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//. Schock 

10. Erste Erfahrungen mit einem klonierten Hemmstoff fur 
lysosomale Ekstase und Cathepsin G, dem sog. Eqlin 
des Medizinischen Blutegels, beim septischen Schock 
des Schweines 

Preliminary Experiments with an Inhibitor of Lysosomal 
Elastase and Cathepsin G ("Eglin"from the Leech) During 
Septicemia in Pigs 
M. Jochum1, H.F.Welter2, H.Wiesinger3, Μ.Siebeck2, O.Thettei^und Η.Fritz1 

''Abteilung für K l i n . Chemie und K l i n . Biochemie i n der C h i r u r g i 
schen K l i n i k I n n e n s t a d t der Universität München ( L e i t e r : P r o f . 
Dr. H. F r i t z ) 

C h i r u r g i s c h e K l i n i k I n n e n s t a d t und C h i r u r g i s c h e P o l i k l i n i k der 
Universität München ( D i r e k t o r : P r o f . Dr. L. Schweiberer) 

^ P a t h o l . I n s t i t u t der Universität München ( V o r s t a n d : P r o f . Dr. 
M. Eder) 

E g l i n (MG 8100) wurde ursprünglich neben dem H i r u d i n (Thrombin-
hemmstoff) und den B d e l l i n e n ( T r y p s i n / P l a s m i n - I n h i b i t o r e n ) aus 
dem B l u t e g e l (Hirudo m e d i c i n a l i s ) i s o l i e r t . Es b e s i t z t e i n e hohe 
i n h i b i t o r i s c h e Aktivität gegenüber Chymotrypsin, dem B a k t e r i e n 
enzym S u b t i l i s i n und den G r a n u l o c y t e n (PMN)-Proteinasen E l a s t a s e 
und K a t h e p s i n G [2) . Da der PMN E l a s t a s e e i n e e s s e n t i e l l e p a t h o 
g e n e t i s c h e R o l l e b e i der A u s b i l d u n g des Lungenversagens zukommen 
dürfte (J_) , war es Z i e l d i e s e r S t u d i e , e r s t e E rfahrungen über 
e i n e i n v i v o - W i r k s a m k e i t ( e x p e r i m e n t e l l e Sepsis) des E l a s t a s e -
Hemmstoffs E g l m zu gewinnen. Dies wurde durch d i e kürzlich ge
lungene g e n t e c h n o l o g i s c h e H e r s t e l l u n g (.3) des I n h i b i t o r s ermög
l i c h t . 

V e r s u c h s t i e r e und Methodik 

Die Untersuchungen wurden an 45 Läuferschweinen m i t einem Gewicht 
von 16,5-2 3 kg durchgeführt. G r u p p e n e i n t e i l u n g , B a k t e r i e n d o s i e 
r u n g und I n f u s i o n s s c h e m a t a s i n d i n T a b e l l e 1 wiedergegeben. 

Die Bestimmungen der biochemischen, hämatologischen, hämodyna-
mischen und h i s t o l o g i s c h e n Parameter e r f o l g t e n wie i n der S t u d i e 
von WELTER e t a l . (4) . 

Ergebnisse 

M i t Ausnahme je e i n e s T i e r e s , das nach 30 h getötet wurde, b e t r u 
gen d i e Überlebenszeiten i n den Bacteriämiegruppen 2 und 3 
7,2 + 3,0 h bzv. 5,3 + 1,5 h. 
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T a b e l l e 1. G r u p p e n e i n t e i l u n g , B a k t e r i e n - und Eg 1 i n d o s i e r u n g 
sowie Überlebenszeit b e i e x p e r i m e n t e l l e r Bacteriämie des Schwei
nes 

Gruppe 

Nr. η 

B a k t e r i e n d o s i s a ' 
E. c o l i 

I n h i b i t o r m e n g e 1 3 ) 
i n 50 ml phys. 
NaCl/h 

Überle
b e n s z e i t 
h 

1 (K) 10 - - 30 

2 (B) 8 3 χ 10 9 - 7,2 + 3,0 

3 (B) 9 3 χ 10^0 - 5,3 + 1,5 

4 (EK) 5 - 3,85 mg/kg χ h 
( E g l i n c; Charge I ) 

30 (4x) ; 
6,5 (1x) 

5 (ET) 5 3 χ 10 9 3,85 mg/kg χ h 
( E g l i n c; Charge I ) 

19,1 + 9,6 

6 (ET) 2 3 χ 10 9 4,5 5 mg/kg χ h 
( E g l i n b) 

30 ( 1 x ) ; 
4,5 (1x) 

7 (ET) 6 3 χ 10™ 3,85 mg/kg χ h 
( E g l i n c; Charge I I ) 

30 ( 4 x ) ; 
15,2 ( 1 x ) ; 
16,1 (1x) 

a) Die angegebene Bakterienmenge wurde i n 24 ml phys. Kochsalz
lösung über 2 h i . v . i n f u n d i e r t . Die T i e r e der Gruppen 1 und 
4 e r h i e l t e n nur phys. Kochsalzlösung 

b) Die angegebene I n h i b i t o r m e n g e wurde über 4 h i . v . i n f u n d i e r t . 
Die T i e r e der Gruppen 1-3 e r h i e l t e n e i n e entsprechende Menge 
phys. Kochsalzlösung 

Κ = K o n t r o l l g r u p p e ; Β = Bacteriämiegruppe; EK - E g l i n - K o n t r o l l -
gruppe; ET = E g l i n - T h e r a p i e g r u p p e 

Da d i e e r s t e g e n t e c h n o l o g i s c h h e r g e s t e l l t e Eglin-Charge I noch 
g e r i n g g r a d i g e n d o t o x i n h a l t i g war, d i e n t e n d i e Versuche der 
Gruppe 4 ( E g l i n - K o n t r o l l e ) sowie d i e der Gruppe 5 ( T h e r a p i e g r u p 
pe) l e d i g l i c h zur E r m i t t l u n g der P h a r m a c o k i n e t i k . M i t Ausnahme 
e i n e s T i e r e s , das nach 6,5 h s t a r b , waren jedoch sämtliche 
Schweine d i e s e r Gruppe k r e i s l a u f s t a b i l und wiesen weder b i o c h e 
misch, hämatologisch oder hämodynamisch B e s o n d e r h e i t e n a u f . Das 
nach 6,5 h v e r s t o r b e n e V e r s u c h s t i e r h a t t e k u r z v or dem E x i t u s 
b e r e i t s 96,3 % des über 4 h i n f u n d i e r t e n E g l i n s ausgeschieden. 
I n den übrigen Versuchen l a g d i e Ausscheidungsquote zu diesem 
Z e i t p u n k t zwischen 59 und 84 %. 

Obwohl d i e T i e r e der Gruppe 5 e i n e der Gruppe 2 v e r g l e i c h b a r e 
Bakterienmenge e r h i e l t e n , wurde s e l b s t b e i Verwendung des endo-
t o x i n h a l t i g e n E g l i n c e i n e s i g n i f i k a n t verlängerte m i t t l e r e 
Überlebenszeit von 19,1 h b e o b a c h t e t . E i n V e r s u c h s t i e r der Gruppe 
5 v e r s t a r b b e r e i t s nach 6,5 h. Aufgrund e i n e r ausgeprägten N i e 
r e n i n s u f f i z i e n z l a g h i e r d i e Au s s c h e i d u n g s r a t e b e i nur 17 % des 
v e r a b r e i c h t e n E g l i n s . 
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Nach Gabe des aus dem B l u t e g e l i s o l i e r t e n E g l i n b (Gruppe 6; 
Th e r a p i e g r u p p e ) z e i g t e s i c h e i n i n den Gruppen 4 und 5 v e r g l e i c h 
b a r e r V e r l a u f der Plasma- und U r i n s p i e g e l des E g l i n s . Während 
e i n V e r s u c h s t i e r nach 36 h b e i i n t a k t e n K r e i s l a u f V e r h ä l t n i s s e n 
getötet wurde, s t a r b das m i t 16,5 kg l e i c h t e s t e z w e i t e Schwein 
d i e s e r Gruppe nach 4,5 h, wobei k a r d i o t o x i s c h e Bacteriämie-
E f f e k t e im Vordergrund standen. 

Das i n der Gruppe 7 (Therapiegruppe; Eglin-Charge I I ) e i n g e s e t z t e 
E g l i n c war (nach L i m u l u s - und P y r o g e n t e s t ) e n d o t o x i n f r e i . Je e i n 
T i e r v e r s t a r b nach 15,2 und 16,1 h, v i e r w e i t e r e wurden nach 30 h 
getötet. I n den beiden e r s t g e n a n n t e n Versuchen bestand b i s u n m i t 
t e l b a r präfinal e i n i n t a k t e r K r e i s l a u f m i t normalen Druck- und 
HZV-Verhältnissen. Die Uri n a u s s c h e i d u n g s i s t i e r t e i n 5 von 6 Ver
suchen zwischen der 2. und 6. Stunde, nahm anschließend b i s zur 
10. Stunde j e d o c h passager wi e d e r zu. 

Während i n den Bacteriämiegruppen 2 und 3 d e u t l i c h e b i s hochgra
d i g e i n t e r s t i t i e l l e Lungenödeme und Zeichen der DIC zu beobachten 
waren, t r a t e n d i e s e Veränderungen u n t e r Eglin-Gabe (Gruppe 5-7) 
a u f f a l l e n d schwächer ausgeprägt a u f . G e r i n g g r a d i g e Ödeme e n t s t a n 
den j e d o c h auch u n t e r Verwendung des e n d o t o x i n h a l t i g e n E g l i n s 
(Gruppe 4; E g l i n - K o n t r o l l e ) . 

D i s k u s s i o n 

Die e r s t e verfügbare Charge e i n e s g e n t e c h n o l o g i s c h h e r g e s t e l l t e n 
E g l i n c wurde primär zum Studium der P h a r m a k o k i n e t i k herangezo
gen, da s i e g e r i n g e Endotoxinmengen e n t h i e l t . Die g e n t e c h n o l o g i 
sche P r o d u k t i o n e r f o l g t durch E i n s c h l e u s u n g e i n e r rekombinanten 
DNA des E g l i n s i n Plasmide von B a k t e r i e n (E. c o l i ) . B e i der an
schließenden I s o l i e r u n g des durch d i e B a k t e r i e n p r o d u z i e r t e n 
Hemmstoffs konnten o f f e n s i c h t l i c h n i c h t a l l e B a k t e r i e n e n d o t o x i n e 
e n t f e r n t werden. M i t Ausnahme e i n e s T e m p e r a t u r a n s t i e g s war l e 
d i g l i c h noch e i n e g e r i n g g r a d i g e Leukopenie, wie s i e n o r m a l e r 
weise stärker ausgeprägt nach E n d o t o x i n - oder B a k t e r i e n i n f u s i o n e n 
im gewählten M o d e l l a u f t r i t t , zu beobachten. 

Die rasche E l i m i n a t i o n von E g l i n v e r d e u t l i c h t , daß b e i i n t a k t e r 
N i e r e n f u n k t i o n k e i n e A c c u m u l a t i o n d i e s e s I n h i b i t o r s i n B l u t oder 
Gewebe zu e r w a r t e n i s t . G l e i c h z e i t i g dürfte ver m e h r t ausge
schüttete PMN E l a s t a s e , im Komplex an E g l i n gebunden, r a s c h r e 
n a l e l i m i n i e r t werden. 

Die s i g n i f i k a n t e Verlängerung der Überlebenszeit i n Gruppe 5 
(Therapiegruppe) v e r d e u t l i c h t den t h e r a p e u t i s c h e n E f f e k t t r o t z 
E n d o t o x i n g e h a l t s der Charge. 

V i e l v e r s p r e c h e n d e e r s t e Beobachtungen, d i e e i n e t h e r a p e u t i s c h e 
Wirksamkeit des E g l i n s w a h r s c h e i n l i c h machten, veranlaßten e r s t e 
Versuche m i t der zunächst nur i n g e r i n g e n Mengen verfügbaren 
Charge I I durchzuführen. Unte r Verwendung d i e s e s k l o n i e r t e n , en
d o t o x i n f r e i e n E g l i n s überlebten s e l b s t b e i h o c h d o s i e r t e r Gabe von 
3 χ 1010 E. c o l i d i e T i e r e mindestens 15 Versuchsstunden; d i e s e 
Bakterienmenge führte b e i unbehandelten Schweinen im M i t t e l nach 
5 , 3 h zum Tode. 
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T r o t z s t a b i l e r KreislaufVerhältnisse t r a t jedoch i n 5 von 6 Fäl
l e n e i n e o f f e n s i c h t l i c h Bacteriämie-bedingte N i e r e n i n s u f f i z i e n z 
a u f , d i e durch E g l i n - T h e r a p i e n i c h t v e r h i n d e r t wurde. 

Im Gegensatz zu den Beobachtungen b e i n i c h t b e h a n d e l t e n B a c t e r i -
ämietieren f i e l e n u n t e r E g l i n - T h e r a p i e d i e K o n z e n t r a t i o n e n der 
Plasmaprotein-Hemmstoffe A n t i t h r o m b i n I I I (AT I I I ) und 0 1 2-Makro-
g l o b u l i n ( a 2 M ) nur geringfügig oder gar n i c h t ab. Die f i b r i n s t a 
b i l i s i e r e n d e Aktivität des F a k t o r s X I I I - e i n e s sehr e m p f i n d 
l i c h e n S u b s t r a t e s für PMN E l a s t a s e - sank zwar während der e r s t e n 
Stunde der Bacteriämie auf ca. 40 % des Ausgangswertes, z e i g t e 
jedoch i n der w e i t e r e n Beobachtungsphase e i n e d e u t l i c h e Norma
l i s i e r u n g s t e n d e n z , d i e b e i den n i c h t t h e r a p i e r t e n Bacteriämie-
schweinen n i c h t erkennbar war. Diese b i s h e r i g e n Befunde weisen 
auf e i n e V e r r i n g e r u n g der extracellulären u n s p e z i f i s c h e n P r o t e o 
l y s e h i n . Sie zeigen jedoch auch, daß erwartungsgemäß n i c h t a l l e 
Organschäden i n der Sepsis durch d i e s e n t h e r a p e u t i s c h e n Ansatz 
zu beheben s i n d . Neben der Verwendung von P r o t e i n a s e - I n h i b i t o r e n 
i s t daher im k l i n i s c h e n A l l t a g e i n e i n t e n s i v m e d i z i n i s c h e Behand
l u n g m i t Catecholaminen und e i n e g e e i g n e t e R e s p i r a t o r t h e r a p i e 
unerläßlich. Entsprechende t h e r a p e u t i s c h e Kombinationsversuche 
s i n d vorgesehen. 

Zusammenfassung 

E r s t e Versuche m i t g e n t e c h n o l o g i s c h h e r g e s t e l l t e m E g l i n , einem 
p o t e n t e n I n h i b i t o r für lysosomale PMN E l a s t a s e und Ca t h e p s i n G, 
zei g e n e i n e n ausgeprägten t h e r a p e u t i s c h e n E f f e k t bezüglich v e r 
längerter Überlebenszeit, g e r i n g e r e r Lungenschädigung und v e r m i n 
dertem Verbrauch von Pl a s m a p r o t e i n e n (AT I I I , c^M) im V e r g l e i c h 
zu n i c h t t h e r a p i e r t e n Bacteriämietieren. B e i i n t a k t e r N i e r e n 
f u n k t i o n w i r d E g l i n i n n e r h a l b von 12 h zu 75-95 % im U r i n ausge
schieden. Die A c c u m u l a t i o n im Plasma b e i N i e r e n i n s u f f i z i e n z v e r 
d e u t l i c h t d i e überwiegend r e n a l e Ausscheidung d i e s e s I n h i b i t o r s . 

Summary 

P r e l i m i n a r y e x p e riments u s i n g g e n e t i c a l l y e n g i n e e r e d e g l i n c, 
a p o t e n t i n h i b i t o r o f lysosomal PMN e l a s t a s e and c a t h e p s i n G, 
have demonstrated a s i g n i f i c a n t t h e r a p e u t i c e f f e c t seen i n p r o 
longed s u r v i v a l , reduced pulmonary damage, and decreased con
sumption o f plasma p r o t e i n s (AT I I I , c^M) compared w i t h u n t r e a t e d 
b a c t e r i e m i c a n i m a l s . Between 75 % and 95 % o f e g l i n was e x c r e t e d 
i n t h e u r i n e w i t h i n 12 h i n t h e presence o f normal k i d n e y f u n c 
t i o n . I n an i m a l s w i t h r e n a l i n s u f f i c i e n c y t h e r e was s i g n i f i c a n t 
a c c u m u l a t i o n o f e g l i n i n t h e c i r c u l a t i o n , i n d i c a t i n g t h e p r i m a 
r i l y r e n a l e x c r e t i o n o f t h i s i n h i b i t o r . 
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