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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Das akute Lungenversagen (ARDS - Acute Respiratory Distress
Syndrome) stellt eines der heute vorherrschenden Probleme der
Intensivmedizin dar. Jeder dritte bis vierte auf hunderttausend pro Jahr
erleidet diese Erkrankung, deren Letalitdt mit durchschnittlich 60 % sehr
hoch ist und deren Prognose mit zunehmender Dauer der

Ateminsuffizienz schlechter wird (171).

1967 wurde das ARDS erstmals durch Ashbaugh et al. aufgrund der
Ahnlichkeit der Symptomatik mit dem Atemnotsyndrom des Neu- und
Frihgeborenen (IRDS - Infant Respiratory Distress Syndrome) in der
medizinischen Literatur als eigenstdndiges Krankheitsbild beschrieben.
Gemald der letzten Amerikanisch-Europadischen Konsensus-Konferenz
zum Thema ARDS (1992) handelt es sich hierbei um eine beidseitige
akute Funktionsstorung der Gasaustauschstrecke der Lunge (p,O./FO; <
200 mmHg, PEEP nicht bericksichtigt), die in Abwesenheit einer
kardiogenen Verursachung nach unterschiedlichen Auslésern bei vorher
lungengesunden Patienten ohne spezielle Pradisposition auftreten kann
(185).

Auslésende Ursachen dieser unspezifischen Reaktion kdénnen unter
anderen sein: Sepsis, Polytrauma, Verbrennung und Schock als primar
extrapulmonale Faktoren sowie toxische Gase (z. B. NO, und Rauchgas),
hyperbarer Sauerstoff und Aspiration (z. B. Mageninhalt) als priméar

pulmonale Faktoren (74).



Unabhéngig von seiner Genese lasst sich der Verlauf bis zum ARDS
klinisch in vier typische kontinuierlich ineinander Ubergehende Phasen
einteilen:

Nach einer akuten Lungenschadigung, deren Zeitpunkt haufig nicht sicher
angegeben werden kann, folgt eine Latenzphase, die bis zu etwa drei
Tagen anhalten kann. Bis dahin lassen sich eine z. T. progrediente
Tachypnoe / Dyspnoe mit Normoxamie oder milder Hypoxamie und ewvtl.
Hypokapnie beobachten. Das Rontgenbild ist normal oder zeigt eine
bilaterale retikuldre Zeichnungsvermehrung (153, 162, 185).

Es folgt die Phase der manifesten respiratorischen Insuffizienz.
Zunehmende Tachypnoe / Dyspnoe, Tachykardie, Zyanose und
manchmal Bewusstseinsstérung beherrschen das Bild. Auskultatorisch
werden jetzt feuchte Rasselgerdusche gehért. Eine progrediente O,-
refraktare Hypoxamie, Normo- / Hyperkapnie zusammen mit beidseitigen
diffusen milchglasartigen Infiltraten komplettieren das Bild. Diese Phase
halt etwa eine Woche an und fuhrt schlielich in die chronische /
terminale Phase Uber (153, 162, 185).

Die Mehrzahl der Patienten ist nun beatmet. O,-refraktare Hypoxamie und
Hyperkapnie haben zugenommen. Komplikationen wie Pneumothorax und
Pneumonie, die das radiologische Bild der Lunge Uberlagern, als auch
Sepsis und Multiorganversagen konnen folgen und zum Tode fihren.
Aber auch ein chronischer Verlauf Giber mehrere Monate mit Erholung der
Lungenfunktion ist mdglich (153, 162, 185).

Pathophysiologisch kommt es unabh&ngig vom auslésenden Agens zu

einem progredienten Permeabilitats-Lungenddem:

Unter normalen Bedingungen ist der hydrostatische Druck in den

alveolaren Kapillaren hoher als im Interstitium der Alveolarsepten. Es

kommt zu einer Flussigkeitsverschiebung in den interstitiellen Raum. Die

alveolaren Kapillarendothelien sind relativ impermeabel fir Proteine, so
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dass eine geringere EiweilRkonzentration in der Flussigkeit des
Interstitiums  resultiert. Die so entstehende kolloid-osmotische
Druckdifferenz zwischen Alveolarkapillaren und alveolarem Interstitium
bewirkt einen Rulckstrom von Flussigkeit in die Kapillaren. Da
normalerweise die hydrostatisch wirksamen Krafte grof3er sind als die
osmotischen Krafte, entsteht somit ein Netto-Strom von Flissigkeit ins
Interstitium. Diese wird von den lymphatischen GefalRen aufgenommen
und in die Blutzirkulation zurtickgefihrt (162, 185).

Beim Permeabilitdts-Lungenédem bestent nun eine vermehrte
Durchlassigkeit fur Flissigkeit und Proteine im Bereich der alveolaren
Kapillarendothelien bei z. T. niedrigerem hydrostatischem Druck. Es
kommt zu einem verstarkten Strom an Flissigkeit mit einem Proteingehalt
ahnlich dem des Plasmas ins Interstitium der Alveolarsepten. Wenn die
Clearance-Kapazitat der Lymphgefal3e Uberschritten ist, kommt es zur
progredienten Flussigkeitsansammlung in diesem Bereich. Ist dieses
zusatzliche ,Reservoir” gefullt, tritt Flussigkeit auch in die Alveolen, deren
Epithelien ebenfalls durchlassiger werden (die Alveolarepithelien sind
unter normalen  Bedingungen weniger permeabel als die
Kapillarendothelien) (162, 185).

Die beschriebene Verbreiterung der Alveolarsepten fuhrt zu einer
verringerten Compliance und funktionalen Residualkapazitat der Lunge.
Die Atemarbeit und das Totraumvolumen nehmen zu. Durch die
entstehende Hypoxamie kommt es zur pulmonalen Vasokonstriktion, die
eine Erhohung des pulmonalen GefalRwiderstandes bewirkt. Hierdurch
wird die rechtsventrikulare Herzfunktion beeintrachtigt. Mit zunehmender
Dilatation des rechten Ventrikels kann es zur Verschiebung des
Ventrikelseptums nach links kommen, aus der ein reduziertes
linksventrikulares enddiastolisches Volumen resultiert (ventrikuléare
Interdependenz). Dadurch wird auch die linksventrikulare Herzfunktion
beeintrachtigt. Aber auch eine pulmonale Vasodilatation tritt auf, so dass
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eine  Verschlechterung der Ventilations-Perfusions-Verteilung mit
verstarkter Shuntbildung eintritt. Diese verstarkt wiederum die Hypoxamie
und erhoht die linkskardiale Volumenbelastung. Aufgrund dieses
Vorganges und der ventrikularen Interdependenz kann der linksatriale
Druck ansteigen und zu einer Erh6hung des hydrostatischen
Druckniveaus in der mikrovaskularen Lungenstrombahn fiihren. Dies hat
zur Konsequenz, dass die Flussigkeitseinlagerung in der Lunge weiter
zunimmt (162, 185).

Je nachdem, ob es sich um eine inhalativ (pulmonal) oder hamatogen
(extrapulmonal) wirksame Noxe handelt, steht die Schéadigung der
Alveolarepithelien oder der alveolaren Kapillaren am Anfang eines
biphasischen Prozesses (Riede et al.,, 1989). Die hierbei ablaufenden
pathologisch-anatomischen Veranderungen lassen sich in eine
kontinuierlich ineinander Ubergehende exsudative Frih- und proliferativ-
fibrosierende Spatphase einteilen:

In der exsudativen Initialphase der Erkrankung zeigt sich aufgrund primar
reversibler funktioneller Veranderungen in der Mikrozirkulation und den
Mikrogefal3en der Lunge eine starke kapillare Blutstauung und ein
alveolar-interstitielles Odem, welches sich im Verlauf auf das
peribronchovaskulare Interstitium erstreckt. Neben dem verdnderten
GefalRtonus beobachtet man hier eine Lockerung der "inter-endothelialen
junctions" durch eine veranderte Form der kapillaren Endothelzellen und
alveolaren Epithelzellen. In dieser Phase nimmt der Volumenanteil der
Alveozyten Typ | am Einheitsvolumen des Lungenparenchyms ab und die
Alveozyten Typ Il erhalten einen Volumenzuwachs. Wéahrend sich die
geschadigten Alveozyten Typ | bereits teilweise von ihrer Unterlage
ablosen, sind die Alveozyten Typ Il erst geschwollen. Im Verlauf kommt es
nach und nach zur Nekrose der Lungenkapillarendothelien und der
Alveolarepithelien, in deren Rahmen die Zellkontakte der genannten
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Zellen irreversibel zerstort werden. Die Ausbreitung des Odems verstéarkt
sich. Eine starke Granulozytensequestration neben anderen Blutzellen ist
erkennbar. Es bilden sich Mikrothromben in den Lungenkapillaren
bestehend aus polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN),
Thrombozyten und Fibrinbelagen, die auch im Interstitium und den
zerstorten Alveolarraumen zusammen mit Zelldetritus u. a. gefunden
werden und zur Bildung von hyalinen Membranen in den Alveolen
beitragen. Nach ca. drei Tagen lasst sich eine Proliferation der
Alveozyten Typ Il feststellen, die als intermitotische Zellen sich in ca. 48
Stunden in Alveozyten Typ | (postmitotische Zellen) verwandeln kénnen.
Diese Reservezellhyperplasie fuhrt zu einer Verbreiterung der
Alveolenwand und damit der Diffusionstrecke. Aul3erdem sind die
regenerierten Alveozyten Typ Il in ihrem Aufbau primitiver. Sie
produzieren kaum Surfactant. Die Lungenentfaltung ist verschlechtert. Die
Alveolarsepten sind an Gefal3en verarmt. In den Alveolen sowie dem
alveolaren und peribronchovaskuléaren Interstitium weicht das Exsudat
zunehmend einem Zellinfiltrat, welches neben einzelnen Rundzellen
(Lymphozyten und Plasmazellen) aus Fibroblasten besteht. Es tritt eine
Fibroblastenproliferation ein, welche nach ca. einer Woche zur
Fibrosierung der Alveolen, Alveolarsepten und des
peribronchovaskularen Bindegewebes Uberleitet (proliferativ-fibrosierende
Spatphase) (1, 4, 21, 81, 131, 135, 143, 157, 162).

Pathogenetisch verantwortlich fir die genannten Vorgédnge ist die
Aktivierung  humoraler  Mediatorsysteme und ,inflammatorisch-
kompetenter® Zellen (PMN, Makrophagen, Thrombozyten und
Lymphozyten) Uber endogene (z. B. Bakterienprodukte und
Gewebsnekrosen) und exogene (z. B. chemische Agenzien und in situ
liberierte mikrobielle Agenzien bei lokaler Besiedlung der Lunge mit
Keimen) Stimuli. Die zeitliche Abfolge, die Hierarchie und die quantitative
-5 -



Bedeutung der einzelnen inflammatorischen Ablaufe sind noch
weitgehend unklar (185).

Bei Auslosung des ARDS Uber ein systemisches Geschehen (z. B. Sepsis
und Polytrauma) werden die drei klassischen  humoralen
Kaskadensysteme (Komplement-, Kinin-Kallikrein- und Koagulations-
Fibrinolyse-System) stark aktiviert (Belew et al.,, 1978; Yamamoto et
Cochrane, 1981; Neuhof et Lasch, 1984). Diese sind funktionell so
miteinander verknipft, dass die Aktivierung eines einzelnen zu einer je
nach auslésender Ursache unterschiedlich starken Aktivierung der
anderen fuhrt (136). Neben ihren systemspezifischen Funktionen sind sie
imstande, bestimmte Zellen (z. B. Granulozyten, Makrophagen,
Thrombozyten und Mastzellen) zu stimulieren (31, 98, 182, 198, 213, 214)
und die Bildung von Arachidonsaure-Metaboliten in Lungengewebe und
Kapillarendothelien zu bewirken (80, 140, 141, 177, 184), so dass es zur
Ausschittung bzw. Produktion von stark gefalBwirksamen Mediatoren
kommt (Neuhof et al., 1987). Einige der Komponenten aus den drei
klassischen humoralen Kaskadensystemen sind sogar imstande den
GefalRtonus und die vaskulare Permeabilitat direkt zu beeinflussen (8,
222, 225).

Die aktivierten Faktoren des Komplement-Systems C3a und Cba sind
beispielsweise in groRem Ausmald an den initialen h&dmodynamischen
Reaktionen beteiligt (10, 195). Beide induzieren eine
Histaminausschuttung aus Mastzellen und basophilen Granulozyten.
AuRRerdem wirken sie stark aktivierend und chemotaktisch auf
Granulozyten und mononukleare Zellen (30, 31, 81). Neben diesen gibt
es weitere Stimuli aus den klassischen Kaskadensystemen, wie Plasma
Kallikrein (Wachtvogel et al., 1983) Hagemann Faktor Xlla (Wachtvogel
et al., 1986) und das Fibrinogenspaltprodukt D (Manwaring et Curreri,
1982), die die Granulozyten und den Arachidonséure-Metabolismus
aktivieren. Aber auch porenbildende Bakterientoxine (Suttorp et al., 1986)
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und Zytokine (Goldblum et al., 1987; Shalaby et al., 1987) haben diese
Wirkung. Die Exsudation von Fibrin-Monomeren in die Alveolen fihrt zu
einer starken Dysregulation der Surfactant-Funktion und in der Folge zu
Mikroatelektasen (181). Die von den drei klassischen humoralen
Systemen freigesetzten Mediatoren werden bei den verschiedenen
Erkrankungen, die zum ARDS fuhren, haufig in unphysiologisch hohen
Konzentrationen gefunden (64, 137, 166).

Im Gegensatz zu den beim ARDS initial meist reversiblen Stérungen der
vaskuldren Permeabilitdt kommt es nun aufgrund einer zunehmenden
irreversiblen Schadigung der kapillaren und alveolaren Schrankenfunktion
durch die Aktivitat der Granulozyten und Makrophagen zu einer nahezu
druckunabhéangigen Filtration in die Lunge (19, 136, 205):

Dies geschieht, indem sich stimulierte polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN) an das Endothel der MikrogefalRe der Lunge heften
(169), wo sie je nach Stimulus Proteasen (z. B. Elastase und Kathepsine)
ausschutten kénnen, die neben anderen Substanzen Fibronektin spalten
und die Basalmenbran zerstoren (48). Weiterhin synthetisieren die PMN
Leukotriene und andere Lipoxygenaseprodukte mit
permeabilitatssteigerndem Effekt (136). Reaktive O,-Produkte (z. B. O,-
und H;0,), gebildet im Rahmen des "respiratory burst" oder durch
ausgeschuttete Myeloperoxidase und Lactoferrin, haben eine zusatzlich
permeabilitatssteigernde und direkt zytotoxische Wirkung auf die
Endothelzellen (90, 188, 204, 211). AulR3erdem inaktivieren die reaktiven
O,-Metaboliten neben anderen Enzym-Inhibitoren den o,-Proteinase-
Inhibitor (0u-Pl), wodurch sie die idealen Bedingungen fur die
zerstorerische Aktivitat der freigesetzten Proteasen in der Lunge schaffen.
Diese Ereignisse lassen sich auch in den Alveolen von Patienten mit
akutem Lungenversagen beobachten (29). Erhthte Plasmaspiegel der

Elastase, Myeloperoxidase und des Lactoferrin dienen als Marker der
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Granulozytenaktivitat im Rahmen von Sepsis und Polytrauma (Jochum et
al., 1986; Dittmer et al., 1986).

Neben den Granulozyten, denen eine zentrale Stellung in der
Pathogenese des ARDS zugeschrieben wird (205), sind es auch die
Makrophagen in den Alveolen, den GefalRen und dem umliegenden
Bindegewebe, die zu den potenten Bildungsstéatten von Proteasen (z. B.
Elastase), toxischen O,-Produkten und Arachidonsaure-Metaboliten
gehdren (134). Im Unterschied zu den PMN setzen sie ihre Mediatoren
verzogert frei und resynthetisieren diese kontinuierlich, so dass ihre
Freisetzung verlangert wird (136, 143). Sie produzieren aul3erdem
Komplement-Faktoren und Zytokine, wie z. B. Interleukin | (IL-1) und
Tumornekrosefaktor (TNF) (108), die aktivierend auf Fibroblasten wirken
(136) und die Bindung von PMN an Endothelzellen sowie die Freisetzung
weiterer Mediatoren wie z.B. Plattchen-aktivierender Faktor (PAF)
fordern (9, 44, 50, 132, 154). Zusammen mit anderen Stimuli (z. B.
Fibrinf[ogen]spaltprodukte) sollen sie an der bindegewebigen
Umwandlung der Lunge in der proliferativen Phase des ARDS beteiligt
sein (136). Die gesteigerte Aktivitdt der Makrophagen lasst sich durch

erhohte Spiegel an Neopterin im Plasma nachweisen (198).

Klinische Beobachtungen und experimentelle Ergebnisse geben Grund
zur Annahme, dass bei den genannten humoralen und zellularen
Veranderungen die Proteasen eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese des ARDS spielen:

Zum einen sind sie Bestandteile der drei klassischen Kaskadensysteme,
die durch selektive Proteolyse aktiviert und kontrolliert werden, zum
anderen zerstoren sie die pulmonalen Kapillar- und Alveolarwande durch
unspezifische Proteolyse (143). FUr die genannten strukturellen Schaden
an den Mikrogefaf3en der Lunge und an den Alveolen wird in erster Linie
das Enzym Elastase unter den lysosomalen Proteasen der Granulozyten
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und Makrophagen verantwortlich gemacht (142). Smedley et al. (1986)
konnten eine durch Elastase verursachte Erhéhung der Permeabilitat an
kultivierten Endothelzellmonolayern der Lunge nachweisen. Die
Inaktivierung vom o;-Proteinase-Inhibitor durch reaktive O,-Produkte
scheint dabei die grol3te unterstiitzende Wirkung in der Zerstdérung der
vaskularen und alveolaren Schrankenfunktion zu haben (142). Zaslow et
al. (1983) wiesen nach, dass oy-Pl Uber Oxidation durch H,O, und
Myeloperoxidase aus stimulierten Granulozyten inaktiviert wird. Diese
Vermutungen werden durch die in Bronchiallavage-Sekreten von
Patienten mit ARDS gemessene Aktivitdt an freier PMN-Elastase in

Anwesenheit von inaktiviertem o,-Pl bestatigt (Cochrane et al., 1983).

Die humane Neutrophilen-Elastase (HNE) wurde 1968 erstmalig von
Janoff und Scherer beschrieben. Sie ist eine Serinprotease (201), die in
aktiver Form (89) in den azurophilen Granula der neutrophilen
Granulozyten gespeichert wird (52, 63, 88) und bei verschiedenen
entzindlichen Stimuli von PMN sezerniert wird (126, 127). HNE ist das
mengenmallig vorherrschende Enzym unter den lysosomalen Proteinasen
(88). In einer Million PMN befinden sich etwa 4 - 7 ug der humanen
Neutrophilen-Elastase (88). Dies entspricht einer intrazellularen
Konzentration von 36 - 58 pmol/l (207) und einer Serumkonzentration von
etwa 60 - 120 ug/l (88). HNE besitzt ein Molekulargewicht von 33000 (62)
und weist drei Isoenzyme (218) auf, die sich auch in den Thrombozyten
(110), Alveolarmakrophagen und im Pankreas nachweisen lassen (82).
Ihre Aminosauresequenz und ihre kristalline Struktur sind ebenso bekannt
(218) wie ihr Wirkungsoptimum (pH: 7,5 - 9,0) (62).

Die physiologische Funktion der humanen Neutrophilen-Elastase liegt in
der Abwehr von Mikroorganismen und in der Digestion von

Phagozytoseprodukten (11). Die Freisetzung und extrazellulare
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proteolytische Aktivitat dieses Enzyms wird unter normalen Bedingungen
durch seinen natirlichen Inhibitor o,4-Pl stark kontrolliert. Neben einer
Vielfalt von entzindlichen Erkrankungen kommt es auch beim ARDS zu
einem Zusammenbruch dieses Regulationsmechanismus (13, 83, 84,
124). Als Folge kommt es zu einer ungehinderten proteolytischen Aktivitat
der Elastase. Dabei zeichnet sich das Enzym durch eine &ul3erst niedrige
Substratspezifitat aus, wobei es bevorzugt hinter den Aminosaureresten
Valin, Methionin und Alanin spaltet (62, 88). Zu seinen Substraten z&hlen
zahlreiche Strukturelemente aus dem Lungengewebe wie z. B. Elastin
(85), welches nur von Elastase gespalten wird (62), Fibronektin (24, 63,
65, 87), Surfactant, Proteoglykan und Kollagen | - IV (63, 119) (62). Aber
auch einige Protease-Inhibitoren werden von der Elastase gespalten:
Antithrombin Il az-Plasmin-Inhibitor und Cl1-Inaktivator. Zahlreiche
Faktoren des Komplement-Systems (92), des Koagulations-Fibrinolyse-
Sytems (172) wund des Kinin-Kallikrein-Systems (128) sowie
Immunglobuline (46) kdnnen im nativen Zustand proteolytisch zerstort
werden. Auf diese Weise kommt es neben der direkten Elastasewirkung
auf die Lunge auch zu einer indirekten Uber die drei klassischen
Kaskadensysteme (86, 119).

Die physiologischen Inhibitoren der humanen Neutrophilen-Elastase sind
das ap-Makroglobulin (MG 725000), das o;-Antichymotrypsin (MG 69000)
und der oy-Proteinase-Inhibitor (MG 55000) (62, 88), wobei letztgenannter
die hochste Affinitat zur Elastase besitzt (49, 146, 148). Mit einer
Plasmakonzentration von 54 pumol/l (290 + 45 mg/dl) ist der o;-Proteinase-
Inhibitor auch mengenmalig dominierend (62, 209), so dass 90 % unter
normalen Bedingungen an Elastase gebunden sind (62, 71, 146, 148).
Daneben existieren auch Protease-Inhibitoren an den Schleimhauten und
in den Korperflussigkeiten (38, 147, 168, 206).
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Insgesamt wird ersichtlich, von welch entscheidender Bedeutung ein
Ungleichgewicht zwischen den Proteasen, speziell Elastase, und den
Protease-Inhibitoren, vor allem o;-Pl, fir die Pathogenese des ARDS ist.
Diese gestorte Balance spielt nicht nur beim akuten Lungen- bzw.
multiplen Organversagen eine entscheidende Rolle (135), sondern
beispielsweise auch bei der Polyarthritis (24, 62, 223) und dem
obstruktiven Lungenemphysem (49, 62, 82, 124). Es wird deutlich, wie
dringend notwendig es ist, einen Protease-Inhibitor zu entwickeln, der
unter Bericksichtigung der Zusammenhange zwischen den genannten
Systemen, eine Kontrolle dieser folgenschweren entzindlichen Reaktion

in der Lunge gewahrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, am Modell der isoliert ventilierten und
blutfrei perfundierten Kaninchenlunge, die Wirkung des synthetischen
Protease-Inhibitors CE-1037 auf ein durch Granulozytenstimulation

ausgelostes Lungenédem zu untersuchen.
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2. MATERIAL UND METHODIK

2.1 Versuchstiere

Zur Organspende wurden 28 Kaninchen beiderlei Geschlechts mit einem
durchschnittlichen Korpergewicht von 2971 g (Standardfehler 42 Q)
verwendet. Alle Tiere wurden von den Behringwerken, Marburg geliefert,
erhielten eine Altromin®-Standarddiat als Nahrung und waren

medikamentds nicht vorbehandelt.

2.2 Praparation und Organentnahme

Nach Einfihrung einer Verweilkantle (Butterfly 25 G, Abbott Ireland Ltd.,
Sligo, Rep. of Ireland ) in die Ohrvene wurde das Tier mit durchschnittlich
70,6 mg/KGw (Standardfehler 1,2 mg/KGw) einer 1:1 Verdinnung von
Pentobarbital-Natrium (Nembutal®, Sanofi Ceva, Hannover, Deutschland)
und isotoner Natriumchloridldsung narkotisiert. AnschlieRend erhielt es
1000 I.E. Heparin-Natrium (Liqguemin®, Hoffmann-La Roche AG,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland) zur Antikoagulation und wurde in
Ruckenlage bei ausreichender Relaxation fixiert.

Dann wurden dem Kaninchen zur Lokalanasthesie 200 mg H,O-freies
Lidocainhydrochlorid (10 ml Xylocain® 2 %, Astra Chemicals GmbH,
Wedel/Holstein, Deutschland) in das subcutane Fettgewebe unterhalb
des Kehlkopfes injiziert. Es folgte die Tracheotomie und Kanulierung der
Luftréhre mit einem ca. 5 cm langen PVC-Tubus, der Uber ein Y-Stick mit
einem inspiratorischen und exspiratorischen Schlauch verbunden war. Mit

Hilfe einer Starling-Pumpe (Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
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Deutschland) wurde eine kontinuierliche kontrollierte Beatmung mit
Raumluft gewahrleistet. Je nach pH des Blutes wurde CO, beigemischt.
AnschlieBend erfolgte eine Laparotomie mittels Rippenbogenrandschnitt
und eine ventrolaterale Ablésung des Zwerchfells. Nach Sternotomie
wurde der Thorax erdffnet und der Thymus sowie das Perikard zur
Darstellung von Aorta und Arteria pulmonalis reseziert.

Die Geféal3e wurden in ihrem proximalen Anteil stumpf freiprapariert und
mit losen Ligaturen umschlungen. Sodann wurde die Arteria pulmonalis
unterhalb der Pulmonalklappe inzidiert, der zufihrende
Perfusionskatheter (Innendurchmesser 3,5 mm) ca. 1 cm vorgeschoben
und eingebunden. Nun wurde die Aorta ca. 0,5 cm oberhalb der
Aortenklappe eingeschnitten und nach instrumenteller Sprengung der
Aorten- und Mitralklappe der rickfihrende Perfusionskatheter
(Innendurchmesser 6 mm) retrograd tUber Aorta und linken Ventrikel in
den linken Vorhof eingebracht und mit zwei Ligaturen am Aortenstumpf
fixiert. Zusatzlich wurde das Herz in der Ventilebene durch eine weitere
Schlinge gerafft, um eine Fillung der Ventrikel zu vermeiden.

Im Anschluss daran wurde das Herz-Lungen-Praparat mittels
Durchtrennung von Trachea, Osophagus, Vena cava superior und inferior
sowie des bindegewebigen Halteapparates aus dem Thorax entnommen
und in einer befeuchteten Warmekammer freihangend an einer

Wagezelle befestigt.
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2.3 Modell der isoliert ventilierten und blutfrei perfundierten

Kaninchenlunge

2.3.1 Perfusionssystem

Lungenmodell und Perfusionssystem wurden von Neuhof, Noack und
Hoffmann (1985) entwickelt (Abb. 1):

Das Herz-Lungen-Praparat befand sich freihdngend an einer
elektronischen Waage in einer feucht-temperierten doppelglaswandigen
Kammer.

Vier doppelglaswandige Behélter, ein Haupt- und drei Reservebehalter,
mit einem Fassungsvolumen von 200 ml dienten als Perfusionsreservoire.
Diese waren so hintereinandergeschaltet, dass je nach Stellung der Drei-
Wege-Hahne an deren Auslass der Inhalt eines jeden, entweder in den
zufihrenden Schenkel des Systems geleitet oder Uber ein Ablaufrohr
verworfen werden konnte. Durch diese Anordnung wurde es mdglich, das
Perfusionsmedium schnell aufzufullen beziehungsweise auszutauschen,
ohne den Perfusionskreislauf zu unterbrechen.

Im geschlossenen Kreislauf befand sich das Hauptreservoir zum
Perfusionssystem hin geoéffnet, und die Reservebehalter waren
geschlossen. Von dem Hauptgefa3? wurde das Perfusat mittels einer
Rollerpumpe (Master Flex®, Cole & Palmer Instruments Co., Chicago,
USA) mit regulierbarer Forderleistung (Pulsed Logic Flow Meter,
Biotronics Laboratories, Zumikon, Schweiz) Uber einen Mikrofilter
(Porengrof3e 40 um, Pall-Ultipor Mikrofilter, Pall Biomedica, Portsmouth,
Grol3britannien) und eine Blasenfalle in den arteriellen Schenkel via Art.
pulmonalis und Lunge gepumpt.

Nach Passage der Lungenstrombahn floss das Perfusionsmedium uber
den im linken Vorhof positionierten vendsen Schenkel und das

hohenverstellbare Kaskadensystem zum Hauptreservoir zurick.
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Mit  Hilfe dieser, zum atmospharischen Druck hin offenen,
Kaskadenvorrichtung konnte das hydrostatische Druckgefalle zwischen
linkem Vorhof und Raumluft verandert und so der linke Vorhofdruck
beliebig eingestellt werden. Dies wurde erreicht, indem einige Kaskaden
geschlossen bzw. getffnet oder die gesamte Vorrichtung in ihrer Hohe
verstellt wurde.

Die doppelglaswandige Struktur der Perfusatbehalter sowie der
Feuchtkammer wurde von destilliertem Wasser durchstromt und mit Hilfe
eines Thermostats (Thermomix UB, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) auf 37°C konstant gehalten. So konnte eine
gleichbleibende physiologische Temperatur des Perfusionsmediums von

37 °C sichergestellt werden.
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Monitaring von: Areriellem Druck, pH, Beatmungadruck
Yendsem Druck

venfise Druckregulierung

Reservoirthehilter

Beatmungspumpe
+ (Gagversargung

Rollerpumpe

Abb. 1
Schematische Darstellung des Modells der isoliert ventilierten und blutfrei

perfundierten Kaninchenlunge.
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2.3.2 Perfusionsmedium

Zur Perfusion wurde eine Krebs-Henseleit-HES-Pufferlosung (KHHP) mit

zusatzlich 4 g Humanalbumin verwendet:

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-HES-Pufferlésung (KHHP):

65,0 Volumenanteile HAES-steril 10 %° (MG 200000, Fresenius AG,
Bad Homburg, Deutschland)

20,0 Volumenanteile Elektrolytlésung A
12,5 Volumenanteile NaHCO;3; 0,9 %

2,50 Volumenanteile Glucose-Losung 10 % (B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland)

20 ml Humanalbumin 20 % Behring® (Behringwerke AG, Marburg,
Deutschland) pro Liter KHHP (4 g/l)

Zusammensetzung der Elektrolytldsung A:

NaCl

CaCl,x H,O
KH,PO,
MgCl; x 6 H,O
KCI

Aqua destillata

122,5 mmol/l = 7,156 g/l
15,76 mmol/l = 1,750 g/
5,511 mmol/l = 0,750 g/l
14,18 mmol/l = 1,350 g/l
16,93 mmol/l = 1,262 g/l

1l

Errechnete Elektrolytkonzentration im KHHP:

Na"
Cr
K
catt
Mg™
PO,

138,0 mmol/l
110,8 mmol/l

4,50
2,38
1,33
1,10

mmol/I
mmol/I
mmol/I

mmol/I

- 17 -



Die Osmolaritat betrug ca. 300 mosmol/l (Mikro-Osmometer, Roebling
Messtechnik, Berlin, Deutschland). Der pH des Perfusionsmediums wurde
durch Zugabe von NaHCO; auf 7,3 - 7,4 eingestellt. Des weiteren wurde
der kolloid-osmotische Druck (KOD) mit Hilfe eines Onkometers
(Onkometer BMT 921, Thomae, BMT Messtechnik GmbH, Berlin,
Deutschland) kontrolliert und mit destilliertem Wasser auf Werten

zwischen 23 und 25 mmHg konstant gehalten.
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2.3.3 Beatmungs- und Perfusionsmodus

Als Grundeinstellungen fur die gesamte Beatmung wurden ein
physiologisches Atemminutenvolumen von 750 ml pro Minute
(Hubvolumen: 25 ml, Beatmungsfrequenz: 30 Hibe pro Minute) und ein
positiver endexspiratorischer Druck (PEEP) von 1 cm Wassersaule
gewahlt. Wahrend und nach der Praparation wurde die Lunge mit
Raumluft beatmet. Der Beatmungsluft wurde reines CO, je nach pH
beigemischt. Damit liel3 sich dieser ebenso wie der pCO, und der pO, auf
physiologische arterielle Werte (pH = 7,39, pO, = 80 - 90 mmHg,
pCO, = 32 - 37 mmHg) einstellen.

Die Perfusion setzte unmittelbar nach Entnahme und Befestigung des
Herz-Lungen-Praparates an der Waage ein. Die bis hierhin verstrichene
Ischdmiezeit durch Unterbrechung des Lungenkreislaufs betrug
durchschnittlich acht Minuten. Das Herz-Lungen-Préparat wurde zunachst
bei einem Flow von 40 ml/min mit 1000 ml Perfusionsmedium im offenen
System gespdult. Dieses geschah, indem das zurtckflieRende Perfusat
vom Hauptreservoir in einen Auffangbehalter verworfen und frisches aus
den Reservebehdaltern in das System transportiert wurde. Anschlie3end
wurde der Kreislauf geschlossen und mit einem Gesamtvolumen von
200 ml perfundiert. Im Intervall von funf Minuten wurde der Flow um
jeweils 40 ml/min bis zu einer dem physiologischen Herzminutenvolumen
entsprechenden endgtiltigen Flussrate von 200 ml/min gesteigert. Danach
erfolgte eine nochmalige Spulung im offenen System mit 600 ml Perfusat,
um noch eventuell vorhandene, wéhrend der Préaparation freigesetzte,
vasoaktive Substanzen zu eliminieren. Nun wurde im geschlossenen
System mit einem Flow von 200 ml/min weiterperfundiert. Wahrend der
Druck im linken Vorhof mit Hilfe des Kaskadensystems konstant bei
0 mmHg gehalten wurde, betrug der Perfusionsdruck in der Arteria

pulmonalis durchschnittlich 7,9 mmHg (Standardfehler 0,15 mmHg).
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2.34 Monitoring von Lungengewicht, Perfusionsdricken, pH
und Gaspartialdricken
Mit Hilfe einer elektronischen Waage (Typ U 1, Messbereich 0 - 500 g,
Messgenauigkeit + 0,1 g) mit Messverstarker (KWS 3073, Hottinger-
Baldwin Messtechnik, Giel3en, Deutschland), an der das Herz-Lungen-
Praparat freihangend befestigt war, wurde das Lungengewicht erfasst.
Fur die Druckmessung in der Arteria pulmonalis und im linken Vorhof
waren beide Perfusionskatheter mit Innenkathetern (Innendurchmesser
0,5 mm) ausgestattet, deren Spitze sich jeweils in der Offnungsebene der
Katheter befand. Uber ein Y-Stick waren die mit physiologischer
Kochsalzlésung Iuftblasenfrei geflllten Messkatheter an einem
Druckaufnehmer (Combitrans Monitoring Set, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) angeschlossen.
Um eine permanente Messung des pH zu gewéhrleisten, wurde ein Teill
des Perfusats uber einen Bypass aus dem arteriellen Schenkel einer
Messkammer mit Temperatur- und pH-Elektrode (pH-Meter, Typ pH 537,
WTW, Weilheim, Deutschland) zugeflhrt und anschlieR3end wieder in den
ventdsen Schenkel abgegeben (Durchflussmessung). Zusatzlich konnten
pH sowie pO, und pCO, durch Probeentnahmen zu beliebig festgesetzten
Zeitpunkten an einem Blutgasanalysator (ABL 330 Acid Base Laboratory,
Fa. Radiometer, Kopenhagen, Danemark) ermittelt werden.
Perfusionsdriicke, Lungengewicht und pH wurden kontinuierlich mit Hilfe
eines Multipenrecorders (Rikadenki Kogyo Co., Ltd., Tokyo, Japan)

aufgezeichnet.
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2.4 Granulozyten und Immunglobuline

24.1 Isolierung von polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN)
Die im folgenden beschriebene Methode wurde von Hjorth et al. (1981)
entwickelt:
100 ml ventses menschliches Blut wurde von gesunden Probanden in
funf 20 ml-Spritzen entnommen. Diese waren zur Antikoagulation mit je
2 ml einer Heparin-Natrium Verdinnung (200 pl Liquemin® auf 10 ml
isotoner NaCl-Lsg., 100 I.E. / ml) gefullt.
Im Anschluss wurden zwanzig 13 ml-Zentrifugenréhrchen (Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland) mit jeweils 4 ml 55 % Percoll®-Lésung gefilllt.
Daraufhin wurden je 4 ml 67 % Percoll® mittels einer Kunststoff-
Auslaufpipette untergeschichtet. Nachdem alle Réhrchen mit 4 ml Blut
aufgeflllt waren, erfolgte die erste Zentrifugation (Rotixa/RP, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) fur 20 Minuten bei 25°C
(1400 U/min, 60 s Anlaufzeit und 2 min Bremszeit, 460 Q).
AnschlieBend wurde die gebildete Plasmaphase und ein Drittel der
oberen Percollschicht abgesaugt und verworfen. Die sich darunter
befindende PMN-haltige Percollschicht wurde aus jeweils fiunf Rohrchen
mit einer Eppendorf-Pipette vorsichtig abgehoben und in einem mit
warmen HBSS-gefillten 50 ml-Behélter (Blue Max ™, Becton Dickinson
Labware, New Jersey, USA) resuspendiert.
Diese Suspension wurde ebenfalls zentrifugiert (5 min bei 25 °C,
1720 U/min, keine Brems- und keine Anlaufzeit, 480 g), ihr Uberstand
abgesaugt und der gewaschene PMN-haltige Rest auf zwei HBSS-haltige
Plastikrohrchen verteilt.
Nach der folgenden dritten Zentrifugation (5 min bei 25 °C, 1720 U/min,

keine Brems- und keine Anlaufzeit, 480 g) wurde wiederum der nicht
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verwertbare Anteil verworfen, die Granulozyten in ihrer verbleibenden
Losung aufgeschittelt und mit einem Nahrmedium versehen.

Es folgte die Inkubation der Zellen in einem beheizten Wasserbad
(Kottermann, Hanigsen, Deutschland) fir 90 Minuten bei 37 °C und
1 I/min Gasgemisch (CO; 4,56 Vol. %, O, 14,53 Vol. %, N, 80,91 Vol. %,
Messer Griesheim, Griesheim, Deutschland).

Im Anschluss daran kam eine weitere Reinigung (5 min bei 25 °C,
1720 U/min, keine Brems- und keine Anlaufzeit, 480 g), nach der die
gesamte PMN-L6sung in einem Plastikréhrchen gesammelt und mit HBSS
aufgefullt wurde.

Nach der nun folgenden finften und letzten Zentrifugation (5 min bei
25 °C, 1720 U/min, keine Brems- und keine Anlaufzeit, 480 g) wurden die

Zellen in eine mit Perfusat geftillte 10 ml-Spritze aufgezogen.

- 22 -



24.1.1 Isolierungsmedien und Nahrmedium
Zur Isolierung der PMN wurde eine Percoll®-Lésung mit unterschiedlichen

Dichtegradienten und Hanks Hepes Puffer® verwendet:

Zusammensetzung von Percoll® (Polyvinylpyrrolidon-beschichtete Silikon-

Partikel, Pharmacia LKB Biotechnoloqy, Uppsala, Schweden) mit

unterschiedlichen Dichtegradienten:

55 % (d = 1,077 kg/l): 55 ml Percoll® (d = 1,130 kg/l), 10 ml NaCl
1,5 mol/l, 35 ml Aqua destillata

67 % (d = 1,095 kg/l): 67 ml Percoll® (d = 1,130 kg/l), 10 ml NaCl

1,5 mol/l, 23 ml Aqua destillata
NacCl 1,5 mol/l: 87,66 g NaCl in 11 Aqua destillata

Hanks Hepes Puffer®:

900 ml  Aqua destillata

6 g Hepes Cell Culture ® (CgH1sN,0.S, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA)

100 ml  Hanks BSS® (Buffered Saline Solution) 10 % ohne Calcium,
Magnesium und Phenolrot (Gibco BRL, Life Technologies Ltd.,
Paisley, Schottland), titriert auf pH 7,4

Zusammensetzung des Nahrmediums fir die Inkubation der PMN:

5ml FKS (fetales Kalberserum, Bohringer, Mannheim, Deutschland)
200 ul  Penicillin-Streptomycin (Bohringer, Mannheim, Deutschland)
100 ml RPMI mit NaHCO3; und ohne Glutamin (Medium RPMI 1640,

Bohringer, Mannheim, Deutschland)
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24.1.2 Granulozytenzahlung

PMN-Suspension wurde in einer Leukomischpipette bis zur Marke 1,0 und
dann mit Turks-Losung (Essigsaure-Gentianaviolettlosung, Merck
Diagnostica, Darmstadt, Deutschland) bis zur Marke 11,0 aufgezogen.
AnschlieBend wurde die Pipette fur 10 Minuten mit einem
Pipettenschuttelgerat (Assistent, Deutschland) geschuttelt. Danach
konnten mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Granulozyten unter
dem Mikroskop ausgezahlt werden. Dabei wurde fir jede Zahlkammer aus
der Summe der vier Gruppenquadrate der Mittelwert gebildet. Aus den
beiden Zahlen wurde wiederum der Mittelwert errechnet und mit dem
Umrechnungsfaktor 25 multipliziert. Der so erhaltene Wert gibt die Anzahl
der Granulozyten pro Mikroliter Blut an.

Die Zahlung ergab, dass durchschnittlich 193 + 17 x 10° PMN pro 100 ml

menschliches Blut separiert wurden.
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2.4.2 Herstellung von hitzeaggregierten Immunglobulinen

Als Stimulus fir die PMN wurde hitzeaggregiertes Immunglobulin der
Klasse G (IgG) verwendet, welches nach der Methode von Henson et al.
(1972) hergestellt wurde:

Menschliches Immunglobulin (95 % IgG, Beriglobin®, Behringwerke AG,
Marburg, Deutschland) wurde mit einer Phosphat-Puffer-Lésung (0,15 mol
NaCl in Phosphat-Puffer, pH 7,0) auf eine Konzentration von 5 mg/mi
verdunnt.

AnschlieRend wurde es im beheizten Wasserbad bei 63 °C 5 - 80 Minuten
lang inkubiert und intermittierend geschittelt bis eine Aggregatbildung
deutlich zu sehen war.

Dieser Ansatz wurde in der Kuhlzentrifuge fir 30 Minuten (15000 U/min,
keine Brems- und keine Anlaufzeit) zentrifugiert.

Zuletzt wurde der Niederschlag (unlésliches IgG) mit KHHP resuspendiert

und portioniert eingefroren.
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2

2

5

5.1

Versuche

Verwendete Substanzen

Zu 200 ml Perfusat wurde ein "Cocktail" bestehend aus folgenden

Substanzen in den entsprechenden Gruppen pro Versuch gegeben:

0,6 ml (1 mg/ml)

0,5 ml (1 mg/ml)

2 ml (1 mg/ml)

2 ml (4,6 mg/ml)

Dimetindenmaleat (Fenistil®, Zyma GmbH, Munchen,
Deutschland), H;-Rezeptorantagonist
Cimetidinhydrochlorid (Tagamet®, SmithKline
Beecham Pharma GmbH, Minchen, Deutschland),
H,-Rezeptorantagonist

Diclofenac-Natrium  (Voltaren®, Geigy, Wehr,
Deutschland), Cyclo- und Lipoxygenaseblocker

WEB 2086 (Boehringer Ingelheim, Ingelheim,
Deutschland), PAF-Antagonist

Zusatzlich wurden in den jeweiligen Gruppen pro Versuch verabreicht:

4 ml (40 mg/ml)

193 + 17 x 10°

hitzeaggregierte Immunglobuline vom
Menschen (Beriglobin®, Behringwerke
AG, Marburg, Deutschland)

PMN pro 100 ml menschliches Blut

4 ml Bolus + 3,3 ml/h (1 mg/ml) CE-1037 (Cortech, Denver, USA),

2

1
2
3
4
5
6

5.2

. Gruppe
. Gruppe
. Gruppe
. Gruppe
. Gruppe
. Gruppe

Elastase-Inhibitor

Versuchsgruppen

(n = 6): keine Zugabe von Substanzen (Kontrollgruppe)
(n = 6): Cocktail, hitzeaggregiertes IgG

(n = 2): Cocktail, CE-1037, hitzeaggregiertes IgG

(n = 6): Cocktail, PMN, hitzeaggregiertes I1gG

(n = 6): Cocktail, CE-1037, PMN, hitzeaggregiertes IgG
(n=2): CE-1037, PMN, hitzeaggregiertes IgG
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253 Versuchsablauf

Fur die Versuche wurden nur solche Lungen verwendet, bei denen nach
einer 30-minlUtigen Steady-State Phase die Perfusionsdricke, das
Lungengewicht sowie die Beatmungsparameter konstant geblieben
waren. Hierbei wurde noch zur weiteren Beurteilung der Lunge das
Aussehen des Organs herangezogen.

Wahrend dieser Zeit wurde bei allen Experimenten mit Ausnahme der
Kontrollgruppe und der Gruppe 6 nach funf Minuten der Inhibitor-Cocktail
als Bolus in das Perfusat gegeben. Damit sollte der Einfluss von Histamin,
Arachidonsaure-Metaboliten und PAF (Plattchen-aktivierender Faktor) auf
den GefaRwiderstand und die Odembildung verhindert werden. Der
Elastase-Inhibitor =~ CE-1037 wurde bei den entsprechenden
Versuchsreihen funf Minuten nach Beginn der Steady-State Phase als
Bolus und dann bis zum Ende der Versuche weiter tber einen Perfusor
dem System kontinuierlich zugefuhrt. Nach weiteren zehn Minuten wurden
dann bei den Gruppen 4, 5 und 6 die PMN, die sich in einer mit Perfusat
gefullten 10 ml-Spritze befanden, in den arteriellen Schenkel des
Perfusionssystems injiziert. Diese Vorgehensweise sollte ihnen eine
gleichmaldige Verteilung in der Lungenstrombahn gewahrleisten, bevor
sie durch hitzeaggregiertes IgG stimuliert wurden.

Im Anschluss an die Steady-State Phase wurde bei allen Versuchsreihen
zum Zeitpunkt null der Filtrationskoeffizient ermittelt. Nach weiteren flnf
Minuten wurde allen aul3er der Kontrollgruppe IgG zugegeben.
AnschlieBend folgten bei samtlichen Versuchsgruppen weitere
Bestimmungen des Filtrationskoeffizienten zu den Zeitpunkten 15, 30, 60,
75, 90, 120 min. Hierfir wurden das Gewicht, der pulmonal-arterielle
Druck und der pulmonal-vendse Druck kontinuierlich gemessen. Fir die
spatere Ermittlung der Elastasekonzentration sowie fir die Messungen

am Blutgasanalysator wurden gleichzeitig Perfusatproben entnommen.
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254 Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten
Als Indikator fir die kapillare Permeabilitat der Lunge wurde der kapillare
Filtrationskoeffizient (Kfc) nach Drake et al. (1980) vor und nach
Odeminduktion ermittelt. Dieser beschreibt das Verhaltnis zwischen der
Netto-Flussigkeitsfiltration und dem Gleichgewicht von hydrostatischen
und onkotischen Kraften an der kapillaren Membran.
Zur gravimetrischen Kfc-Bestimmung wurde der pulmonal-vendse Druck
(PVD) fir sieben Minuten auf 7,5 mmHg angehoben. Unter dieser
Druckerhohung kam es zum Flussigkeitseinstrom ins Gewebe, der Uber
die Zunahme des Lungengewichts quantifiziert wurde. Hierbei wurden der
rasche Gewichtsanstieg wahrend der ersten zwei Minuten und der
schnelle  Abfall nach Beendigung der PVD-Erhdhung als
Gefalfullungseffekt betrachtet. Die so erlangte Gewichtszunahme pro
Minute (Filtration) wurde auf den pulmonal-kapillaren Druck (PKD) und
100 g Feuchtgewicht (FG) der Lunge bezogen. Hieraus liel3 sich dann der
kapillare Filtrationskoeffizient errechnen:
Filtration/PKD/Lungenfeuchtgewicht = ml/min/mmHg/100 g

Da der PKD nicht gemessen werden konnte, wurde er anhand der
folgenden Formel berechnet:

PKD = PVD + 0,44 x (PAD - PVD)
(PAD = pulmonal-arterielle Druck)
Das Feuchtgewicht der Lunge (FG) wurde ausgehend vom Korpergewicht
errechnet:

FG = Korpergewicht (g) x 0,0024
In vorausgangenen Experimenten von Effros et al. (1981) war diese
Konstante, korrigiert um das Gefal3fullungsvolumen, als Relationsfaktor
zwischen Korpergewicht des Kaninchens und Lungenfeuchtgewicht

ermittelt worden.
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255 Bestimmung der Elastasekonzentration

Die entnommenen Perfusatproben wurden fur 10 Minuten (20 °C,
3000 U/min, keine Anlauf- und keine Bremszeit, 1500 g) leukozytenfrei
zentrifugiert und der Uberstand in Eppendorf-Hitchen pipettiert.

Zur Bestimmung der Elastasekonzentration diente ein von Neumann et al.
(1984) entwickelter heterogener Enzymimmunoassay (EIA) (12589 PMN
Elastase®, Merck, Darmstadt, Deutschland). Das Grundprinzip des EIA
besteht darin, dass im ersten Schritt die Proben mit einem im Uberschuss
vorhandenen  oy-Proteinase-Inhibitor  (o;-PlI)  eine  Stunde  bei
Zimmertemperatur inkubiert werden. AnschlieRend wird der PMN-
Elastase-o,-Proteinase-Inhibitor-Komplex mit seinem PMN-Elastase-Teil
durch an die Wand gekoppelte Antikorper (Ak) spezieller Réhrchen
gebunden. Danach werden mit alkalischer Phosphatase (AP) markierte
Antikorper zugesetzt, die mit dem o;-Pl-Teil des Komplexes reagieren.
Nach Auswaschen der Uberschissigen AP-markierten Antikorper (AK)
wird die enzymatische Aktivitat der Gber Immunkomplexe gebundenen AP
photometrisch bestimmt. Die Menge an gebildetem Farbstoff ist der

Konzentration an PMN-Elastase-a;-PI direkt proportional.
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2551 Reagenzien des Enzymimmunoassays

o;1-Pl-LOsung:

Kalibratoren:

Kontrollplasma:

Probenverdinnungsmedium:

Waschldsung:

AP-Substrat:

AP-Puffer:

Stoppldsung:

Ak-beschichtete Réhrchen:

Ak-Enzym-Konjugat:

Ak-Enzym-Konjugat-Puffer:

50 pl (12,5 mg/ml)

Gelatinehaltiger TRIS-Puffer 20 umol, PMN-
Elastase-o,-Pl-Komplex, Stabilisatoren,
e2x5ml

Humanplasma fur die Bestimmung des
PMN-Elastase-o;-Pl-Komplexes, 500 pl
Phosphat-Puffer 20 mmol/l (pH 7,5),
Stabilisatoren, Konservierungsmittel, 100 ml
Wasser, Detergenz, Konservierungsmittel,
100 mi

20 pmol 4-Nitrophenylphosphat, Fullstoffe
pro Tablette, 10 Tabletten

Diethanolamin 1 mol/l (pH 9,8),

MgCl; 0,5 mmol/l, 100 mi

NaOH 2 mol/l, 50 ml
Anti-PMN-Elastase-(human)-Antikbrper vom
Schaf, 4 Aluminiumbeutel a 24 Polystyrol-
Rohrchen

Anti-o;-Pl-(human)-Antikorper vom
Kaninchen  gekoppelt mit alkalischer
Phosphatase, Konservierungsmittel, 3,7 ml
TRIS 0,25 mmol (pH 7,5), MgCl, 0,05 mmol,

Stabilisatoren, 2 x 25 ml
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2.6 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm Statgraphics®

(STSC Inc., USA) durchgeftuhrt und von Herrn J. Reitze, MoReData

GmbH, mit dem Programm SPSS® 10.0.7 (SPSS Inc., USA) tberpriift.

Zur Beurteilung des Signifikanzniveaus diente die Varianzanalyse fur

Messwiederholungen (MANOVA), gefolgt von einem LSD-Multipel-

Vergleich-Prozess (least significant difference test).

Als Ergebnis der Analysen wurde das errechnete Signifikanzniveau

(Fehler 1. Art, Irrtumswahrscheinlichkeit oder p-Wert) angegeben. Es

bezeichnet diejenige Wahrscheinlichkeit, mit der man irrtimlich eine

richtige Hypothese ablehnt. Sie stellt ein Kriterium der Glte des

Faktoreneinflusses dar. In dieser Arbeit wurde mit dem Signifikanzniveau

von 5 % gearbeitet. Ergebnisse mit p-Werten zwischen 0,05 und 0,01

wurden als signifikant bezeichnet, Werte < 0,01 als hochsignifikant.

Alle Parameter wurden in den vier Gruppen mit n = 6 Versuchen auf

Normalverteilung getestet. In keiner Gruppe und bei keinem Parameter

konnte die Hypothese der Normalverteilung auf dem Signifikanzniveau

von 5 % verworfen werden. Die Parameter konnen daher als (multi-)

normalverteilt gelten.

Es wurden folgende Ho-Hypothesen tberprift:

1. Die Therapie hat keinen Einfluss auf das jeweils beobachtete Merkmal
(Gruppenunterschiedsanalyse).

2. Das jeweils beobachtete Merkmal verdndert sich nicht innerhalb des
Untersuchungszeitraums (Zeitverlaufsanalyse).

3. Das zeitliche Verhalten der Merkmale ist bei allen Versuchen gleich
(Profilanalyse).

Die H;-Hypothesen verneinen die zugehdrigen Ho-Hypothesen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Einleitung

Zur Quantifizierung der Flussigkeitsextravasation und kapillaren
Permeabilitat in der Lunge vor und nach Odeminduktion wurden bei
samtlichen Versuchsreihen die Gewichtszunahme, der pulmonal-arterielle
Druck und der pulmonal-vendse Druck kontinuierlich Uber einen Zeitraum
von zwei Stunden gemessen. Aus diesen Variablen liel3 sich der kapillare
Filtrationskoeffizient (Kfc) als Indikator fur die mikrovaskulare
Permeabilitat errechnen.

Um die einzelnen Reihen besser miteinander vergleichen zu konnen,
wurde das Gewicht der Lungen zu Beginn der Versuche auf null Gramm
abgeglichen und die Differenz der Filtrationskoeffizienten (t = 15, 30, 60,
75, 90, 120 min) zum Ausgangswert (t = 0 min) gebildet (dKfc). Durch die
Untersuchung von entnommenen Perfusatproben nach 0, 30, 60, 90 und
120 Minuten konnte die Elastasekonzentration als Indikator fur die
Aktivierung von Granulozyten in der Lungenstrombahn erfasst werden.
Die Anderungen des Lungengewichtes, des kapillaren
Filtrationskoeffizienten (dKfc) und der Elastasekonzentration wurden
tabellarisch und grafisch veranschaulicht. Hierfir wurde aus
Darstellungsgrinden bei den Gruppen mit n = 6 Versuchen der
arithmetische Mittelwert mit Standardfehler verwendet. In den Gruppen
mit n = 2 Versuchen wurden die Einzelwerte entsprechend aufgefihrt. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden jeweils zwei

Versuchsgruppen gemeinsam mit der Kontrollgruppe dargestelit.

- 32 -



3.2 Versuche

3.2.1 Anderung des Lungengewichtes
In der Kontrollgruppe (Gruppe 1, n = 6) wurden die Lungen 120 Minuten

ohne Zugabe von Substanzen kontinuierlich und normal perfundiert.

In Gruppe 2 (n = 6) wurde der Einfluss von hitzeaggregierten IgG-
Antikdrpern aus Beriglobin® und von Inhibitoren der nicht-proteolytischen
Mediatoren auf das Lungengewicht untersucht: Es wurde Fenistil®
(Histamin;-Rezeptorantagonist), Tagamet® (Histamin,-
Rezeptorantagonist), Voltaren® (Cyclo- und Lipoxygenaseblocker) und
WEB 2086 (PAF-Antagonist), die im weiteren Verlauf als Inhibitor-Cocktail

zusammengefaldt werden, zusammen als Bolus appliziert.
In Gruppe 3 (n = 2) wurde der Einfluss auf das Lungengewicht bei

zuséatzlicher kontinuierlicher Gabe des Elastase-Inhibitors CE-1037 zum

Inhibitor-Cocktail und zu 1gG untersucht.
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Zeit Anderung des Anderung des Anderung des
(min) Lungengewichtes Lungengewichtes Lungengewichtes (g)

(9) (9) (2 Einzelversuche)
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00
15 0,50 + 0,21 1,63+ 0,55 -0,30 0,30
30 1,22 + 0,47 2,20 + 0,86 0,00 0,80
60 1,90 + 0,92 2,42+ 1,11 0,30 0,30
75 2,67 + 1,20 3,15 + 1,47 0,70 0,90
00 3,67 1,42 4,40 + 1,95 2,00 1,90
120 4,33+1,93 5,88 + 2,46 2,50 4,20
Tab. 1

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n =
6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 3 (Cocktail, CE-1037 und IgG, n = 2).

Sowohl bei Gruppe 1 als auch bei den Gruppen 2 und 3 liel3 sich eine
geringe, langsame Gewichtszunahme der Lunge erkennen. Gruppe 2
zeigte mit 5,88 + 2,46 g den hochsten Gewichtsanstieg nach 120 Minuten,
gefolgt von Gruppe 1 und Gruppe 3. Nach 120 Minuten Versuchszeit war
der Gewichtsanstieg in Gruppe 1 und 2 nicht signifikant.

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2

wurde nicht festgestellt (Tab. 1, Abb. 2).
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Anderung des Lungengewichtes
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Anderung des
Gewichtes ()
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- - & - - Cocktail + CE-1037 + IgG

10 -

Cocktalil
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CE-1037 lgG

Abb. 2
Anderung des Lungengewichtes iiber zwei Stunden im Anschluss an eine

Steady-State Phase von 30 Minuten, wahrend der die Substanzen (aul3er
IgG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei
Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und
Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n = 6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 3
(Cocktail, CE-1037 und IgG, n = 2).
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In Gruppe 4 (n = 6) wurde gepruft, inwieweit die Applikation des Inhibitor-
Cocktails (Hi/H,-Rezeptorantagonist, Cyclo-/Lipoxygenaseblocker und
PAF-Antagonist) einen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung der Lunge
hat, nachdem in der Lungenstrombahn humane polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN) durch humane hitzeaggregierte 1gG-Ak

stimuliert wurden.

In Gruppe 5 (n = 6) wurde untersucht, inwieweit, nach vorangehender
Gabe des Inhibitor-Cocktails, die zusatzliche kontinuierliche Applikation
des  Elastase-Inhibitors  CE-1037  einen Einfluss auf die
Gewichtsveranderung der Lunge hat, nachdem in der Strombahn humane
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) durch humane

hitzeaggregierte IgG-Ak stimuliert wurden.
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Gruppe 1 Gruppe 4 Gruppe 5
Zeit Anderung des Anderung des Anderung des
(min) Lungengewichtes Lungengewichtes Lungengewichtes

@ @ @

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
15 0,50 + 0,21 0,95 + 0,37 0,75 + 0,44
30 1,22 + 0,47 1,50 + 0,93 0,57 £ 0,47
60 1,90 + 0,92 2,87 + 1,51 0,10 £ 0,46
75 2,67 + 1,20 5,57 + 2,05 0,12 £ 0,40
00 3,67 1,42 8,35 + 2,50 0,32 0,49
120 4,33+1,93 13,83 £ 3,36 0,20 £ 0,43
Tab. 2

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6), Gruppe 4 (Cocktail, PMN und IgG,
n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN und IgG, n = 6).

In Gruppe 1 nahm das Gewicht bis zum Ende kontinuierlich geringfigig zu
(siehe Seite 34 - 35). In Gruppe 4 kam es zu einer langsamen
geringfliigigen Gewichtszunahme Uber 60 Minuten. Danach stieg das
Lungengewicht starker an. Das dabei zu den einzelnen Zeitpunkten
gemessene Gewicht war signifikant erhéht im Vergleich zu dem jeweils
vorangehenden Wert (p < 0,05). Nach 120 Minuten war die grofite
Zunahme aller Versuchsgruppen mit 13,83 + 3,36 g erreicht. Gruppe 5
wies eine ahnlich geringe Zunahme wie Gruppe 1 in den ersten 15
Minuten auf, um dann langsam wieder auf niedrigere Werte abzufallen.
Dabei zeigte sich eine im Vergleich zu dem vorhergehenden Wert
signifikante Gewichtsabnahme mit 0,1 £ 0,46 g nach 60 Minuten (p <
0,05).

Das Lungengewicht in Gruppe 4 und 5 unterschied sich nach 120 Minuten
hochsignifikant (p < 0,01) (Tab. 2, Abb. 3).
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Abb. 3
Anderung des Lungengewichtes iiber zwei Stunden im Anschluss an eine

Steady-State Phase von 30 Minuten, wahrend der die Substanzen (aul3er
IgG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei
Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von Substanzen, n = 6), Gruppe 4
(Cocktail, PMN und 1gG, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN
und IgG, n = 6).
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In Gruppe 6 (n = 2) sollte der Einfluss des Elastase-Inhibitors CE-1037
ohne vorangehende Applikation des Inhibitor-Cocktails  (Hi/H,-
Rezeptorantagonist, Cyclo-/Lipoxygenaseblocker und PAF-Antagonist)
auf die Anderung des Lungengewichtes nach Stimulation von humanen
PMN durch hitzeaggregierte Immunglobuline in der Lungenstrombahn

untersucht werden.

Gruppe 1 Gruppe 5 Gruppe 6

Zeit Anderung des Anderung des Anderung des
(min) Lungengewichtes Lungengewichtes Lungengewichtes (g)

(9) (9) (2 Einzelversuche)
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00
15 0,50 + 0,21 0,75 + 0,44 1,00 1,10
30 1,22 + 0,47 0,57 + 0,47 0,30 0,30
60 1,90 + 0,92 0,10 £ 0,46 -0,10 -0,10
75 2,67 + 1,20 0,12 £ 0,40 -0,10 0,00
00 3,67 1,42 0,32 0,49 0,00 0,00
120 4,33+1,93 0,20 £ 0,43 0,50 -0,10

Tab. 3
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe

ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037,
PMN und IgG, n = 6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 6 (CE-1037, PMN und
IgG, n = 2).

In Gruppe 1 kam es zu einer kontinuierlich geringen Gewichtszunahme
der Lunge bis zum Ende der Versuche (siehe Seite 34 - 35). Das
Lungengewicht in Gruppe 5 wies eine ahnlich geringe Zunahme in den
ersten 15 Minuten auf, um dann langsam wieder auf niedrigere Werte
abzufallen (siehe Seite 37 - 38). Bei den beiden Versuchen der Gruppe 6
wurde eine &hnliche Gewichtsentwicklung wie bei Gruppe 5 gesehen.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 5 wurde
nicht festgestellt (Tab. 3, Abb. 4).
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Abb. 4

Anderung des Lungengewichtes iiber zwei Stunden im Anschluss an eine

Steady-State Phase von 30 Minuten, wahrend der die Substanzen (aul3er

IgG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei

Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und
Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN und IgG, n = 6) sowie Einzelwerte bei
Gruppe 6 (CE-1037, PMN und IgG, n = 2).
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3.2.2 Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten
In der Kontrollgruppe (Gruppe 1, n = 6) wurden die Lungen 120 Minuten

ohne Zugabe von Substanzen kontinuierlich und normal perfundiert.

In Gruppe 2 (n = 6) wurde der Einfluss von hitzeaggregierten IgG-
Antikdrpern aus Beriglobin® und von Inhibitoren der nicht-proteolytischen
Mediatoren auf den kapillaren Filtrationskoeffizienten untersucht: Es
wurde Fenistil® (Histamin;-Rezeptorantagonist), Tagamet® (Histamin,-
Rezeptorantagonist), Voltaren® (Cyclo- und Lipoxygenaseblocker) und
WEB 2086 (PAF-Antagonist), die im weiteren Verlauf als Inhibitor-Cocktail

zusammengefaldt werden, zusammen als Bolus appliziert.
In Gruppe 3 (n = 2) wurde der Einfluss auf den Kkapillaren

Filtrationskoeffizienten bei zusatzlicher kontinuierlicher Gabe des

Elastase-Inhibitors CE-1037 zum Inhibitor-Cocktail und zu IgG untersucht.
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Tabelle 4 gibt eine Zusammenfassung der zur Berechnung des dKfc

(Differenz des kapillaren Filtrationskoeffizienten zum Ausgangswert)

bendotigten Variablen an:

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
(2 Einzelversuche)

Zeit PKD Filtration Kfc PKD Filtration Kfc PKD | Filtration Kfc
(min) [ (mmHQ) (ml/min/ (ml/min/ (mmHg) (ml/min/ (ml/min/ (mmHg) (ml/min/ (ml/min/

100g) mmHg/100g) 100g) mmHg/100g) 100g) mmHg/100g)
0 10,24 +0,40( 3,03+0,38 | 0,30+ 0,04 | 9,66 +0,24 | 3,59+0,87 | 0,37+0,09 | 8,79 | 7,96 | 2,02 | 2,00 | 0,23 | 0,25
15 10,04 +0,39| 2,47 +£0,22 | 0,25+ 0,02 |10,16 £ 0,27 | 2,68+ 0,54 | 0,26 £ 0,05 | 9,20 | 8,54 | 2,02 | 1,69 | 0,22 | 0,19
30 10,08 +0,37| 2,42+ 0,15 | 0,24+0,02 | 9,99+0,19 | 2,61+0,57 | 0,26+ 0,06 | 8,87 | 8,38 | 2,02 | 2,62 | 0,23 | 0,31
60 10,13+0,37| 2,76 £0,29 | 0,27 £ 0,03 |10,05+0,24| 3,04+0,83 | 0,30+ 0,08 | 9,14 | 8,44 | 2,02 | 2,32 | 0,22 | 0,27
75 10,07 +0,35( 2,82+ 0,45 | 0,28+ 0,04 | 9,96+0,29 | 3,79+1,45| 0,38+0,14 | 8,39 | 8,51 | 2,02 | 525 | 0,24 | 0,61
90 994+0,34 | 3,16 +0,53 | 0,32+0,05 | 9,69+0,36 | 451+2,23 | 0,46+0,21 | 8,65 8,60 | 2,29 | 6,48 | 0,26 | 0,75
120 (10,05+0,32( 4,47+0,95 | 0,58+ 0,16 |10,06+0,29| 9,78 +5,70 | 0,94+0,52 | 8,64 | 8,90 | 497 | 8,49 | 0,58 | 0,95
Tab. 4

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n =
6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 3 (Cocktail, CE-1037 und IgG, n = 2);
PKD (errechneter pulmonal-kapillarer Druck aus pulmonal-arteriellem und
-vendsem Druck), kapillare Filtration (FlUssigkeitseinstrom ins
Lungengewebe pro Minute bezogen auf 100 g Lungenfeuchtgewicht) und
Kfc (kapillarer Filtrationskoeffizient als Quotient aus Filtration und PKD

bezogen auf 100 g Lungenfeuchtgewicht).
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Zeit Anderung des dKfc Anderung des dKfc Anderung des dKfc
(min) (ml/min/mmHg/100g) (ml/min/mmHg/100g) (ml/min/mmHg/100g)
(2 Einzelversuche)

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00
15 -0,05 + 0,04 -0,11+ 0,04 -0,01 -0,06
30 -0,06 + 0,03 -0,11+ 0,04 0,00 0,06
60 -0,03+0,03 -0,07 £ 0,05 -0,01 0,02
75 -0,02 + 0,05 0,01+0,11 0,01 0,36
90 0,02 + 0,05 0,09+0,18 0,03 0,50
120 0,28 +0,16 0,57 +0,49 0,35 0,70
Tab. 5

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n =
6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 3 (Cocktail, CE-1037 und IgG, n = 2);

dKfc (Differenz des kapillaren Filtrationskoeffizienten zum Ausgangswert).

In den Gruppen 1 und 2 war nach ca. 75 Minuten Versuchszeit eine
anfangs geringe, nach 90 Minuten starkere kontinuierliche Zunahme des
dKfc zu beobachten. Diese war jedoch in beiden Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich zu den vorhergehenden Werten. Gruppe 3 zeigte in einem
Versuch einen ahnlichen Verlauf, in dem anderen kam es bereits nach 60
Minuten zu einem starken kontinuierlichen Anstieg. Nach 120 Minuten war
die kapillare Permeabilitdt in Gruppe 3 in einem Versuch am héchsten,
gefolgt von Gruppe 2 und dem zweiten Versuch der Gruppe 3. In der
Kontrollgruppe war die geringste Zunahme des dKfc mit 0,28 = 0,16
ml/min/mmHg/100 g zu verzeichnen.

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2
wurde nicht festgestellt (Tab. 4 und 5, Abb. 5).
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Abb. 5
Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (dKfc) tiber zwei Stunden

im Anschluss an eine Steady-State Phase von 30 Minuten, wéahrend der
die Substanzen (aul3er 1gG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte
mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von
Substanzen, n = 6) und Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n = 6) sowie
Einzelwerte bei Gruppe 3 (Cocktail, CE-1037 und IgG, n = 2).
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In Gruppe 4 (n = 6) wurde gepruft, inwieweit die Applikation des Inhibitor-
Cocktails (Hi/H,-Rezeptorantagonist, Cyclo-/Lipoxygenaseblocker und
PAF-Antagonist) einen Einfluss auf den kapillaren Filtrationskoeffizienten
der Lunge hat, nachdem in der Lungenstrombahn humane
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) durch humane

hitzeaggregierte IgG-Ak stimuliert wurden.

In Gruppe 5 (n = 6) wurde untersucht, inwieweit, nach vorangehender
Gabe des Inhibitor-Cocktails, die zusatzliche kontinuierliche Applikation
des Elastase-Inhibitors CE-1037 einen Einfluss auf den kapillaren
Filtrationskoeffizienten der Lunge hat, nachdem in der Strombahn
humane polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) durch

humane hitzeaggregierte 1gG-Ak stimuliert wurden.
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Tabelle 6 gibt eine Zusammenfassung der zur Berechnung des dKfc

(Differenz des kapillaren Filtrationskoeffizienten zum Ausgangswert)

bendotigten Variablen an:

Gruppe 1 Gruppe 4 Gruppe 5

Zeit PKD [Filtration Kfc PKD Filtration Kfc PKD |Filtration Kfc
(min) [ (mmHQ) (ml/min/ (ml/min/ (mmHg) (ml/min/ (ml/min/ (mmHg) (ml/min/ (ml/min/

100g) | mmHg/100g) 100g) mmHg/100g) 100g) |mmHg/100g)
0 10,24 +0,40(3,03+0,38| 0,30+0,04 | 10,03+0,34( 4,79+1,28 | 0,48+0,13 | 8,32+0,60 [2,99 £ 0,40| 0,37 £ 0,06
15 10,04 +0,39|2,47 £ 0,22 0,25+0,02 | 9,92+0,23 | 3,89+0,96 | 0,39+0,10 | 8,34+0,69 [1,68+0,17| 0,21 +0,02
30 10,08 +0,37|2,42 +0,15| 0,24+0,02 | 9,88+0,26 | 445+1,04 | 0,46+0,11 | 8,20+0,63 [1,74 +£0,28| 0,21 +0,03
60 10,13 +0,37|2,76 £ 0,29| 0,27 +0,03 | 10,01 +0,28 7,14+1,97 | 0,65+0,20 | 8,13+0,66 [1,80+ 0,32| 0,22 +0,03
75 10,07 +0,35|2,82 + 0,45| 0,28 +0,04 | 10,01+0,29( 8,24+2,23 | 0,83+0,23 | 8,19+0,65 [2,07 £0,25| 0,26 + 0,04
90 9,94 +0,34 |3,16 +0,53| 0,32+0,05 | 9,92+0,30 {11,13+3,09| 1,13+0,32 | 8,12+0,66 (2,12 +0,39| 0,26 + 0,05
120 (10,05+0,32(4,47+0,95| 0,58+0,16 |10,04+0,32|20,28+5,61| 2,03+0,57 | 8,14+0,62 |3,12+0,44( 0,39 + 0,06
Tab. 6

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe

ohne Zugabe von Substanzen, n = 6), Gruppe 4 (Cocktail, PMN und IgG,
n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN und IgG, n = 6); PKD

(errechneter pulmonal-kapillarer Druck aus pulmonal-arteriellem und

-vendsem  Druck),

kapillare

Filtration

(Flussigkeitseinstrom

ins

Lungengewebe pro Minute bezogen auf 100 g Lungenfeuchtgewicht) und

Kfc (kapillarer Filtrationskoeffizient als Quotient aus Filtration und PKD

bezogen auf 100 g Lungenfeuchtgewicht).
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Gruppe 1 Gruppe 4 Gruppe 5
Zeit Anderung des dKfc Anderung des dKfc Anderung des dKfc
(min) (ml/min/mmHg/100g) (ml/min/mmHg/100g) (ml/min/mmHg/100g)
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
15 -0,05 + 0,04 -0,09 + 0,05 -0,16 + 0,05
30 -0,06 + 0,03 -0,03 + 0,06 -0,15 + 0,06
60 -0,03 + 0,03 0,16 £ 0,07 -0,15 + 0,04
75 -0,02 £ 0,05 0,35+ 0,10 -0,11 + 0,04
90 0,02 + 0,05 0,65 + 0,19 -0,11 + 0,05
120 0,28+ 0,16 1,54 0,44 0,02 + 0,06
Tab. 7

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6), Gruppe 4 (Cocktail, PMN und IgG,
n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN und IgG, n = 6); dKfc

(Differenz des kapillaren Filtrationskoeffizienten zum Ausgangswert).

In der Gruppe 1 war nach ca. 75 Minuten Versuchszeit eine anfangs
geringe, nach 90 Minuten stérkere kontinuierliche Zunahme der kapillaren
Permeabilitat bis zum Ende der Versuchszeit zu sehen. Eine signifikante
Anderung des dKfc konnte nicht festgestellt werden. In Gruppe 4 stieg
nach kurzzeitigem Abfall des dKfc in den ersten 15 Minuten die kapillare
Permeabilitat kontinuierlich und zunehmend starker bis zum Ende der
Versuchszeit an. Die ab der 75. Minute ermittelten Werte waren
signifikant unterschiedlich zu dem jeweils vorangehenden Wert derselben
Gruppe (p < 0,05). Der nach 120 Minuten errechnete dKfc war mit 1,54 +
0,44 ml/min/mmHg/100 g am hochsten von allen Versuchsgruppen.
Gruppe 5 zeigte nach initialem Abfall des dKfc einen nahezu
unveranderten Verlauf wahrend 90 Minuten Versuchszeit, um nach 120
Minuten mit 0,02 £ 0,06 ml/min/mmHg/100 g einen signifikanten Anstieg
vorzuweisen (p < 0,05).

Gruppe 4 unterschied sich in den zur Minute 60, 75 und 90 ermittelten
dKfc-Werten hochsignifikant von Gruppe 1 und Gruppe 5 (p < 0,01) (Tab.

6 und 7, Abb. 6).
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dKfc (ml/min/ Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten -
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Abb. 6
Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (dKfc) tber zwei Stunden

im Anschluss an eine Steady-State Phase von 30 Minuten, wahrend der
die Substanzen (aul3er 1gG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte
mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von
Substanzen, n = 6), Gruppe 4 (Cocktail, PMN und IgG, n = 6) und Gruppe
5 (Cocktail, CE-1037, PMN und IgG, n = 6).
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In Gruppe 6 (n = 2) sollte der Einfluss des Elastase-Inhibitors CE-1037

ohne

Rezeptorantagonist,

vorangehende

Applikation

des

Inhibitor-Cocktails

(Hi/H2-

Cyclo-/Lipoxygenaseblocker und PAF-Antagonist)

auf die Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten nach Stimulation

von humanen PMN durch hitzeaggregierte

Lungenstrombahn untersucht werden.

Immunglobuline

in der

Tabelle 8 gibt eine Zusammenfassung der zur Berechnung des dKfc

(Differenz des kapillaren Filtrationskoeffizienten zum Ausgangswert)

bendotigten Variablen an:

Gruppe 1 Gruppe 5 Gruppe 6
(2 Einzelversuche)

Zeit PKD Filtration Kfc PKD Filtration Kfc PKD | Filtration Kfc
(min) [ (mmHQ) (ml/min/ (ml/min/ (mmHg) (ml/min/ (ml/min/ (mmHg) (ml/min/ (ml/min/

100g) mmHg/100g) 100g) mmHg/100g) 100g) mmHg/100g)
0 10,24 +0,40( 3,03+0,38 | 0,30+ 0,04 | 8,32+0,60 | 2,99+0,40 | 0,37+0,06 | 6,59 | 9,08 | 2,53 | 2,73 | 0,38 | 0,30
15 10,04 +0,39( 2,47+0,22 | 0,25+0,02 | 8,34+0,69 | 1,68+0,17 | 0,21+0,02 | 7,14 | 9,92 | 2,27 | 1,58 | 0,32 | 0,16
30 10,08 +0,37| 2,42+ 0,15 | 0,24+0,02 | 8,20+0,63 | 1,74+0,28 | 0,21+0,03 | 7,28 | 9,83 | 2,15 | 2,59 | 0,29 | 0,26
60 10,13+0,37| 2,76 £0,29 | 0,27+ 0,03 | 8,13+0,66 | 1,80+ 0,32 | 0,22+0,03 | 7,16 | 9,51 | 2,53 | 2,59 | 0,35 | 0,27
75 10,07 +0,35( 2,82+ 0,45 | 0,28+0,04 | 8,19+0,65 | 2,07+0,25 | 0,26+ 0,04 | 7,06 | 9,48 | 3,28 | 2,73 | 0,47 | 0,29
90 994+0,34 | 3,16 £0,53 | 0,32+0,05 | 8,12+ 0,66 | 2,12+0,39 | 0,26 +0,05 | 7,02 | 9,32 | 3,54 | 2,29 | 0,50 | 0,24
120 (10,05+0,32( 4,47+0,95| 0,58+0,16 | 8,14+0,62 | 3,12+0,44 | 0,39+0,06 | 7,33 | 9,27 | 505 | 3,16 | 0,69 | 0,34
Tab. 8

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037,
PMN und IgG, n = 6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 6 (CE-1037, PMN und
IgG, n = 2); PKD (errechneter pulmonal-kapillarer Druck aus pulmonal-
arteriellem und -vendsem Druck), kapillare Filtration (Fltssigkeitseinstrom
ins Lungengewebe pro Minute bezogen auf 100 g Lungenfeuchtgewicht)
und Kfc (kapillarer Filtrationskoeffizient als Quotient aus Filtration und

PKD bezogen auf 100 g Lungenfeuchtgewicht).

- 49 -




Gruppe 1 Gruppe 5 Gruppe 6

Zeit Anderung des dKfc Anderung des dKfc Anderung des dKfc
(min) (ml/min/mmHg/100g) (ml/min/mmHg/100g) (ml/min/mmHg/100g)
(2 Einzelversuche)

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00
15 -0,05 + 0,04 -0,16 + 0,05 -0,06 -0,14
30 -0,06 + 0,03 -0,15 + 0,06 -0,09 -0,04
60 -0,03+0,03 -0,15+ 0,04 -0,03 -0,03
75 -0,02 + 0,05 -0,11+ 0,04 0,09 -0,01
90 0,02 + 0,05 -0,11 £ 0,05 0,12 -0,06
120 0,28 +0,16 0,02 + 0,06 0,31 0,04
Tab. 9

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037,
PMN und IgG, n = 6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 6 (CE-1037, PMN und
IgG, n = 2); dKfc (Differenz des kapillaren Filtrationskoeffizienten zum

Ausgangswert).

In der Gruppe 1 war nach ca. 75 Minuten Versuchszeit eine anfangs
geringe, nach 90 Minuten starkere kontinuierliche Zunahme der kapillaren
Permeabilitat bis zum Ende der Versuchszeit zu sehen. Eine signifikante
Anderung des dKfc konnte nicht festgestellt werden. Gruppe 5 zeigte
nach initialem Abfall des dKfc einen nahezu unveranderten Verlauf
wahrend 90 Minuten Versuchszeit, um nach 120 Minuten mit 0,02 + 0,06
ml/min/mmHg/100 g einen signifikanten Anstieg vorzuweisen (p < 0,05).
Bei einem Versuch der Gruppe 6 konnte ein ahnlicher Verlauf wie in
Gruppe 5 beobachtet werden. Der andere Versuch unterschied sich durch
eine bereits nach ca. 60 Minuten langsam kontinuierlich bis zum
Versuchsende steigende kapillare Permeabilitat.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 5 wurde
nicht festgestellt (Tab. 8 und 9, Abb. 7).
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dKfc (ml/min/ Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten
mmHg/100 g)
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Abb. 7
Anderung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (dKfc) tiber zwei Stunden

im Anschluss an eine Steady-State Phase von 30 Minuten, wahrend der
die Substanzen (aul3er 1gG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte
mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von
Substanzen, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN und IgG, n =
6) sowie Einzelwerte bei Gruppe 6 (CE-1037, PMN und IgG, n = 2).

- 51 -



3.2.3 Anderung der Elastasekonzentration

Gruppe 1

Gruppe 2

Gruppe 4

Gruppe 5

Z eit Elastase-
(min) | Konzentration
(7))

Elastase-
Konzentration
(7))

Elastase-
Konzentration
(7))

Elastase-
Konzentration
(7))

0 21,08 + 2,44 32,17 £ 4,75 35,75 +£1,89 36,16 £ 4,77
30 17,85+ 1,90 32,75 £ 3,59 60,05 + 7,29 59,89 + 9,81
60 19,80 + 1,06 35,34 £ 3,01 70,91+ 4,33 77,72+ 14,00
90 21,67 +2,30 34,23 £3,81 90,18 + 11,87 99,04 + 19,20
120 18,53+ 1,16 36,63 £5,41 107,52 £ 15,24 101,51 + 24,59
Tab. 10

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe
ohne Zugabe von Substanzen, n = 6), Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n = 6),
Gruppe 4 (Cocktail, PMN und 1gG, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-
1037, PMN und IgG, n = 6).

Wahrend 120 Minuten Versuchszeit zeigten Gruppe 1 und 2 eine nahezu
unveranderte Elastasekonzentration, wobei in Gruppe 2 durchgehend
etwas hohere Werte gemessen wurden. In beiden Gruppen kam es zu
keinem signifikanten Anstieg der Elastasekonzentration. Ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen wurde nicht festgestellt.

Gruppe 4 und 5 wiesen einen fast identischen steilen Anstieg der
Elastasekonzentration vom Beginn bis zum Ende der Versuchszeit auf.
Hierbei wurde in Gruppe 4 nach 30 und 120 Minuten und in Gruppe 5
nach 30, 60 wund 90 Minuten ein signifikanter Anstieg der
Elastasekonzentration im Vergleich zu dem jeweils vorangehenden Wert
ermittelt (p < 0,05). Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen bestand nicht.

Zum Zeitpunkt t = 0 min war die Elastasekonzentration der Gruppe 4
signifikant hoher als die der Gruppe 1 (p < 0,05). Ab der 30. Minute waren
die Elastasekonzentrationen der Gruppe 4 und 5 hochsignifikant héher
als die der Gruppe 1 und 2 (p < 0,01) (Tab. 10, Abb. 8).
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Abb. 8

Anderung der Elastasekonzentration im Perfusat tiber zwei Stunden im
Anschluss an eine Steady-State Phase von 30 Minuten, wahrend der die
Substanzen (auf3er 1gG) appliziert wurden: Arithmetische Mittelwerte mit
Standardfehler bei Gruppe 1 (Kontrollgruppe ohne Zugabe von
Substanzen, n = 6), Gruppe 2 (Cocktail und IgG, n = 6), Gruppe 4
(Cocktail, PMN und 1gG, n = 6) und Gruppe 5 (Cocktail, CE-1037, PMN
und IgG, n = 6).
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit konnten am Modell der isoliert ventilierten und
blutfrei perfundierten Kaninchenlunge Hinweise gewonnen werden, dass
durch Zugabe des synthetischen Elastase-Inhibitors CE-1037 die
Entstehung eines  durch  Granulozytenstimulation  ausgeldsten

Lungenddems verhindert werden kann.

Um die Wirkung des Inhibitors CE-1037 auf die von aktivierten humanen
PMN ausgeschitteten Proteasen, besonders Elastase, zu untersuchen
und die Interaktion mit den klassischen humoralen Kaskadensystemen zu
vermeiden, wurde die isoliert ventilierte Kaninchenlunge mit einer zell-
und plasmafreien Krebs-Henseleit-L6sung perfundiert.

Zur Vermeidung des Einflusses von vasoaktiven, den Gefal3tonus und die
Permeabilitat beeinflussenden nicht-proteolytischen Faktoren, erfolgte die
Applikation eines Inhibitor-Cocktails, bestehend aus Diclofenac
(Voltaren®), WEB 2086, Cimetidin (Tagamet®) und Dimetinden (Fenistil®):
So wird durch Gabe des nichtsteroidalen Antiphlogistikums Diclofenac die
Bildung von Arachidonsaure-Metaboliten durch die Cyclo- und
Lipoxygenase nach Stimulation von PMN blockiert (100, 106, 174).
Dadurch liel3 sich der initiale Anstieg des pulmonal-arteriellen Drucks und
der kapillaren Flussigkeitsextravasation verhindern. Fur die hierbei
auftretende pulmonale Vasokonstriktion wird in erster Linie Thromboxan
(TXA,) verantwortlich gemacht (42, 121, 176, 178, 180). Dieses wird als
Cyclooxygenaseprodukt der Arachidonsaure im Lungengewebe
synthetisiert (179). Auslosender Stimulus ist wahrscheinlich eine
Endothellasion durch reaktive O,-Produkte aus dem "respiratory burst" (5,

12). Leukotriene und andere Lipoxygenaseprodukte erhdhen die
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vaskulare Permeabilitat der Lungengefal3e (17, 33, 54, 165). Sie fordern
weiterhin die Chemotaxis, die Migration und die Adharenz der
Granulozyten an die GefalBwand (54, 109, 121, 149, 197). Zu einem
grof3en Anteil werden sie von den PMN selbst synthetisiert und freigesetzt
(12, 14, 43, 45, 51, 58, 112, 123, 126, 133, 149, 175, 186, 202). lhr
Stellenwert im Rahmen des ARDS ist jedoch noch nicht vollig geklart.
Darliber hinaus wurde durch die Gabe von WEB 2086 der Einfluss des
Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF) auf die Lungenstrombahn
unterdruckt (25, 28, 41, 91, 101, 102, 127, 155, 163, 167, 191, 196, 216).
PAF wird eine wichtige Rolle in der Pathogenese des ARDS und
bestimmter Schockformen zugeschrieben (27, 69, 72, 125, 191, 196). So
wurden in der Bronchioalveolarlavage-Flissigkeit von ARDS-Patienten
deutlich erhéhte Mengen an PAF gefunden (125). Worthen et al. (1983)
konnten bereits in Kaninchenlungen erhéhte Mengen an PMN, Albumin
und Wasser nach Applikation von PAF feststellen. Weiterhin enthalt das
Lungengewebe des Menschen spezifische PAF-Rezeptoren, die einen
Zusammenhang dieses Mediators mit der Pathophysiologie einiger
Erkrankungen der Lunge nahelegen (75). PAF wird neben den PMN von
verschiedenen Zellpopulationen im Kaninchen und Menschen
synthetisiert (27, 116, 117, 164, 216). Es wirkt chemotaktisch und
aktivierend auf Leukozyten und Thrombozyten (15, 32, 105, 164, 217,
224). AulRerdem erhdoht es den Tonus und die Permeabilitit der
Lungengefalle direkt bzw. indirekt Uber die Bildung von Arachidonsaure-
Metaboliten, wie Leukotrien C, (LTC,) und TXA,, im Lungengewebe (15,
25, 28, 34, 72, 73, 115, 127, 151, 163, 190, 224). PAF induziert aber auch
die Bildung von reaktiven O,-Spezies, die seine Wirkung auf Endothelien
zu modulieren scheinen (72, 167).

Schlief3lich wurden durch Gabe des H;-Antagonisten Dimetinden und des
H,-Antagonisten Cimetidin die Auswirkungen von Histamin auf das
GefalRbett der Lunge inhibiert. Am Beispiel eines durch Pseudomonas-
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Sepsis ausgeldosten ARDS am Schwein konnte die nutzliche Wirkung von
H:- und H,-Blockern bereits nachgewiesen werden (22, 192, 193). Damit
lieRen sich die, durch Histamin verursachten, initialen hamodynamischen
Reaktionen verhindern. In zahlreichen Studien wurden die Effekte von
Histamin auf den Widerstand und die Compliance der Lungengefal3e
untersucht (61, 76, 114, 159, 160). Histamin wird von den basophilen
Granulozyten und Mastzellen gebildet und sezerniert. Letztere befinden
sich im perivaskularen Lungenparenchym (59), wo sich ihre Zahl je nach
den pathophysiologischen Bedingungen &ndert (95). Stimulation von H;-
Rezeptoren fihrt dann zur pulmonalen Vaso- und Bronchokonstriktion
(16, 61, 76, 159, 204). Der Anstieg des pulmonal-kapillaren Druckes
erfolgt dabei Uber eine Erh6hung des postkapillaren Widerstandes (61,
159, 160). Stimulation der H,-Rezeptoren fihrt zur pulmonalen
Vasodilatation (7, 210) und zur Erhohung der Gefal3permeabilitat (16,
103). Der Anstieg der mikrovaskularen Permeabilitat erfolgt hierbei Gber
eine vorubergehende Erweiterung der Zwischenzellabstande der ventsen
Endothelzellen (Majno et Palade, 1961; Rowley, 1964; Casley-Smith et
Window, 1976).

Der zu untersuchende synthetische Protease-Inhibitor CE-1037 wurde als
Inhibitor der humanen PMN-Elastase entwickelt. Fir die Auslésung der
pulmonalen Permeabilitdtsstorung wurden daher humane PMN
verwendet. Diese wurden nach der Methode von Hjorth et al. (1981)
separiert, die als sehr prazise, schonend und nicht belastend fur die
funktionelle Aktivitat der PMN gilt: Etwa 60 - 80 % der Leukozyten aus
dem menschlichen Blut werden hierbei gewonnen (70, 113). Der Anteil
der PMN an den Leukozyten betragt dabei 94 - 100 % (113, 212). Uber
95 % der Zellen sind vital und in ihrer Funktionsfahigkeit unbeeintrachtigt.
Allerdings kommt es zu einer geringen Zellaktivierung wahrend des
Separationsverfahrens (70, 113, 212). Fiur die vorliegenden Versuche
wurden durchschnittlich 193 + 17 x 10° PMN aus 100 ml menschlichem
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Vollblut separiert. Bei den Gruppen 4, 5 und 6 wurden dann die humanen
PMN, die sich in einer mit Perfusat geflllten 10 ml-Spritze befanden, nach
ca. 15 Minuten der Steady-State Phase in den arteriellen Schenkel des
geschlossenen Perfusionssystems injiziert. Bereits nach der ersten
Passage durch das pulmonale Kapillarbett kommt es zu einem
Leukozytentrapping von etwa 80 - 90 % der applizierten PMN, welches im
Verlauf weiter zunimmt (111, 123, 189). Hierbei kommt es durch die
Adhé&sion zu keiner histologisch und physiologisch fassbaren
Lungenparenchymschéadigung (123, 189). Im Gegensatz zu den humanen
PMN lassen sich Kaninchen-PMN nur zu einem geringeren Prozentsatz
separieren (123). Sie werden dabei starker aktiviert (123). Wird
Kaninchenvollblut verwendet und ins Perfusionssystem gegeben, so ist
aulRerdem erst nach 60. Minuten eine Leukozytenadhasion von ca. 90 %
im pulmonalen Gefal3bett nachweisbar (123). Schliellich liegen derzeit
nur wenig Daten zur Beschaffenheit und Wirkung der PMN-Elastase aus
Kaninchen-PMN vor (53, 94).

Als Stimulus fir die humanen PMN wurde humanes hitzeaggregiertes IgG
verwendet, welches nach der Methode von Henson et al. (1972)
hergestellt wurde: Aggregatbildung durch Hitzeeinwirkung fihrt ebenso
wie Antigenbindung zu einer Konformationsdnderung des IgG-Molekiils
ohne EinbulRe der biologischen Aktivitat des Proteins, speziell des Fc-
Stlcks (220). Menschliche PMN besitzen Oberflachenrezeptoren, mit
denen sie das Fc-Stick humaner Immunglobuline binden (129). Insofern
stellt hitzeaggregiertes IgG genauso einen physiologischen in vivo
Stimulus dar wie aktivierte Komplementkomponenten, Immunkomplexe
oder Bakterienpeptide (99). Hierbei kommt es bei Fc-Rezeptor-Kontakt
zwischen dem unléslichen, aggregierten IgG und der PMN-Oberflache
zur Phagozytose des IgG und zur Bildung eines Phagosoms. Dieses
verschmilzt mit den Lysosomen, die ihre Enzyme in das neugebildete
Phagolysosom degranulieren. Fc-Rezeptor-Kontakt kann aber auch nur
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ein Membransignal bewirken, das dazu fuhrt, dass die PMN ihre
lysosomalen Enzyme durch Exozytose nach extrazellular freisetzen
("regurgitation during feeding”) (66, 67, 68, 219). Dieses geschieht
insbesondere, wenn es sich dabei um nicht phagozytierbare Komplexe
handelt, z. B. bei Adharenz an das Endothel und bei frustraner
Phagozytose. Gleichzeitig wird der "respiratory burst" in Gang gesetzt
(57). Dieser erschopft sich 15 - 30 Minuten nach Stimulation der PMN
durch aggregiertes IgG. Danach werden nur noch minimale Mengen an
O,-Radikalen gebildet (45, 57, 123). O,-Radikale wirken nur im Moment
ihrer Freisetzung, so dass nach Ablauf des "respiratory burst" keine
weitere Wirkung von ihnen zu erwarten ist (47). Im Vergleich zu anderen
PMN-Stimuli wirkt hitzeaggregiertes IgG schwach aktivierend auf den
"respiratory burst", aber mittelstark auf die Freisetzung von lysosomalen
Enzymen (57, 194). Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden
160 mg humane hitzeaggregierte Immunglobuline pro Versuch in den
Gruppen 2 - 6 verwendet. Martin (1987) konnte bei seinen Versuchen in
vitro und in vivo eine starke Stimulation der humanen PMN mit dieser
Menge nachweisen. Untersuchungen zur selektiven Stimulierbarkeit von
Kaninchen-PMN durch humane hitzeaggregierte Immunglobuline und
andere Substanzen liegen nicht vor. Allerdings fuhrt in dem hier
vorliegenden Tiermodell die alleinige Gabe von 160 mg hitzeaggregierten
IgG nicht zu einem Anstieg des Lungengewichtes wahrend finf Stunden
Versuchszeit (123).

Fur die Erfassung der kapillaren Flissigkeitsextravasation in die Lunge
wurde neben der Lungengewichtszunahme der kapillare
Filtrationskoeffizient nach der Methode von Drake et al. (1980) bestimmt.
Dieser beschreibt das Verhaltnis zwischen der Netto-Flissigkeitsfiltration
und dem Gleichgewicht von hydrostatischen und onkotischen Kraften an
der kapillaren Membran. Fir normale Kaninchenlungen wurden in der
Literatur folgende Kfc-Werte beschrieben: 0,18 (145), 1,01 - 1,82 (183),
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0,87 (118) und 1,0 (215) ml/min/mmHg/100 g. Ein entscheidender Grund
fur die unterschiedlichen Kfc-Werte in der Literatur scheint, neben der
Vielzahl an verschiedenen Techniken und Methoden, die unterschiedliche
Zusammensetzung des Perfusats zu sein. Hierbei wird dem Gehalt an
Protein im Perfusat eine entscheidende Rolle beigemessen (100).
Aufgrund der Tatsache, dass proteinfreie Perfusionslosungen zu bis zu
50 % erhohten Kfc-Werten fuhren, wurde dem hier verwendeten Medium
4 g Albumin pro Liter Perfusat hinzugeflgt. Bei der hier verwendeten
Methode waren nicht nur die absoluten Kfc-Werte von Interesse. Vielmehr
ging es bei dieser Versuchskonstellation auch um die zeitlichen
Veranderungen der Filtrationskoeffizienten vor bzw. nach Odeminduktion
und CE-1037-Applikation. Daher wurde, um die einzelnen Reihen besser
miteinander vergleichen zZu kénnen, die Differenz der
Filtrationskoeffizienten (t = 15, 30, 60, 75, 90, 120 min) zum
Ausgangswert (t = 0 min) gebildet (dKfc).

Zur Bestimmung der Elastasekonzentration im Perfusat diente ein von
Neumann et al. (1984) entwickelter heterogener Enzymimmunoassay.
Dieser weist je nach Elastasekonzentration innerhalb eines Testansatzes
einen Variationskoeffizienten von 4 - 8 % und zwischen zwei
Testansatzen einen von 3 - 8 % auf (144). Der von dem genannten Autor
angegebene Normalwertbereich fur die Elastasekonzentration im Plasma
wurde aus 43 gesunden Menschen (3 weibliche und 40 ménnliche) im
Alter von 47 - 65 Jahren ermittelt. Er reicht von 50 - 181 pg/l und hat
einen Mittelwert von 97,5 pg/l mit einer Standardabweichung von
25,8 ug/l. Messungen der Elastasekonzentration beim Tier wurden mit
diesem Assay nicht durchgefthrt.

In Abwesenheit von chemischen Substanzen konnte in Gruppe 1
(Kontrollgruppe) bei konstanten Versuchsbedingungen wahrend 120
Minuten Versuchszeit kein signifikanter Hinweis auf die Entwicklung eines
Lungenddems festgestellt werden:
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In der Kontrollgruppe (Gruppe 1) nahm zwar das Gewicht bis zum Ende
geringfligig zu, diese Zunahme war jedoch statistisch nicht signifikant.

Der kapillare Filtrationskoeffizienten (dKfc) war nach ca. 75 Minuten
Versuchszeit ebenfalls kaum angestiegen. Erst nach 90 Minuten stieg er
geringfuigig kontinuierlich an. Diese Beobachtung war jedoch nicht
statistisch signifikant. Die durchschnittlichen Kfc-Werte lagen hierbei
zwischen 0,3 und 0,58 ml/min/mmHg/100 g. Damit entsprachen sie den in
der Literatur bereits beschriebenen Werten fir normale Kaninchenlungen
(118, 145, 183, 215).

Wahrend 120 Minuten Versuchszeit zeigte die Kontrollgruppe (Gruppe 1)
eine  nahezu unverdnderte Elastasekonzentration ohne einen
signifikanten Anstieg. Die ermittelten Werte betrugen dabei 17,85 - 21,67
pg/l. Da in der Kontrollgruppe weder humane PMN noch andere
Substanzen appliziert wurden, ist denkbar, dass es sich bei der
gemessenen Elastase um das entsprechende Enzym aus
Kaninchenleukozyten im Kapillarbett der Lunge handeln konnte.
Untersuchungen von Ermert et al. (1993 und 1994) zur Bestimmung und
Charakterisierung der intrakapillaren Leukozyten am Modell der isoliert
ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge unterstiitzen diese
Annahme. Die Kaninchen-PMN stellten dabei mit 1,41 x 10° Zellen die
grof3te Population der Leukozyten dar. Bei ihren Untersuchungen fiel die
Zahl der Granulozyten nach einer Perfusionszeit von ca. 30 Minuten auf
1,37 x 10° und nach ca. drei Stunden auf 0,69 x 10° ab. Diese Werte
spiegelten anndhernd die zu vermutende Zahl an pulmonal intrakapillar
sessilen Kaninchen-PMN bei den hier vorgestellten Versuchen wieder,
berlcksichtigt man zusétzlich die Steady-State Phase von 30 Minuten vor
Versuchsbeginn. Allerdings gibt es bei Kaninchen-PMN kaum Angaben in
der Literatur zur Menge und biochemischen Struktur lysosomaler
Proteinasen. Kaninchen-Leukozyten haben zwar auch Serinproteasen mit
Elastase-Aktivitat, die durch den o4-Proteinase-Inhibitor und die
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synthetischen Inhibitoren der humanen Leukozyten-Elastase annahernd
wie beim Menschen blockiert werden (53, 94). Normwerte fur die
Elastasekonzentration von Kaninchen-PMN in dem hier verwendeten
Tiermodell und Messverfahren liegen jedoch nicht vor, so dass eine
artifiziell gemessene Konzentration der Kaninchen-Elastase durchaus
denkbar ware. Ebenso kénnte es sich um die Messung kreuzreagierender
Stoffe des Kaninchens handeln. Es musste dennoch angenommen
werden, dass eine kurzanhaltende Stimulation der intravasal in den
Lungenkapillaren der Kaninchen festsitzenden PMN stattgefunden hatte,
die zur Freisetzung von Elastase gefuhrt hatte. Im Rahmen der
Organentnahme kam es nadmlich zu einer durch die Praparationstechnik
unvermeidlichen Ischdmiezeit von bis zu maximal 10 Minuten sowie zu
einer geringfigigen Traumatisierung der Lungen. Aus in vitro
Untersuchungen ist bekannt, dass nach einer Anoxie-Phase von 30
Minuten mit folgender Reoxygenation sowie nach Trauma eine
Dysfunktion der mikrovaskularen Endothelzellen beobachtet wird, die bei
Zugabe von PMN durch Elastase verstarkt wird (78, 79, 93). In vivo
Versuche an der isoliert ventilierten und perfundierten Lunge zeigen nach
einer Ischamiezeit von 60 Minuten und anschlieRender Reperfusion mit
leukozytenfreiem Blut einen geringradigen Anstieg des Kfc, der sich durch
einen Elastase-Inhibitor senken lasst (97).

Weitere Einflussfaktoren fir die geringradige Zunahme des Gewichtes
und des dKfc koénnten einzelne nicht-proteolytische Mediatoren, z. B.
Leukotriene, gewesen sein. Sie werden auf verschiedene Stimuli wie etwa
Hypoxie unterschiedlich stark ausgeschuttet bzw. gebildet (77, 162, 173,
186, 221). Im Zusammenhang mit der haufigen pulmonal-vendsen Druck-
Erh6éhung zur Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten flihren
sie zu einem geringen Gewichtsanstieg (100). Ohne hydrostatische
Belastung wird in der verwendeten Versuchsanordnung keine
Gewichtseinlagerung Uber vier Stunden festgestellt (45, 123).
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Letztlich scheint am vorliegenden Tiermodell unter den beschriebenen
Bedingungen die Konzentration der genannten Mediatoren so niedrig zu
sein, dass ihre biologische Wirksamkeit vernachlassigbar sein konnte
(123).
In Gruppe 2 wurden die genannten Beobachtungen durch die zusatzliche
Applikation eines Inhibitor-Cocktails bestehend aus Diclofenac, Cimetidin,
Dimetinden und WEB 2086 (Inhibitoren der nicht-proteolytischen
Mediatoren) sowie durch die Gabe von hitzeaggregierten
Immunglobulinen nicht signifikant beeinflusst:
Der Verlauf der Gewichtsentwicklung, der Anderung des dKfc und der
Elastasekonzentration bei Zugabe von hitzeaggregierten IgG und eines
Inhibitor-Cocktails (Gruppe 2) war nahezu identisch zur Gruppe ohne
Substanzen-Applikation (Kontrollgruppe). Bei allen drei Variablen kam es
zu keiner signifikanten Zunahme der Werte, auch nicht nach Gabe der
Immunglobuline. Allerdings lagen das Lungengewicht und die
Elastasekonzentration durchgehend etwas hoher als in der Kontrolle
(Gruppe 1). Die Werte des Kkapillaren Filtrationskoeffizienten (dKfc)
stiegen erst ab der 75. Minute hoher an. Ein signifikanter Unterschied von
Lungengewicht, dKfc und Elastasekonzentration zwischen beiden
Gruppen bestand nicht. Daher konnte der Schluss gezogen werden, dass
die hitzeaggregierten Immunglobuline und die Substanzen des Cocktails
keinen 6deminduzierenden Effekt hatten.
Im Gegenteil, aufgrund der Inhibitoren der nicht-proteolytischen
Mediatoren ware tendenziell eine geringere Gewichtseinlagerung als in
der Kontrolle (Gruppe 1) zu erwarten gewesen. Eine Erklarung kénnte
sein, dass die Stimulation der Kaninchen-PMN eventuell etwas starker
war als in der Kontrollgruppe. Ein Hinweis hierfir war die vergleichsweise
hohere Elastasekonzentration. Eine mangelnde Wirksamkeit des
Cocktails schien jedoch aufgrund der anfangs diskutierten Punkte nicht
ursachlich in Frage zu kommen. Lediglich Diclofenac kdnnte in der
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vorliegenden Dosis von 2 mg nur unzureichend die Wirkung von
Leukotrienen und anderen Lipoxygenaseprodukten gehemmt haben und
damit zu einer leicht verstarkten Flissigkeitseinlagerung beigetragen
haben (100, 106).

Die geringen Veradnderungen der untersuchten Variablen wéhrend der
Versuchszeit, nachdem die Immunglobuline und der Inhibitor-Cocktail
(Gruppe 2) injiziert worden waren, wurden folglich auf die gleichen
Pathomechanismen wie in der Kontrollgruppe zurtickgefthrt.

Die Ergebnisse der Gruppe 3 zeigten keinen ddeminduzierenden Effekt
durch die Applikation des Elastase-Inhibitors CE-1037 zusatzlich zum
Inhibitor-Cocktail und zu den hitzeaggregierten 1gG. Das Lungengewicht
und der dKfc waren tendenziell niedriger als in der vorangegangenen
Kontrollgruppe bzw. Gruppe mit Inhibitor-Cocktail und IgG alleine (Gruppe
1 und 2). Dies wurde als Hinweis auf die Hemmung der Elastase aus den
Kaninchen-PMN und ihre pathophysiologische Bedeutung gewertet.

Fasst man die bisher diskutierten Punkte zusammen, so konnte der
pathophysiologisch bedeutsame Einfluss der Mediatoren aus den drei
klassischen Kaskadensystemen, der Arachidonséure-Metaboliten, des
PAF, des Histamins und der O,-Radikale auf die im Folgenden zu
diskutierenden Ergebnisse weitgehend ausgeschlossen werden. Es war
allerdings am vorliegenden Tiermodell eine methodenbedingte
geringfuigige nicht-progrediente Schrankenstbérung im Bereich des
pulmonalen Kapillarbetts zu erkennen. Diese konnte auf die in geringem
Mal3e ausgeschittete Elastase intravasal in den Lungenkapillaren
festsitzender  Kaninchen-PMN  zurlckgefuhrt werden. Fir die
Untersuchung der vorliegenden Fragestellung war dieser Befund von
untergeordneter Bedeutung.

Die Resultate der Gruppe 4 zeigen, dass es trotz Anwesenheit des

Inhibitor-Cocktails nach  Stimulation der applizierten humanen
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Granulozyten durch hitzeaggregiertes 1gG zu einem deutlich
ausgepragten Lungenédem kam:
Dies wurde besonders an der ab der ca. 60. Minute signifikant starken
kontinuierlichen Gewichtszunahme von bis zu 13,8 g nach 120 Minuten
deutlich. Unter Berucksichtigung der erwdhnten Aspekte kamen hierfir als
Ursache in erster Linie granulozytare Proteasen, vor allem Elastase, in
Betracht (18, 20, 24, 85, 104, 170, 203).
Aus dem mehr als vierfachen Anstieg des Kfc-Wertes nach 120 Minuten
(2,03 ml/min/mmHg/100 g) liel3 sich erkennen, dass diese enorme
Flussigkeitsextravasation durch eine irreversible Schrankenschadigung
hervorgerufen wurde. Die Beobachtung, dass der kapillare
Filtrationskoeffizient, besonders ab der 60. Minute, bis zu diesem Wert
signifikant kontinuierlich zugenommen hatte, lie3 weiterhin den Schluss
zu, dass die Zerstorung der Schrankenfunktion progredient verlaufen war.
Dies waren weitere Hinweise flr die pathogenetische Bedeutung der
Elastase. In Versuchen von Koch et al. (1992) konnte die ursachliche
Beteiligung der Elastase an der irreversiblen Schrankenzerstérung des
pulmonalen Gefal3bettes bereits bewiesen werden. Es zeigte sich nach
Applikation einer bestimmten Elastasemenge ein mehr als flnffacher
Anstieg des Kfc. Suttorp et al. (1993) konnten in vitro eine Erhdhung der
Permeabilitat pulmonaler Endothelzellen durch humane PMN-Elastase
ebenfalls belegen.
Die starke Zunahme des Gewichtes und des kapillaren
Filtrationskoeffizienten nach 60 Minuten war gut vereinbar mit der
ursachlichen Beteiligung der PMN-Proteasen, insbesondere der Elastase.
In Ubereinstimmung mit dieser Annahme sind die Ergebnisse von Martin
(1987), Flick (1989) und Bohm (1993). Sie konnten zeigen, dass nach
Applikation von in vitro vorstimulierten PMN bzw. gereinigter Elastase
eine Gewichtszunahme der Lunge mit einer Latenz von 60 - 120 Minuten
eintritt. Stimulation von PMN im Perfusat durch Phorbolester flhrte
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hingegen zu einer sofortigen Odembildung, die unter anderem auf die
kombinierte Wirkung von Arachidonsaure-Produkten und O,-Radikalen
zuruckgefuhrt werden konnte (188).
Immunchemische Bestimmungen der Elastase bestarkten die genannten
Hinweise. Sie zeigten nach Stimulation der Granulozyten durch
hitzeaggregierte Immunglobuline eine signifikante Erhdhung der
Elastasekonzentration im Perfusat im Vergleich zum Wert vor PMN-
Stimulation. Die Zunahme der Elastasekonzentration wahrend der
Versuchszeit belegte desweiteren die Annahme, dass eine kontinuierlich
steigende aber protrahierte Ausschittung an Elastase von den
Granulozyten ausging. Martin (1987) und Flick (1989) konnten in in vitro
und in vivo Experimenten am gleichen Tiermodell ebenfalls einen Anstieg
der Elastasekonzentration bis zur vierten Stunde nach Applikation von
Ag-Ak-Komplexen nachweisen.
Im Vergleich zur Gruppe ohne zusatzliche Substanzen (Kontrolle) sowie
zur Gruppe mit Inhibitor-Cocktail und 1gG (Gruppe 2) wurden die
vorliegenden Ergebnisse ebenfalls bestatigt: Es zeigte sich ein
hochsignifikanter ~ Unterschied ab der 30. Minute bei der
Elastasekonzentration und ab der 60. Minute beim dKfc. Dies war ein
Beleg fur die ausgepragte Stimulation der zusatzlich applizierten
humanen PMN durch hitzeaggregierte Immunglobuline und der
konsekutiven  progredienten  Schrankenstérung des pulmonalen
Kapillarbetts.
Obwohl eine zunehmende Differenz zwischen dem jeweiligen
Lungengewicht der beiden genannten Gruppen ohne humane PMN
(Kontrolle und Gruppe 2) und dem der Gruppe mit stimulierten humanen
PMN (Gruppe 4) beobachtet wurde, konnte in den 120 Minuten
Versuchszeit kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Dieses
konnte darin begriindet liegen, dass die Odemformation durch Elastase
von der ausgeschitteten Menge und der Wirkdauer dieses Enzyms
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abhangen (100). Bei langerer Versuchszeit lasst sich namlich, wie die
Untersuchungen von Martin (1987) und Flick (1989) gezeigt haben, ein
signifikanter Unterschied erkennen. Sie wiesen am selben Tiermodell eine
zunachst langsame, im weiteren Verlauf exponentielle
Lungengewichtszunahme Uber vier Stunden Versuchszeit nach. Diese
war jedoch erst in den letzten beiden Stunden signifikant.

Erstaunlicherweise wurde vor Stimulation der bereits applizierten
humanen PMN (Gruppe 4) ein signifikanter Unterschied der
Elastasekonzentration zur Kontrollgruppe (Gruppe 1) festgestellt. Bei der
gemessenen Ausgangskonzentration an Elastase in Gruppe 4 musste es
sich daher um die Summe aus Kaninchen-Elastase und menschlicher
Elastase handeln. Erklart werden konnte dieses durch das bereits
beschriebene Zellseparationsverfahren, das zu einer leichten Stimulation
der menschlichen PMN fuhrt (45, 70, 113, 212). Man findet aber auch
durchaus niedrige Konzentrationen an Elastase im Plasma gesunder
normaler Menschen (2, 23, 60, 144). Der ermittelte signifikante
Unterschied konnte folglich nur durch die unterschiedlich gemessene
Ausgangskonzentration an Kaninchen-Elastase in den beiden Gruppen
ohne humane PMN (Kontrolle und Gruppe 2) erklart werden. Neben dem
bereits erwahnten Problem der fehlenden Referenzwerte fur Kaninchen-
Elastase in dem hier verwendeten Modell kam erschwerend hinzu, dass
keine standardisierten Normwerte fur die Elastasekonzentration im
Plasma des Menschen vorliegen (144). In der Literatur findet man
diesbezlglich folgende Angaben fir gesunde Erwachsene: 98 + 26 g/l
(144), 135 + 59 pg/l (144), 25 + 6 pg/l (144), 19 + 6 ug/l (23), 33 + 12 g/l
(60) und 17 -49 ug/l (2). Dabei scheinen die Werte nicht nur in
Abhangigkeit von der Messmethode, sondern auch vom Alter des
Personenkollektivs zu stehen (2, 130, 144). Altere Menschen haben
hohere Elastase-Werte (2). Die Spender, die fir die Versuche zur
Verfigung standen, waren zwischen 20 und 30 Jahre alt, also deutlich
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junger als die Personen des Referenzkollektivs bei dem hier verwendeten
Enzymimmunoassay (144). Im Rahmen der PMN-Separation wird
aul3erdem eine Ausbeute von 60 - 80 % der im menschlichen Blut
befindlichen Leukozyten erzielt, d. h. die Zahl der in den Versuchen
verwendeten humanen PMN war niedriger als bei gesunden Menschen.
Der experimentell erhobene Ausgangswert der Elastasekonzentration von
35,75 ug/l bei den Versuchen mit humanen PMN (Gruppe 4) war folglich
aufgrund der aufgefiihrten Punkte nur bedingt mit in vivo erhobenen
Werten des Menschen vergleichbar.

Etwa 120 Minuten nach Stimulation der Granulozyten (Gruppe 4) war die
Elastasekonzentration signifikant auf 107,52 pg/l angestiegen, wahrend
sie bei den Versuchen ohne menschliche PMN (Gruppe 1 und 2) nahezu
unverandert geblieben war, ein Hinweis auf die fehlende Stimulation der
Kaninchen-PMN durch hitzeaggregierte Immunglobuline. Der in Gruppe 4
(Inhibitor-Cocktail, IgG und humane PMN) ermittelte Wert blieb unter der
theoretisch héchstmdglichen Elastasekonzentrationen im Perfusat, die
nach vollstdndiger Degranulation der humanen PMN mit Freisetzung des
Enzyms zu erwarten ware (148). Es musste daher in Erw&gung gezogen
werden, dass der Elastasegehalt der Zellen nicht vollstandig
ausgeschuttet wurde. Eine langere Versuchdauer zeigt namlich einen
weiteren kontinuierlichen Anstieg der Elastasekonzentration (123).
AuBerdem weil man aus immunhistochemischen Untersuchungen, dass
Elastase am Wirkort gebunden bleibt und nur wenig zirkuliert (86). Nach
Zugabe gereinigter humaner Elastase in das Perfusionsmedium der
isolierten Kaninchenlunge werden 60 - 70 % des Enzyms
wiederaufgefunden (123). Weder fiur die pulmonale Permeabilitatsstorung
im verwendeten Tiermodell noch fir das ARDS beim Menschen liegen
standardisierte Referenzwerte der PMN-Elastase vor. Bei postoperativ
und posttraumatisch intensivpflichtigen Patienten wurde bisher mit dem
verwendeten Bestimmungsverfahren ein Diskriminationswert der PMN-
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Elastase von 85 g/l am 5. Tag zur Vorhersage von Komplikationen ab
dem 6. Tag festgestellt (107). Redl et al. (1987) wiesen bei
Krankenhauseinweisung eine Plasmakonzentration der PMN-Elastase
von > 133 ug/l bei Patienten nach, die spater ein ARDS entwickelten.
Donnelly et al. (1995) fanden dagegen einen Medianwert von 217 ug/l bei
einem ahnlichen Patientenkollektiv. Folglich war auch der in Gruppe 4
nach 120 Minuten experimentell erhobene Wert von 107,52 pg/l aus den
genannten Punkten nur bedingt mit in vivo erhobenen Werten des
Menschen vergleichbar.
Durch die zusatzliche Gabe des synthetischen Elastase-Inhibitors CE-
1037 zum Inhibitor-Cocktail (Gruppe 5) konnte nach Stimulation der
humanen PMN durch hitzeaggregierte Immunglobuline eine progrediente
Stérung der Schrankenfunktion und folglich auch Extravasation des
Perfusats in die Lunge verhindert werden. Dieser Sachverhalt unterstitzte
weiter die bereits erwdhnte Schlussfolgerung tber die PMN-Elastase:
Ein Beleg hierflr war ein nahezu unverandertes Lungengewicht wéhrend
der gesamten Versuchszeit. Die in den ersten 15 Minuten festgestellte
geringe Zunahme mit anschlie3end signifikanter Abnahme des Gewichtes
nach 60 Minuten wurde auf einen stark abgeschwécht verlaufenden
"respiratory burst” zurtickgefiihrt (57). Dieser erschopft sich 15 - 30
Minuten nach Stimulation der PMN durch hitzeaggregiertes IgG.
Zusatzlich konnte Diclofenac in der vorliegenden Dosis nur unzureichend
die Wirkung von Leukotrienen und anderen Lipoxygenaseprodukten aus
den humanen PMN gehemmt haben und damit zu einer leicht verstarkten
reversiblen Flussigkeitseinlagerung beigetragen haben (100, 106).
Der Kfc-Wert blieb wahrend der 120 Minuten Versuchszeit konstant
zwischen 0,21 und 0,39 ml/min/mmHg/100 g. Damit entsprach er den in
der Literatur beschriebenen Werten fir normale Kaninchenlungen.
Daraus wurde geschlossen, dass keine progrediente Schadigung der
pulmonalen Kapillaren stattgefunden hatte. Damit konnte die
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pathogenetische Bedeutung der Elastase und die Wirksamkeit des
Inhibitors CE-1037 weiter hervorgehoben werden.
Die Elastasekonzentration stieg ab der 30. Minute kontinuierlich an. Zum
Versuchsende betrug sie 101,51 pug/l. Somit hatte auch hier eine
bedeutsame  Stimulation der humanen  Granulozyten  durch
hitzeaggregiertes IgG stattgefunden. Die effektive Inhibition der Elastase
durch CE-1037 wurde hierdurch noch einmal unterstrichen.
In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen hatten in vitro Versuche von
Kirschenheuter et al. (1993) die Effektivitat dieses Inhibitors beztglich der
Elastase von PMN nachgewiesen. CE-1037 ist ein nicht-oxidierbares 2-
Phenylisobutyrat von niedrigem Molekulargewicht, welches eine hohe
Spezifitdt gegenuber der humanen PMN-Elastase besitzt (96). In vivo
Versuche von Patton (1993) an Hamstern bestétigen die dargestellten
Punkte. Nach intratrachealer Instillation von 50 pg gereinigter humaner
PMN-Elastase kam es zu ausgepragten pulmonalen Blutungen. Sie liel3en
sich sowohl nach intravendser (i.v.) als auch nach intratrachealer (i.t.)
Applikation von CE-1037 unterdricken. Dabei kam es zu einer langsam
reversiblen Hemmung der Elastase. Diese &aul3erte sich bei den
Untersuchungen nach i.v. Applikation darin, dass der Inhibitor ftr
mindestens sechs Stunden wirksam blieb, wenn er funf Minuten vor
Elastase-Gabe zugefiuhrt wurde. Sogar 15 Minuten nach Elastase-Gabe
konnte durch den Inhibitor ein Fortschreiten der proteolytischen Aktivitat
Uber mindestens eine Stunde verhindert werden. Die hierfir bendtigte
Dosis betrug 50 mg/KGw.
Im Vergleich dazu wurde am Modell der isoliert ventilierten und blutfrei
perfundierten Kaninchenlunge eine Gesamtdosis von 4 mg/KGw CE-1037
verwendet und mit der Applikation 30 Minuten vor PMN-Stimulation
begonnen. Hierbei wurde nach einer Bolus-Gabe von 1,35 mg/KGw
kontinuierlich 1,11 mg/KGw/h zugefihrt. Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass eventuell hierdurch eine Einsparung
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der Gesamtdosis erzielt werden kdnnte. Allerdings fiel bei den Versuchen
mit CE-1037 (Gruppe 5) am Versuchsende eine signifikante Zunahme des
dKfc auf. Unter Berlcksichtigung der steigenden Elastasekonzentration
war dieser Befund am ehesten durch eine fehlende Dosisanpassung von
CE-1037 zu erklaren.

Im Vergleich zur Kontrolle (Gruppe 1) und zu den Gruppen, die ohne bzw.
mit stimulierten humanen PMN ausschlie3lich den Inhibitor-Cocktail
erhalten hatten (Gruppe 2 und 4), wurden die bisher diskutierten
Ergebnisse deutlich bestatigt: Nach Stimulation der humanen PMN liel3
sich beim dKfc ab der 60. Minute, beim Gewicht zur 120. Minute ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen der Gruppe, die zusatzlich CE-
1037 erhalten hatte (Gruppe 5), und der, die nur mit dem Inhibitor-
Cocktail behandelt worden war (Gruppe 4), feststellen. Eine signifikante
Differenz zwischen den Elastasekonzentrationen beider Gruppen bestand
nicht, weder vor noch nach Stimulation der humanen PMN. Daraus wurde
gefolgert, dass in beiden Versuchsreihen die PMN nach Applikation der
hitzeaggregierten IgG in gleicher Starke aktiviert worden waren und, dass
CE-1037 in Gruppe 5 zu einer signifikanten Hemmung der gleichermal3en
ausgeschutteten humanen PMN-Elastase geftihrt hatte.

Die zusatzliche Applikation des Elastase-Inhibitors zum Inhibitor-Cocktail
fuhrte dazu, dass, trotz stimulierter humaner PMN, Lungengewicht und
dKfc nicht signifikant von den Werten der beiden Gruppen ohne humane
PMN (Kontrolle und Gruppe 2) abwichen. Es deutete sich allerdings eine
tendenziell geringere FlUssigkeitseinlagerung in Gruppe 5 (Inhibitor-
Cocktail, CE-1037, PMN und IgG) an, erkennbar an der unterschiedlichen
Lungengewichtsentwicklung wahrend der Versuchszeit. Die
Elastasekonzentration unterschied sich hingegen in Gruppe 5 ab der 30.
Minute hochsignifikant von der Kontrolle (Gruppe 1) und der Gruppe mit
Inhibitor-Cocktail und Immunglobulinen (Gruppe  2). Unter
Berucksichtigung der oben genannten Aspekte war anzunehmen, dass es
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hierbei zu einer zusatzlichen Inhibition der Kaninchen-Elastase durch CE-
1037 gekommen war.
Im Gegensatz zur Gruppe ohne CE-1037 (Gruppe 4) zeigte sich in der
Gruppe mit CE-1037 (Gruppe 5) vor Stimulation der humanen PMN keine
signifikante Abweichung der Elastasekonzentration von den beiden
Gruppen ohne humane PMN (Kontrolle und Gruppe 2). Damit wurde noch
einmal der Vorzug der schonenden Zellseparationsweise nach Hjorth et
al. (1981) unterstrichen. Bei alleiniger Gabe von humanen PMN, die nicht
durch 1gG stimuliert werden, wird ein &ahnlicher Verlauf wie in den
Gruppen ohne PMN (Kontrollgruppe, Gruppe 2 und Gruppe 3) gesehen
(45). Eine signifikante allergische Reaktion von sessilen Kaninchen-
Lymphozyten in der Lunge auf humane PMN oder eine in den einzelnen
Gruppen signifikante unterschiedliche Stimulation der Kaninchen-PMN
durch das Praparationsverfahren mit konsekutiver Aktivierung weiterer
humoraler und zellularer Kaskadensysteme des Kaninchens war somit
aufgrund der vorliegenden Daten ebenfalls nicht anzunehmen.
Weiterfiihrende Untersuchungen in Gruppe 6 deuteten eine Wirkung des
Inhibitors CE-1037 an, die Uber die Hemmung der direkt lokalen
proteolytischen Elastaseaktivitat hinausgehen konnte. So liel3 sich bei
gleichen Versuchsbedingungen, jedoch ohne den Inhibitor-Cocktail
(Diclofenac, Cimetidin, Dimetinden und WEB 2086), durch die alleinige
Gabe des Elastase-Inhibitors CE-1037 nach Stimulation der humanen
PMN ein Lungenédem verhindern:
Wie in Gruppe 5 mit Inhibitor-Cocktail und CE-1037 kam es auch hier
nach 15 Minuten zu einem geringen kurzfristig reversiblen
Gewichtsanstieg und dann zu einem isogravimetrischen Verlauf des
Lungengewichtes als Hinweis auf die fehlende Flissigkeitseinlagerung.
Die kapillaren Filtrationskoeffizienten bewegten sich wahrend der
gesamten Versuchszeit zwischen 0,16 und 0,69 ml/min/mmHg/100 g, so
dass vermutlich die Permeabilitdt der Lungenkapillaren nicht gestort war.
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Die Anderung des Lungengewichtes und des dKfc bei alleiniger Gabe von
CE-1037 (Gruppe 6) wies einen nahezu identischen Verlauf wie nach
Applikation von CE-1037 und Inhibitor-Cocktail zusammen (Gruppe 5)
auf.

Aus den bisher genannten Beobachtungen wurde geschlossen, dass
auch hier eine deutliche Hemmung der von den humanen PMN stark
ausgeschutteten Elastase stattgefunden hatte. Diese Inhibition schien
auch die Kaninchen-Elastase mit einbezogen zu haben, eine Erklarung
fur das im Vergleich zu den beiden Gruppen ohne humane PMN und CE-
1037 (Kontrolle und Gruppe 2) niedrigere Gewicht im Verlauf.
Zusammenfassend lasst sich bisher sagen, dass durch die Applikation
humaner hitzeaggregierter Immunglobuline eine gezielt starke Stimulation
der zuvor im pulmonalen Kapillarbett des Kaninchens sequestrierten
humanen PMN erreicht werden konnte. Diese flihrte zu einer verzdgert
einsetzenden aber kontinuierlich zunehmenden Ausschittung der
humanen PMN-Elastase, die eine progrediente Permeabilitatsstérung des
Mikrogefal3systems der Kaninchen-Lunge zur Folge hatte und sich in
einer protrahierten Lungengewichtszunahme d&ul3erte. Durch die
kontinuierliche intravasale Gabe des synthetischen Inhibitors der
humanen PMN-Elastase CE-1037 liel3 sich, bei Beginn der Applikation
vor  Stimulation der humanen PMN durch hitzeaggregierte
Immunglobuline, ein Fortschreiten der proteolytischen Aktivitat der
ausgeschutteten Elastase und damit die Entstehung einer progredienten
pulmonalen Permeabilitatsstorung verhindern. Dieses liel3 sich auch ohne
zusatzliche Inhibitoren von nicht-proteolytischen Faktoren (Cocktail), die
ebenfalls die Permeabilitdt beeinflussen, erreichen. Die menschliche
PMN-Elastase nimmt folglich eine zentrale Funktion in der Pathogenese
der pulmonalen Permeabilitatsstérung ein. Sie hat, wie bereits von

einigen Autoren beschrieben, multiple Funktionen (6, 207, 208). lhre
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Wirkung wird durch den synthetischen Inhibitor der humanen Elastase
CE-1037 stark gehemmt.

Schlussfolgerungen: In dem vorliegenden Versuchsmodell der isoliert
ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge ist ein nicht
unbetrachtlicher Anteil an im pulmonalen Gefal3bett sessilen Kaninchen-
Leukozyten vorhanden (39, 40). Diese haben in den durchgefihrten
Versuchen vermutlich kurzfristig eine geringe Menge an Elastase
ausgeschdattet, die durch menschliches hitzeaggregiertes Immunglobulin
der Klasse G nicht weiter gesteigert wurde. Hierdurch wurde eine geringe
nicht-progrediente  Schrankenstérung im Bereich des pulmonalen
Kapillarbetts hervorgerufen, die sich durch die Applikation des
synthetischen Inhibitors der humanen PMN-Elastase CE-1037 auch
verhindern liel3. Die Untersuchung der vorliegenden Fragestellung wurde
dadurch nicht eingeschrankt. Im Gegenteil, die folgenden Resultate
wurden durch die genannten Punkte zusétzlich bestarkt:

Nach den vorliegenden Ergebnissen und in Ubereinstimmung mit anderen
Autoren fuhrt PMN-Elastase zu einer verzdgert einsetzenden Schadigung
der pulmonal-kapillaren Schrankenfunktion, die mit der Zeit und der
Konzentration zunimmt. Der Elastase-Inhibitor CE-1037 bewirkt eine
deutliche und anhaltende Unterdrickung der Elastaseaktivitat in vivo.
Diese Wirkung konnte sinnvoll in der Therapie von PMN-mediierten
entzindlichen Erkrankungen, insbesondere dem ARDS, genutzt werden.
Beim ARDS steigt namlich die Zahl der in der Lunge vorhandenen PMN
von 3 % bei gesunden Menschen auf ca. 70 % an (150). Berticksichtigt
man dabei die multiplen Funktionen der Elastase, so kénnte mit CE-1037
neben der Destruktion von Lungenparenchym maoglicherweise auch der
Einfluss nicht-proteolytischer Mediatoren in- und aulerhalb der
klassischen Kaskadensysteme verhindert werden. Inzidenz,
perpetuierende Inflammation sowie aggravierende Komplikationen dieses
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Krankheitsgeschehens lie3en sich somit verringern. Die Langzeitfolgen
kbnnten  verbessert werden. Die Hemmung eines solchen
Schlisselenzyms konnte aber auch betrachtliche unerwiinschte Effekte
haben. Weitere Studien werden daher bendtigt, um die verschiedenen
Funktionen der Elastase zu erfassen und die sich daraus eventuell
ergebenden therapeutischen Konsequenzen beim Einsatz von CE-1037 in

Vivo einzuschéatzen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Am Modell der isoliert ventilierten und Dblutfrei perfundierten
Kaninchenlunge wurden die Auswirkungen des synthetischen Elastase-
Inhibitors CE-1037 auf ein durch Granulozytenstimulation ausgelostes

Lungenddem untersucht.

Zur Beurteilung der Flussigkeitsextravasation und der kapillaren
Permeabilitat wurde das Lungengewicht tber eine elektronische Waage,
an der das Herz-Lungen-Praparat freihangend befestigt war, erfasst.
Weiterhin wurden der pulmonal-arterielle und der pulmonal-vendse Druck
mittels in den Perfusionskathetern befindlichen Druckaufnehmern
registriert. Hieraus wurde der Filtrationskoeffizient (Kfc) als Indikator ftr
die Kkapillare Permeabilitat errechnet. Zusatzlich wurde die
Elastasekonzentration im Perfusat als Mafd fiur die Stimulation der

Granulozyten (PMN) durch einen Enzymimmunoassay bestimmt.

Durch die Perfusion mit einer zell- und plasmafreien Krebs-Henseleit-
Lésung und durch die Applikation von Diclofenac, WEB 2086, Cimetidin
und Dimetinden liel3 sich der Einfluss der drei klassischen humoralen
Kaskadensysteme und anderer nicht-proteolytischer Mediatoren
weitgehend vermeiden.

Unter dem fehlenden Einfluss dieser humoralen Mechanismen kam es
nach Stimulation der applizierten humanen Granulozyten durch
menschliches hitzeaggregiertes IgG ab etwa der 30. Minute zu einer
kontinuierlichen druckunabhéngigen Extravasation von Flissigkeit,
erkennbar an der konstanten Lungengewichtszunahme. Dieses wurde auf

eine progrediente Stoérung der pulmonal-vaskuldaren Permeabilitat
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zuruckgefuhrt, wie an dem mehr als vierfachen Anstieg des Kfc zu sehen
war. Parallel dazu konnte ein Anstieg der Elastasekonzentration im
Perfusat nachgewiesen werden.

Hingegen konnte mit dem Elastase-Inhibitor CE-1037 keine
Lungengewichtszunahme, die auf eine Odembildung héatte hinweisen
kénnen, registriert werden. Auch kam es zu keiner Kfc-Erh6hung, so dass
man davon ausgehen konnte, dass die pulmonal-vaskulére
Schrankenfunktion intakt geblieben war. Dagegen verlief der Anstieg der
Elastasekonzentration parallel zur Versuchsreine ohne CE-1037. In
weiteren Versuchen konnten mit der Applikation von CE-1037 sogar ohne
Unterbindung des Einflusses von humoralen nicht-proteolytischen
Mediatoren, vergleichbare Ergebnisse wie in der obigen Gruppe erzielt
werden.

Die vorliegenden Resultate sprechen unter Einbeziehung der
Beobachtungen anderer Autoren dafir, dass die humane PMN-Elastase
eine progrediente Storung der pulmonal-vaskuldren Schrankenfunktion
verursacht. Sie nimmt eine zentrale Funktion in der Pathogenese der
pulmonalen Permeabilitatsstérung ein. CE-1037 fiihrt zu einer deutlichen
Hemmung der PMN-Elastase und vermeidet dadurch eine Stdrung der
pulmonalen Permeabilitdt. Somit ist CE-1037 ein auch in vivo sehr

wirksamer Inhibitor der menschlichen Granulozyten-Elastase.
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1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

o-Pl ou-Proteinase-Inhibitor

Ak Antikorper

AP alkalische Phosphatase

ARDS Adult Respiratory Distress Syndrome
Art. Arteria

C1l Komplementfaktor 1

C3a aktivierter Komplementfaktor 3

Cbha aktivierter Komplementfaktor 5

EIA Enzymimmunoassay

et al. et alii

Fc fragment crystalline

FG Feuchtgewicht (der Lunge)

FO, inspiratorische Sauerstoffkonzentration
FKS fetales Kalberserum

G gauge

Hi H> Histamin-Rezeptoren

HBSS Hanks Buffered Saline Solution

HES Hydroxyethylstarke

HNE humane Neutrophilen-Elastase

l.E. Internationale Einheit

I.t. intratracheal

V. intravenos

IgG Immunglobulin der Klasse G

IL-1 Interleukin 1

IRDS Infant Respiratory Distress Syndrome
Kfc kapillarer Filtrationskoeffizient
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KGw
KHHP
KOD
LSD
Lsg.
LTC,
MANOVA
MG
PAD
PAF
PaO2
pCO;
PEEP
pH
PKD
PMN
PVC
PVD
TNF
TRIS
TXA;

Vol.

Kilogramm Korpergewicht
Krebs-Henseleit-HES-Pufferldsung
kolloid-osmotischer Druck

least significant difference

LOsung

Leukotrien C,

Varianzanalyse fur Messwiederholungen
Molekulargewicht
pulmonal-arterieller Druck
Plattchen-aktivierender Faktor
arterieller Sauerstoffpartialdruck
Kohlendioxidpartialdruck

positiver endexspiratorischer Druck
potentia hydrogenii
pulmonal-kapillarer Druck
polymorphnuclear neutrophil
Polyvinylchlorid

pulmonal-vendser Druck
Tumornekrosefaktor

Trometamol

Thromboxan A,

Umdrehung

Volumen
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