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40. Verminderte in vitro Freisetzung von Elastase aus Granulocyten 
bei Sepsis nach abdominal-chirurgischen Operationen 

Diminished In Vitro Release of Granulocytic Elastase in Septicemia 
After Major Surgery 

1 2 2 ο 

Κ. Η. Duswald, Μ. Jochum, Η. Fritz und L. Schweiberer 
1 C h i r u r g i s c h e K l i n i k u n d P o l i k l i n i k I n n e n s t a d t d e r L u d w i g - M a x i 
milians-Universität München ( D i r e k t o r : P r o f . Dr. med. L. S c h w e i 
b e r e r ) 

2 I n s t i t u t für K l i n i s c h e Chemie und K l i n i s c h e B i o c h e m i e i n d e r 
C h i r u r g i s c h e n K l i n i k I n n e n s t a d t ( L e i t e r : P r o f . Dr. r e r . n a t . H. 
F r i t z ) 

Intraleukocytäre Enzyme s i n d für d i e Abtötung u n d d e n Abbau e n d o -
t o x i n t r a g e n d e r B a k t e r i e n i n n e r h a l b d e r p h a g o c y t i e r e n d e n Z e l l e n 
v o n a u s s c h l a g g e b e n d e r B e d e u t u n g (J_) · D i e s e Enzyme w e r d e n a b e r s o 
w o h l d u r c h E n d o t o x i n , w i e a u c h während g e s t e i g e r t e r P h a g o c y t o s e -
aktivität, aus d e n p o l y m o r p h k e r n i g e n G r a n u l o c y t e n (PMN) i n d i e 
B l u t b a h n f r e i g e s e t z t ( 2 ) u n d verstärken a u f d i e s e W e i s e d i e o f t 
m a l s l e b e n s b e d r o h l i c h e n p a t h o b i o c h e m i s c h e n R e a k t i o n e n während 
e i n e r S e p s i s . Am B e i s p i e l d e r P M N - E l a s t a s e (E) k o n n t e n w i r v o r 
k u r z e m z e i g e n (̂ 3) , daß b e i A u f t r e t e n e i n e r p o s t o p e r a t i v e n S e p s i s 
d i e E n z y m k o n z e n t r a t i o n i m P a t i e n t e n p l a s m a um das 20- b i s 3 0 - f a c h e 
d e r Norm a n s t e i g t . P a r a l l e l d a z u w a r e i n e V e r m i n d e r u n g z a h l r e i 
c h e r P l a s m a p r o t e i n e w i e G e r i n n u n g s f a k t o r e n , a k u t - P h a s e - P r o t e i n e , 
P r o t e i n a s e i n h i b i t o r e n e t c . n a c h z u w e i s e n . 

I n d e r v o r l i e g e n d e n U n t e r s u c h u n g s o l l t e geprüft w e r d e n , i n w i e 
w e i t d i e s e e n d o t o x i n i n d u z i e r t e E n z y m f r e i s e t z u n g u n t e r k o n t r o l l i e r 
t e n B e d i n g u n g e n i n v i t r o r e p r o d u z i e r b a r i s t . Wäre d i e s d e r F a l l , 
d a nn müßten äquivalente Dosen v o n E n d o t o x i n aus PMN g e s u n d e r P r o 
b anden größere Mengen v o n Ε f r e i s e t z e n a l s aus Z e l l e n v o n S e p s i s 
p a t i e n t e n . K o n k r e t s t e l l t e n s i c h f o l g e n d e F r a g e n : 
1. Wie h o c h i s t d i e Ε-Konzentration i m P l a s m a g e s u n d e r P r o b a n d e n 

n a c h R e a k t i o n d e r PMN m i t E n d o t o x i n i n v i t r o ? 
2. Welche R e a k t i o n s u n t e r s c h i e d e b e s t e h e n z w i s c h e n d e n Z e l l e n g e 

s u n d e r P r o b a n d e n u n d P a t i e n t e n n a c h a b d o m i n a l - c h i r u r g i s c h e n 
O p e r a t i o n e n o h n e I n f e k t i o n s z e i c h e n bzw. m i t S e p s i s ? 

3. I s t e i n Einfluß s o g e n , m e m b r a n s t a b i l i s i e r e n d e r M e d i k a m e n t e 
a u f d i e i n v i t r o F r e i s e t z u n g v o n Ε aus PMN z u messen? 

M a t e r i a l u n d M e t h o d i k 
J e w e i l s 2θ g e s u n d e n P r o b a n d e n ( G r u p p e Α ) , 20 P a t i e n t e n n a c h Co-
Lon- o d e r R e c t u m o p e r a t i o n ohne I n f e k t i o n s z e i c h e n am 3. p o s t o p e 
r a t i v e n T ag ( G r u p p e B) u n d 20 P a t i e n t e n m i t S e p s i s n a c h g l e i c h -
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a r t i g e n O p e r a t i o n e n ( G r u p p e C) w u r d e n 18 m l V e n e n b l u t zusammen 
m i t 2 m l 3,8% N a t r i u m e i t r a t entnommen. J e d e B l u t p r o b e w u r d e s o r g 
fältig d u r c h m i s c h t , s o f o r t i n 17 g l e i c h e T e i l e a 1 m l a u f g e t e i l t 
u n d anschließend n a c h dem i n T a b e l l e 1 a n g e g e b e n e n Schema w e i 
t e r v e r a r b e i t e t . Das E n d o t o x i n w u r d e a u s E. c o l i 026 : K 6 0 ( B ) H11 
(H311 b) n a c h d e n v o n O'NEILL und TODD (_4) a n g e g e b e n e n R i c h t l i n i e n 
h e r g e s t e l l t ( P r o f . D r . R u c k d e s c h e l , Max v . P e t t e n k o f e r - I n s t i t u t 
d e r U n i v . München). A l l e I n k u b a t i o n e n w u r d e n b e i 37°C d u r c h g e 
führt. Nach Z e n t r i f u g a t i o n w u r d e d e r G e h a l t an E l a s t a s e i m C i -
t r a t p l a s m a m i t t e l s d e s früher b e s c h r i e b e n e n Enzym-Immuno-Assay 
(5) b e s t i m m t . D i e T e i l p r o b e n N r . 6 b i s 17 w u r d e n n u r m i t g e s u n d e n 
P r o b a n d e n , a l s o i n Gruppe A, u n t e r s u c h t . I n j e d e r T e i l p r o b e w u r 
de d i e A n z a h l d e r PMN m i t t e l s C o u l t e r - C o u n t e r u n d D i f f e r e n t i a l 
b l u t b i l d gemessen. A l s E r g e b n i s s e w e r d e n M i t t e l w e r t e u n d d e r 
m i t t l e r e F e h l e r des M i t t e l w e r t e s a n g e g e b e n . G e p a a r t e M i t t e l w e r t 
v e r g l e i c h e e r f o l g t e n m i t dem S t u d e n t - t - T e s t . 

E r g e b n i s s e 

1. D i e m i t t l e r e A n z a h l d e r PMN/pl b e t r u g i n G r u p p e A 7420+ 437, 
i n Gruppe Β 12430+843 u n d i n G r u p p e C 2 0 6 9 2 + 1 3 4 8 . 

2. T a b e l l e 2 z e i g t d i e E r g e b n i s s e d e r M e s s u n g e n d e r T e i l p r o b e n 
1 m i t 5 i n den 3 G r u p p e n . S o f o r t n a c h B l u t e n t n a h m e l a g d i e E-
K o n z e n t r a t i o n i m P l a s m a b e i den P r o b a n d e n i m o b e r e n Normbe
r e i c h ( 1 2 0 , 8 n g / m l ; Norm = 86,5+25,5 n g / m l ( 5 ) ) , i n Gruppe Β 
b e i 202,5 n g / m l , a l s o um das D o p p e l t e über d e r Norm, und i n 
Gruppe C um das V i e r f a c h e über d e r Norm (434 ,5 n g / m l ) . D i e s 
e n t s p r a c h d e n früher b e s c h r i e b e n e n i n v i v o Meßwerten ( 3 ) . D u r c h 
60-minütige I n c u b a t i o n ohne E n d o t o x i n s t i e g e n d i e M i t t e l w e r t e 
i n a l l e n G r u p p e n g e r i n g g r a d i g a n . 30-minütige I n c u b a t i o n m i t 
E n d o t o x i n s t e i g e r t e d i e E l a s t a s e - F r e i s e t z u n g b e i d e n P r o b a n 
d e n um das Z e h n f a c h e ( 1 0 4 4 % ) a u f 2 1 2 0 , 1 n g / m l , b e i P a t i e n t e n 
ohne I n f e k t i o n s z e i c h e n um das A c h t f a c h e ( 8 1 9 % ) a u f 2053,2 
n g / m l , b e i P a t i e n t e n m i t S e p s i s d a g e g e n n u r um d a s D r e i f a c h e 
( 3 0 9 % ) a u f 1851,1 n g / m l . D i e s e d e u t l i c h g e r i n g e r e E l a s t a s e -
F r e i s e t z u n g s r a t e d e r S e p s i s p a t i e n t e n w a r s o w o h l gegenüber d e r 
Gruppe Α (ρ < 0 , 0 0 1 ) , w i e a u c h d e r G r u p p e Β (p < 0,005) h o c h 
s i g n i f i k a n t , während s i c h d i e G r u p p e n Α u n d Β n i c h t u n t e r s c h i e 
d e n . 

3. D i e Gabe v o n A p r o t i n i n bzw. 6 - M e t h y l - P r e d n i s o l o n i n u n t e r 
s c h i e d l i c h e r D o s i e r u n g führte g e n e r e l l z u k e i n e r V e r m i n d e r u n g 
d e r e n d o t o x i n i n d u z i e r t e n E n z y m - F r e i s e t z u n g aus PMN g e s u n d e r 
P r o b a n d e n . D i e W e r t e e n t s p r a c h e n d e n e n d e r ohn e Z u s a t z m e d i 
k a t i o n gemessenen K o n z e n t r a t i o n e n . N a c h Gabe v o n 40 mg 6-M-P 
p r o m l , a l s o e i n e r u n p h y s i o l o g i s c h h o h e n D o s i s , w u r d e n s o g a r 
e x t r e m hohe Ε-Konzentrationen z w i s c h e n 5600 u n d 164000 n g / m l 
gemessen, was z u m i n d e s t i n d i e s e m S y s t e m e i n e c y t o t o x i s c h e 
W i r k u n g v e r m u t e n läßt. 

Zusammenfassung u n d Schlußfolgerung 

D i e e n d o t o x i n i n d u z i e r t e F r e i s e t z u n g intraleukocytärer Enzyme i n 
d a s P l a s m a ließ s i c h am B e i s p i e l d e r P M N - E l a s t a s e i n v i t r o n a c h 
v o l l z i e h e n . 25 y g E. c o l i E n d o t o x i n p r o m l C i t r a t b l u t führte i m 



T a b e l l e 1. V e r s u c h s a n s a t z n a c h B l u t e n t n a h m e . A u f t e i l u n g j e d e r B l u t p r o b e i n 17 T e i l e ä 1 m l . 
A = A p r o t i n i n ( T r a s y l o l ) , 6-M-P = 6 - M e t h y l - P r e d n i s o l o n ( U r b a s o n ) 

S o f o r t n a c h B l u t e n t n a h m e Nach 30 m i n n a c h 60 m i n 

1 1 m l C i t r a t b l u t + 300μ1 0,9% N a C l Z e n t r i f u g a t i o n 
2 II Z e n t r i f u g a t i o n 
3 II II 

4 « + 250μ1 0,9% N a C l 2 5 y g E n d o t o x i n i n 
50μ1 aqua d e s t . 

II 

5 II II II 

6 + 300μ1 0,9% N a C l + 100 K I E A. II 

7 II + 1000 K I E A. II 

8 II + 4000 K I E A. II 

9 II + 0,4 mg 6-M-P II 

10 II 4 mg 6-M-P II 

11 II + 40 mg 6-M-P II 

12 ·· + 250μ1 0,9% N a C l + 100 K I E A. 2 5 y g E n d o t o x i n i n 
50μ1 aqua d e s t . 

II 

13 II + 1000 K I E A. II 

1 4 II + 4000 K I E A. II II 

15 II + 0,4 mg 6-M-P II 

16 II + 4 mg 6-M-P II II 

1 7 II 40 mg 6-M-P II II 
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T a b e l l e 2. P l a s m a k o n z e n t r a t i o n e n v o n P M N - E l a s t a s e ( n g / m l ) v o r u n d 
n a c h E n d o t o x i n b e h a n d l u n g v o n C i t r a t b l u t . G ruppe A: g e s u n d e P r o b a n 
d e n , η = 20; Gruppe B: 3. Tag n a c h O p e r a t i o n ohne I n f e k t i o n , η = 
20; Gruppe C: S e p s i s n a c h O p e r a t i o n e n , η = 20 

PMN-Elastase (ng/ml) 
nach B l u t e n t n . nach N a C l - I n c u b . nach E n d o t o x i n - I n c u b . 

Gruppe A 1 2 0 , 8 + 2 1 , 9 2 0 3 , 0 + 3 1 , 5 2 1 2 0 , 1 + 3 3 4 , 7 
Gruppe Β 2 0 2 , 5 + 4 2 , 5 2 5 0 , 5 + 8 4 , 3 2 0 5 3 , 2 + 3 9 2 , 3 
Gruppe C 4 3 4 , 5 + 142 5 9 8 , 3 + 1 8 8 , 7 1 8 5 1 , 1 + 4 4 1 , 9 

bezogen a u f d i e Anza h l d e r PMNG der Gruppe A: 

Gruppe Β 1 2 0 , 9 1 4 9 , 5 1 2 2 5 , 6 
Gruppe C 1 5 5 , 8 2 1 4 , 5 6 6 3 , 7 

E x p e r i m e n t e b e n s o zu e i n e m i m M i t t e l 1 0 - f a c h e n , m a x i m a l b i s z u 
3 0 - f a c h e n A n s t i e g d e r Ε-Konzentration i m P l a s m a g e s u n d e r P r o b a n 
d e n , w i e e r früher i n v i v o b e i B e g i n n e i n e r S e p s i s i m p o s t o p e r a 
t i v e n V e r l a u f g e z e i g t w u r d e . Da m i t äquivalenten Doßen v o n Endo
t o x i n aus PMN v o n P a t i e n t e n m i t p r o t r a h i e r t e r S e p s i s n u r 1/3 d e r 
Enzymmenge g e s u n d e r P r o b a n d e n e l i m i n i e r t w u r d e , muß g e f o l g e r t 
w e r d e n , daß b e i d i e s e n P a t i e n t e n b e r e i t s e i n e r h e b l i c h e r V e r l u s t 
an intraleukocytären Enzymen e i n g e t r e t e n i s t . E i n großes O p e r a 
t i o n s t r a u m a a l l e i n e h a t t e d a g e g e n n u r e i n e g e r i n g e Abnahme d e r 
E n z y m - F r e i s e t z u n g z u r F o l g e , was d i e V e r m u t u n g stützt, daß Endo
t o x i n d i e w e s e n t l i c h e R o l l e i m P a t h o m e c h a n i s m u s d e r E l a s t a s e a u s -
schüttung s p i e l t . D i e P h a g o c y t o s e dürfte demgegenüber i n d e n H i n 
t e r g r u n d t r e t e n . 

M e m b r a n s t a b i l i s i e r e n d e Maßnahmen s c h e i n e n n a c h d i e s e m M o d e l l k e i 
n e n Einfluß a u f d i e E n z y m - F r e i s e t z u n g z u h a b e n . 

Da dem intracellulären E n z y m g e h a l t e i n e w e s e n t l i c h e R o l l e b e i 
d e r E l i m i n a t i o n d e r e n d o t o x i n t r a g e n d e n B a k t e r i e n zukommt, k a n n 
d i e s e s r e l a t i v e i n f a c h e T e s t s y s t e m a l s L e u k o c y t e n f u n k t i o n s t e s t 
V e r w e n d u n g f i n d e n . V o r a b müssen d a z u V e r g l e i c h s u n t e r s u c h u n g e n 
m i t a u f w e n d i g e r e n V e r f a h r e n z u r Prüfung d e r intracellulären Bac-
t e r i c i d i e durchgeführt w e r d e n . 

Summary 

U s i n g a p r e v i o u s l y d e s c r i b e d e n z y m e - l i n k e d i mmunoassay we f o u n d 
an i n c r e a s e i n p l a s m a l e v e l s o f PMN e l a s t a s e a f t e r E s c h e r i c h i a 
c o l i e n d o t o x i n s t i m u l a t i o n o f c i t r a t e d b l o o d i n v i t r o . The i n 
c r e a s e was more t h a n t e n f o l d c o m p a r e d t o n o r m a l v a l u e s f r o m 
b l o o d o f h e a l t h y d o n o r s w i t h o u t i n f e c t i o n s . On t h e o t h e r h a n d , 
when b l o o d f r o m p a t i e n t s w i t h p o s t o p e r a t i v e s e p t i c e m i a was u s e d , 
a s i g n i f i c a n t l y (P < 0.001) d i m i n i s h e d r e l e a s e o f PMN e l a s t a s e 
c o u l d be d e t e c t e d a f t e r s t i m u l a t i o n . The r e s u l t s i n d i c a t e a r e 
d u c e d i n t r a c e l l u l a r enzyme c o n t e n t o f PMN d u r i n g s e p t i c e m i a w h i c h 
may c a u s e an i n t r a c e l l u l a r k i l l i n g d e f e c t . I n v i t r o s t i m u l 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 may be a s i m p l e t e s t i n g s y s t e m f o r PMN 
d e f e c t 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 . 
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