 14,442,0 | 11,6+0,5 8,3+0,7
Gr. C | 11,6+2,6 10,4+1,5 11,3+0,8 15,0+2,0 17,7+0,7 19,8+2,4
Thrombocyten  Gr. A | 202+22 171419 194+8 292+46
(x103/u1) Gr. B | 201+51 129415 102415 171+9,5 275+38
Gr. C | 166+29 116+20 196+15 125423 93+6,6 112422
CRP Gr. A | 1,8+0,9 2,9+1,1 6,1+0,7 2,4+0,6
(mg/d1) Gr. B | 2,8+1,7 6,7+1,9 | 14,9+¢1,6 | 15,1+1,4 9,7+0,7 2,5+0,6
Gr. C | 4,5+2,1 6,3+1,5 12,141,5 15,142,6 9,9+0,7 8,8+1,4
ap-M Gr. A 100 88,3+3,3 85,6+2, 1 97,0+4,7
(ieiéggfgangs‘ Gr. B 100 63,346,7 58,3+6,7 50,0+5,0 56,2+1,5 74,7+6,2
Gr. C 100 76,6+3,0 69,7+1,3 62,8+4,8 66,3+1,7 66,3+6,3
AT III Gr. A [97,147,6 83,8+5,4 83,8+1,9 103,8+6,7
(¢ d. Norm) Gr. B | 84,3+10,2 | 64,9+9,2 53,6+9,4 50,4+4,4 62,4+2,1 93,0+8,3
Gr. C | 81,1+14,3 | 77,6+7,6 66,7+3,8 | 50,4+5,1 52,1+2,5 45,8+6,2
F XIII Gr. A | 71,9+3,1 43,7+6,2 44,441,2 65,6+10,7
(8 d. Norm) Gr. B|68,0+6,5 | 53,2+45,9 | 45,0+43,8 | 37,5+8,8 |40,6+3,1 | 88,6+8,1
Gr. C | 70,0+13,3 | 62,5+7,2 49,7+2,0 | 46,8+5,9 29,9+4,3 28,1+10,6

Ll
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3. Mit der Erfiillung der Sepsiskriterien wurden die h&chsten
Elastase-Konzentrationen gemessen: Im Mittel in Gruppe B 649,9 +
116,3, der Maximalwert betrug 2400 ng/ml, in Gruppe C 985,0 +
154,6 ng/ml, hier lag der Maximalwert bei 2200 ng/ml.

4. Entsprechend dem unterschiedlichen Sepsisverlauf war der Rick-
gang der Infektion an den Elastase-Konzentrationen sichtbar: In
Gruppe B lagen sie im Mittel bei 226,171 + 35,1, d.h. im Bereich

der postoperativ bestimmten Werte. Der Fortbestand der Infektion
bei Patienten der Gruppe C kam in den signifikant hSheren Werten
klar zum Ausdruck, der Mittelwert betrug hier 517,6 + 41,6 ng/ml.
Zum Zeitpunkt der letzten Messung zeigten die Gruppen A und B Nor-
malwerte,die Gruppe C bei anhaltender Infektion dagegen weiterhin
eine Steigerung auf das Flinffache der Norm.

5. Eine gute Korrelation zur Erhthung der Elastase wdhrend der
Sepsis bestand mit dem Akut-Phase-Protein CRP (Tabelle 2). Die

biologische Aktivitdt von F XIII, AT III und 0p-M waren signifi-
kant erniedrigt.

Zusammenfassung und SchluBfolgerung

Mit einem neu entwickelten EIA konnte erstmals gezeigt werden,
daB Leukocyten-Elastase im Patientenplasma nach Operationen um
mehr .als das Doppelte ansteigt. Bei Auftreten einer Sepsis kommt
es zu einem weiteren erheblichen Anstieg bis {iber das Zwanzig-
fache der Norm. Die Korrelation zur Verminderung wichtiger Plas-
maproteine erhdrtet den bisher nur indirekt gezeigten pathogene-
tischen Mechanismus der Leukocyten-Elastase in der Sepsis. Die

Entwicklung von am Patienten anwendbaren Inhibitoren ist damit
dringend erforderlich.

Summary

Using a newly developed, very sensitive, enzyme-linked immuno-
assay, we observed an increase in plasma levels of leukocyte-
elastase inhibitor complex after major abdominal surgery up to
three times of normal value in patients without preoperative in-
fections and up to 10-20 times in patients suffering from septi-
cemia. The correlation between increase of elastase and dimini-
shed acitvity of AT III, F XIII and op-macroglobulin shows the

necessity of developing an effective inhibitor of leukocyte elas-
tase.
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