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1. Einleitung

1.1. Grundlagen der Pankreatitis beim Menschen

Die akute Pankreatitis ist eine Erkrankung, derénflgkeit in der Klinik unter 1 % liegt. Die
Atiologie dieser Erkrankung ist vielfaltig. Die loein haufigsten atiologischen Faktoren in
unserem Kaulturkreis stellen der Alkoholismus undkrBnkungen der Gallenwege mit
gemeinsam ca. 90 % dar. Hierbei findet sich die oAtlpankreatitis insbesondere bei
jungeren Mannern (30 - 40 Jahre), die biliare Fdmsonders bei alteren Frauen (60 - 70
Jahre). Die restlichen 10 % der Falle haben ihrgathen in z. B. einem stumpfen
Bauchtrauma, abdominellen Eingriffen, endokrinadoen Stérungen u. a. (Link 1965 S
2211/ Ohlsson 1976 S 87 / Ranson 1982 S 633 / Wa881 S 93).

Nach den pathologisch-anatomischen Befunden |&}t die akute Pankreatitis in eine
0dematdse und eine hamorrhagisch-nekrotisierendaufsform einteilen. Letztere Form
stellt hierbei den in der Regel klinisch schwerevenlauf dar, mit einer Letalitat bis zu 50 %.

Uber die pathophysiologischen Vorgange bei dereak@ankreatitis gibt es eine Vielzahl von
Untersuchungen und Spekulationen. Klebs sprachitbersn Jahre 1868 von einer
Selbstverdauung des Organs durch Trypsin. Zahkegg@tere Untersuchungen haben die
bedeutende Rolle verschiedener proteolytischer fBezwie z. B. Trypsin, Chymotrypsin,
Elastase, Phospholipase u. a. fir den KrankheltaWerund den dabei auftretenden
Komplikationen wie Pankreasnekrose, Kreislaufschddkltiorganversagen herausgestellt
(Forell 1979 S 867 / Renner 1987 S 1090 / Trad@8ll S 320)

Bei Patienten mit akuter Pankreatitis konnten imKPeasexsudat und im Blut hohe Spiegel
von immunreaktivem Trypsin und Chymotrypsin (Adrie®80 S 17 / Borgstrom 1984 S 1120
/ Borgstréom 1978 S 679 / Kimland 1989 S 31 / MasdE80 S 23 / Trapnell 1974 S 319 /
Wellborn 1983 S 834 / Wendt 1984 S 277), ElastBse(r 1965 S 125 / Toki 1982 S 321),
Phospholipase (Entholzner 1987 S 15 / Nevalain@® 2641) und Kininen (Aasen 1982 S
84 / Orlov 1978 S 645 / Walker 1981 S 292) gemessenden. Die genauen
pathophysiologischen Vorgange, wie und wodurch wsFreisetzung und Aktivierung der
Pankreasenzyme und damit zur Autodigestion beiedi€&gkrankung kommt, sind nicht
bekannt.
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Das Pankreas verfiigt normalerweise Uber eine Raiheprotektiven Faktoren wie z. B. die
Synthese der proteolytischen Enzyme und der Phéppke in inaktiven Vorstufen,
Isolierung derselben vom Zytogel durch Membranemei@erung in Azinuszellen,
Bereitstellung von Proteaseninhibitoren in den Agziellen als Schutz vor Eigenverdauung
des Organs.

Unter den aggressiven Faktoren scheint dem Trygsi zentrale Rolle bei der Aktivierung
der Zymogene und damit am Beginn der Pankreatitisikommen. Trypsin ist nicht nur in
der Lage autokatalytisch inaktives Trypsinogen ktives Trypsin umzuwandeln, sondern
aktiviert selbst in kleineren aktiven Spuren dieigen Zymogene des Pankreas wie Chymo-
trypsinogen, Prékallikrein, Proelastase, Procarpegtidase und Praphospholipasen. Kleine
Mengen von freiem aktiven Trypsin kdnnen unter ingstten Bedingungen wie z. B. bei
Acidose und Hypercalciamie, Verschiebung des Gtgehchtes Trypsin/Inhibitor durch
Autokatalyse oder Aktivierung durch andere lysosemiAnzyme entstehen. Trypsinogen
konnte ebenfalls durch Thrombin und Plasmin aktiwieerden (Anderson 1981 S 325). Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, dal3 durch defiuRevon Duodenalsaft bereits aktives
Trypsin in das Pankreas gelangt.

Unter Normalbedingungen wird im Pankreas ein sgehér Trypsininhibitor synthetisiert,
der eine vorzeitige Aktivierung von Trypsin verhamd soll und gemeinsam mit dem Enzym
sezerniert wird. Trypsin wird hierbei in reversildlguimolare Komplexe gebunden, im sauren
Milieu bei einem pH-Wert <5 dissoziieren die Komyse

Erst wenn es zu einem Ubergewicht der aggressiegeriiber den protektiven Faktoren
kommt, kann sich eine hamorrhagisch-nekrotisierenterlaufsform entwickeln. Die
Enzymfreisetzung und Aktivierung im Organ fihremulanicht nur zu einer Autodigestion
und lokalen Komplikationen, sondern konnen auckktioder indirekt durch Freisetzung von
Kininen, Histamin und weiteren toxischen Substanzgstematische Folgen am ganzen
Organismus auslésen. Ein in letzter Zeit erkanetetscheidener Faktor stellt die lokale
Durchblutungsstérung und der ReperfusionsschadenPamkreas dar (Sakorafas 2000 S
345). Zu den weiteren aggressiven Faktoren bei aarten Pankreatitis zahlen die
lipolytischen Enzyme Lipase und Phospholipase A durch Trypsin aktiviert werden
konnen.

Chymotrypsinogen Chymotrypsin

Proelastase Elastase
2 / Prophosphol ipase A

Trypsinogen et TRYPSIN —— o

\ Phosph‘olloase A

Plasmaprekall tkr, Plasmakallikr,
Plasminogen Plasmin

Abbildung 1: Wirkungen von Trypsin
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Lipase welche bereits unter physiologischen Bedingunggrazellular als aktives Enzym
vorliegt, vermag bei allgemeiner Acidose Lipidkompaten der Zellmembran anzugreifen
und dadurch intrazellular gespeicherte Triglyceridedie jeweiligen Fettsduren zu spalten.
Die freigesetzten Fettsauren bewirken wiederum dol@le Acidose mit konsekutiver
Trypsinogenaktivierung und somit weiterer Zymogéairung und deren Folgereaktionen.
Als morphologisches Korrelat fur die Lipasewirkuriipden sich bei der Pankreatitis
Fettgewebsnekrosen und sogenannte ,Kalkspritzag', diirch Komplexbildung zwischen
freien Fettsauren und Ca++ entstehen.

Phospholipase Aiegt als Zymogen, d. h. inaktives Enzym (Préaplhadipase) im Pankreas
vor. Sie stellt ein hydrolytisches Enzym dar, weklkeine Fettsdure von den Phospholipiden
Lecithin und Lipolecithin abspaltet. Die zytotoxmgc Wirkung von Phospholipase A beruht
auf dem Einbau der Reaktionsprodukte Lysolecitmd luysocephalin in die Zellmembran
(Entholzner 1987 S 15).

Hierbei fordern Ca++-lonen und Gallensalze die ldlydrerate. Da die menschliche Galle
sehr reich an Lecithin ist, entsteht insbesondeze Galle- oder Chymusreflux in den
Pankreasgang sehr schnell Lysolecithin mit derstheén Wirkung auf Speichelgang und
Acinuszellepithel. Die Haufigkeit pulmonaler Komidtionen bei schwerer Pankreatitis a3t
sich z. T. auf die Wirkung der in den Systemkreitlgelangten Phospholipase A erklaren.
Phospholipase A fuhrt hier zur Hydrolyse der SudgatLipide der Lungenalveolen sowie
von Lipiden der kapillaren Lungenstrohmbahn, inatees die Lecithinkomponente angreift.
Von weiterer pathophysiologischer Bedeutung bei @dwuten Pankreatitis sind die
proteolytischen Enzyme Elastase und Carboxypemidasnd B.

Die Wirkung der_Elastassetzt sich dabei aus einer elastolytischen Kompenmit Elasto-
kollagenolyse und proteolytischen Komponente miagidationsnekrosen zusammen. Dieses
Enzym, welches ebenfalls durch Trypsin aus Prasastkentsteht, ist vor allem fur die
vasculare Schadigung mit GefalRerrosionen, Blutumgl dThrombose, bedingt durch
Zerstorung kollagener und elastischer Fasern bei datodigestiven Pankreatitis
verantwortlich (Doerr 1965 S 125 / Entholzner 1$374).

Die Carboxypeptidasen A und Bewirken eine Schrankenstdrung (Blut - Speiched un
Lymph - Speichelschranke) mit konsektiver Odembilglundem sie ebenfalls proteolytisch
wirksam sind.




-12 -

Die folgende Tabelle zeigt zusammengefaldt die vam jdweiligen Substanzen ausgeldsten
pathophysiologischen Vorgange (Hollender 1983 S 24)

Substanzen Wirkung (direkt bzw. indirekt)

Trypsin Schock, Proteolyse, Koagulopathien
Chymotrypsin Proteolyse

Elastase Proteolyse, Elastasolyse, Blutungen

Lipase Fettgewebsnekrosen, Hypokalziamie
Phospholipase A Hydrolyse von Phospholipiden, Lesithinbildung,

Schocklunge
Kallikrein Kininfreisetzung

Cytokine (Interleukin  1,0dem, Schmerz, Schock durch Vasodilatation, Perifitéh
Interleukin 6, Interleukin 8steigerung, Permeation, wohl ursachlich fiir Ubeggaon lo-
Tumor necrosis factor alphkalem Entztiindungsgeschehen in das Multiorganvemsage
u. a.) und Histamin

Myocardial depressant Verminderung der Herzleistung, zusatzliche negative
factor Beeinflussung der Kreislaufsituation

Abbildung 2: Pathophysiologische Wirkungen derdei akuten Pankreatitis freigesetzten
Enzyme und toxischen Substanz

Die genannten Enzyme gelangen auf drei Wegen varkr@as in den Gesamtkreislauf
(Forell 1979 S 867):

1. Uber den Ductus lymphaticus in die obere Hohdven
2. Uber das Peritonealexsudat bei erhthter Pedtpaemeabilitat ins Blut

3. Durch direkten Ubertritt im Pankreas ins Blut
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Drei Enzymsysteme, die eng miteinander verknupitl, swerden im Verlauf einer schweren
nekrotisierenden Pankreatitis durch obige Enzynegnii@f3t:

1. Das Gerinnungssystem
2. Das Kinin-System

3. Das Komplement-System

Wie in Untersuchungen (Gabryelewics 1968 S 409igézavurde, treten im Verlauf von
schweren Pankreatitiden gehauft GerinnungsstérumgénHyperkoagulobilitdt, DIC und
Verbrauchskoagulopathie auf. Als Ursache nimmt n@m dass Spuren von Trypsin
Gewebsthromboplastin und die Gerinnungskaskadeviexkin (Stemberger 1982 S 819) als
auch die Fibrinolyse hemmen. Die genauen Ursachi@&n die Verdnderungen im
Gerinnungssystem sind jedoch weiterhin nicht bekann

Contact Factor Pathway Tissue Factor Pathway Protein Concentrations
A .. Plasma Plasma
(Intrinsic Pathway) (Extrinsic Pathway) Molecular ~ Concentration Concentration
Component Weight pg/ml UM
ikrein |4—— ol “Tissue Damage” Fibrinogen (1) 330,000 3000 9.09
Kallikrein Prekallikrein Prothrombin (1) 72,000 100 1.388
Factor V 330,000 10 0.03
Factor VIl 50,000 05 0.01
Factor VIIl 330,000 0.1 0.0003
) Factor IX 56,000 5 0.08928
Tissue Factor Factor X 58,800 8 0.13605
Factor XI 160,000 5 0.031
—_—— - Factor XII 80,000 30 0.375
Xl (Vlla) TFPI{— | xa Factor XIll 320,000 10 003125
Protein C 62,000 4 0.0645
Protein S 69,000 10(free) 0.1449
Protein Z 62,000 22 0.0355
(/]| Prekallikrein 86,000 50 0.5814
HK 110,000 70 0.6363
Fibronectin 450,000 300 0.6667
Antithrombin 111 58,000 290 5
Plasminogen 90,000 216 24
J SRDN Urokinase 53,000 0.1 0.001887
N Heparin Cofactor i 66,000 90 1.3636
\ Alpha,-Antiplasmin 63,000 60 0.9524
AN Protein C Inhibitor 57,000 4 0.0702
\‘ Alpha,-Macroglobulin 725,000 2100 2.8966
o===" k L“~~
k Antithrombin Fibrinolysis

G /

I (Ve UK,SK

PA-1— || tPA

Fibrin Polymer -Plasmin
Research ! -\
Laboratories,

La Xita] === |
~

LN Y 412 S. Lafayette
# @ South Bend, IN U.S.A. 46601 &
FDP

g Phone: (219) 288-2268 + 800-729-5270
Y/ Fax: (219) 288-2272

a-2 Antiplasmin

Inhibitors in black

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Gerinasygems
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Ebenso wie das Gerinnungssystem bildet das Kingiefy ein Kaskadensystem, indem die
einzelnen Komponenten als inaktive Vorstufen vgdie

Das Kallikrein-Kinin-System

Kininogen
HMW LMW
Plasmapréakallikrein (197000 MG  57000)
C 1INA
Xla a2M Organ-
Xlla Fragm. atlAT Kallikrein
Plasma- g » LYS-Bradykinin <
Kallikrein S
Plasmin — 4—— Aminopeptidasen
Trypsin — (ubiquitér)
—— Bradykinin — Prostagland.

| Histidine rich peptice |4————1  normal <ang/mi

max. 3ug/mi
T =17sec
Pasma Kininase |
= Angiotens. conv. enz. S P
Plasma Kininase Il ——-
= Anaphylatox. ina,
Fibrinopeptide
Trypt. Plasmapept.
Pepstatin
Schlangengift
Schwermet. kompt.

v
Inaktive Fragmente Aprotinin

Abbildung 4: Das Kallikrein-Kinin-System nach Tsebhe H. 1981 S 183
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Plasmapréakallikrein kann z. B. durch den Hagemaakidf zu Plasmakallikrein
umgewandelt werden. Gehemmt werden kann diesesnEdaych C-Esteraseinhibitod;2-
MG, a-1-Antitrypsin, aber auch durch Aprotinin. Plasmiiikeein setzt aus dem
hochmolekularen Kininogen (HMW) das Bradykinin fr&radykinin kann auch Uber die
Zwischenstufe als Lysinbradykinin aus HMW + LMW dirdas Gewebskallikrein entstehen.
Bradykinin wird in 10 - 20 sec. durch Kinasen inaiirt.

An Wirkungen von Bradykinin sind bekannt:

Blutdrucksenkung durch periphere Vasodilatationoff®o1948 S 261)
Permeabilitdtserh6hung in der Mikrozirkulation (&dlk 1976 S 779)
Beteiligung bei Entziindungsreaktionen (Schmerzsusig)
Stimulation der Katecholaminausschuiittung

Das Kinin-System ist eng mit dem Gerinnungs-Komgm@etn und Prostaglandin-System
verbunden. Wie Studien zeigen, kommt es im Ventgufakuten Pankreatitis zur Aktivierung
des Kinin-Systems (Walker 1981 S 292), wobei vdenal im Peritonealexsudat erhdhte
Plasmakallikreinaktivitdt gemessen wurde (Ruud 198&9). Dieses wird zum grofRen Teil an
a-2-MG gebunden, besitzt jedoch weiterhin noch Kihinbildungsaktivitat.

Uber die Rolle von Gewebskallikrein, das im Pankregbildet wird und im Plasma
hauptséachlich durch Plasminogeninhibitor inaktivierrd, besteht Unklarheit (Hiroyuki 1978
S 117 / Orstavik 1983 S 347).

Das Komplement-System ist ebenfalls als Kaskadéssyaufgebaut und dient hauptsachlich
dazu, die korpereigenen Antikérper bei der Abwelon vBakterien und Viren zu
vervollstandigen. Die Aktivierung des Systems ist mehreren Wegen maglich: z. B. durch
Endotoxin, Plasmin, Kallikrein, Trypsin u. a. Digewonnenen Ergebnisse bei
Pankreatitiskranken weisen auf Verdnderungen isedie System bei der Erkrankung hin
(Horn 1980 S 205). Ob dieses als moglicher urséohti Faktor der Pankreatitis oder als
Folgeerscheinung der Erkrankung zu sehen ist,nkkau Trypsin wird als Aktivator dieses
Systems angesehen (Foulis 1982 S 656). Die Reaktiomnerhalb eines jeden
Kaskadensystems sind ebenso wie Verbindungen umdeder komplex. Der
Hagemannfaktor (XIl), welcher alle Systeme zu akten vermag, gilt als zentrales



-16 -

Bindeglied. Es gibt aber auch Proteasen aulerhedes Systems, wie z. B. Trypsin, Plasmin
u. a., die spezifische Komponenten abzubauen aghér zu aktivieren vermagen.

The Complement System

Classical activation Alternative activation
C1igrs inhibitors B8+D
' . Cila
Cis e Factor I1+H T3
U
]
Cc2, C4 —+ C3-convertase —] \ C3-convertese — Properdin
I

c3 —T- T3a  (Anatylatoxin}
€ab

Filuid phase

Surfece binding

Ccs + T8s (Analylatoxin)

(4.T]

cCeC7,CB.CO® | — Cytolys

(€ = Activated fragment)

Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung des Kompletsgstems (Fearon DT 1977 S
366)

1.2. Physiologische Proteaseninhibitoren beim Menisen

Dem Organismus stehen auf der anderen Seite zdidreProteinaseninhibitoren zur
Verfugung, die bereits aktivierte Faktoren durcimdging wieder zu inaktivieren vermogen.
Zu den wichtigsten Inhibitoren im Menschen zahlen:

1. a-1-Antitrypsin @-1-AT):

MG 54 000, mittlerer Plasmaspiegel 2 - 4 gH1-AT wird in der Leber synthetisiert als
Monopeptidkette und zahlt zu den schnell regulideenProteinen (Aronsen 1972 S 127). Das
Inhibitorpotential erstreckt sich auf Trypsin, Chytmypsin, Gewebskallikrein, Thrombin,
Plasmin, Elastase u. a-{-AT liegt zu 60 % extravasal vor). Man nimmt dasao-1-AT als
Carrierprotein dient, in dem es Proteasen auf daavasal vorliegende-2-MG Ubertragt
(Ohlsson 1976 S 87).
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2.0 -2-Makroglobulin ¢-2-MG):

MG 725 000, mittlerer Plasmaspiegel 2,6 - 3,3 gA2-MG wird in der Leber von
Alveolarmakrophagen und Fibroblasten synthetisigétt. ca. 90 % liegt es intravasal vor
(Ohlsson 1971 S 113/ Ohlsson 1976 S 87). Das itohglmtential erstreckt sich auf Plasmin,
Trypsin, Thrombin, Granulozytenelastase, Kollagenakathepsin C, Kallikrein u. a.
(Ohlsson 1976 S 1)u-2-MG stellt ein Tetramer aus vier Polypeptidketidswr. Bei der
Komplexbindung voru-2-MG mit der Protease wird das aktive Zentrum Eestease nicht
blockiert, sondern es entsteht eine sterische Himde Dadurch ist erklarbar, dal3 die
gebundenen Proteasen gegenuber niedermolekulafestr&an weiterhin Aktivitat zeigen
(Rinderknecht 1973 S 233). Der2-MG-Proteasekomplex wird beim Menschen innerhalb
von 10 min durch Aufnahme und Abbau im REStikulo-endothelialesSystem) und
Fibroblasten aus der Zirkulation entfernt. Niedrig@-MG-Plasmaspiegel findet man bei
Erkrankungen mit ausgepragten Proteolysen wie anBortgeschrittenen septischen Schock
(Kalter 1982 S 39).

3. a-1-Antichymotrypsin:

MG 68 000, Plasmaspiegel 0,4 gltX-Antichymotrypsin).a-1-Antichyomtrypsin wird in der
Leber synthetisierta-1-Antichymotrypsin stellt ein Akut-Plasmaproteirard welches bei
Entzindungen Kathepsin G inhibiert. Eine Komplediilg mit Chymotrypsin bei
Pankreatitis erscheint zweifelhaft (Bieth 1976 $ 93

4. Inter-a-Trypsininhibitor (ITI):

MG 160 000, Plasmaspiegel 0,2 - 0,7 g/l. ITT in@rbiTrypsin, Plasmin und Chymotrypsin.
Die Komplexe sind jedoch so instabil, da3 man ammimdal® er in vivo nicht als
physiologischer Inhibitor dient (Bieth 1976 S 93).

5. Pankreatic secreting trypsin inhibitor (PSTI)

MG 70 000. PSTI wird im Pankreas gebildet und diexts lokaler spezifischer
Trypsininhibitor. In der Zirkulation spielt er kearRolle (Manke 1983 S 958).
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6. C-1-Inaktivator:

MG 104 000, Plasmaspiegel 0,25 g/l. C-1-Inaktivatard in der Leber synthetisiert und
inhibiert die C-Esterase des Komplementsystemsdiadserinnungsfaktoren Xla, Xl und
Kallikrein.

7. Antithrombin IlI:

MG 65 000. Antithrombin Il bildet zusammen mit Hem einen Komplex, welcher
Thrombin Faktor Xa sowie in geringem Umfang Fakktia, Xla, Xa, IXa und Plasmin zu
inaktivieren vermag.

8. Heparin:

Heparin gehdrt zur Gruppe der Glucosaminoglykane.

Gerinnungshemmender Stoff (Polymer aus D-Glucunameséand D-Glucosamin), der in der
Lunge, Leber, Thymus, Milz und basophilen Mastzeiterkommt.

Es bildet mit AT Il einen Komplex, welcher Thrombisowie Faktor Xa inaktiviert, es
hemmt die Wirkung von Thrombokinase, die Agglomieratder Thrombozyten und der
Gerinnselretraktion.

Desweiteren hat Heparin eine inhibierende Wirkuaofydie Gerinnungsfaktoren XII, IX, V
und eine aktivierende Wirkung auf die Lipoprotegialse.

Heparin wird therapeutisch als sog. unfraktionekeparin (MG 3000 — 30000 Daltons) und
als niedermolekulares (fraktioniertes) Heparin (M@0 — 9000 Daltons) angeboten.

Beide unterscheiden sich vorallem durch die biclolge Verfigbarkeit, Wirkungsdauer und
Blutungsrisiko.

9. a -2-Antiplasmin:

MG 70 000, Plasmaspiegel 0,85 g/l. Es stellt eimmhtigen Plasmininhibitor dar.

Neben diesen im menschlichen Kérper vorkommendéirlichen Proteaseninhibitoren sind
weitere Inhibitoren z. T. synthetisch oder ausidedren Geweben gewonnen im klinischen
oder experimentellen Einsatz.
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Die wichtigsten sind:

1. Aprotinin (Trasylol %):

Es ist ein natirlicher Proteaseninhibitor (PolymBptder aus der Rinderlunge gewonnen
wird. Aprotinin besitzt eine polyvalente Proteasemimwirkung auf Kallikrein, Trypsin,
Chymotrypsin, Plasmin und auf eine Reihe von Gewebd leukozytédren Proteinasen (Wulf
1997 CD).

2. Camostat mesylate (Foy 305):

Ein synthetisch hergestellter Proteaseninhibitst, geeignet fur intravendse und orale
Applikation. Sein Hemmspektrum erstreckt sich vdlera auf Trypsin, Plasmin und
Kallikrein. Trypsin wird durch Foy 305 etwa 100 80Dmal starker gehemmt als Foy 983
und ist stabiler. Foy 305 ist im Menschen stabdkr im Kaninchen, besitzt aber &hnliche
Inhibitoraktivitat (Fa. Sanol Schwarz GmbH, Monheimtwicklung eingestellt).

Weitere synthetische Proteaseninhibitoren wie zNBfamostat mesylate (FUT-175) waren
Gegenstand experimenteller Untersuchungen (Dabidg8id S 455).



-20 -

2. Kenntnisstand der Wirkung von Trypsin

In zahlreichen klinischen Studien wurden bei Krankait Pankreatitis im Peritonealexsudat
und im Plasma erhdhte Trypsin- und Chymotrypsirggdi@achgewiesen (Adrian 1980 S 17 /
Borgstrém 1984 S 1120 / Borgstrom 1978 S 679 / Mas@980 S 23 /Wellborn 1983 S 834 /
Wendt 1984 S 280). Wie Wendt (1984 S 280) zeighierbei im Peritonealexsudat2-MG,
der wichtigste Inhibitor fur Trypsin, vollstandipgesattigt.

Lasson und Ohlsson (1984 S 785) stellen fest, @aPatienten mit akuter Pankreatitis die
a-2-MG-Plasmaspiegel bis auf 40 % des Ausgangswalisgmken und dass dieser Rest zum
Teil als a-2-MG-Trypsin-Komplex vorliegt. Die Konzentratioron Intere-Trypsininhibitor
scheint ebenfalls abzusinken.

a-1-AT, Antichymotrypsin und Pankreatic ,secretingypsin® Inhibitor-Spiegel steigen
sowohl im Pankreasexsudat als auch im Plasma an.

Sie finden hierbei in Abhangigkeit vom Absinken de2-MG-Spiegels im Pankreasexsudat
und im Plasma bei schweren Pankreatitisschilben glaghzeitige Aktivierung des
Komplement- und Kininsystems.

Aus der Uberlegung heraus, das Inhibitorpotential echthen und damit die bei der
Erkrankung freigesetzten Proteasen zu inaktivieramrden seit Jahren sowohl in
experimentellen als auch klinischen Studien der s&in von verschiedenen
Proteaseninhibitoren bei akuter Pankreatitis (Apnot Foy S 983, Foy 305, FUT-175 u. a.)
erprobt.

Die meisten Erfahrungen wurden mit dem Einsatz &protinin gewonnen. Gegenuber den
Uberwiegend positiven Ergebnissen bei tierexperiellem Studien ist die klinische

Anwendung von Aprotinin umstritten und wurde begésir Erkrankung wieder weitgehend
verlassen (Goebell 1981 S 684 / Grétzinger 19864.2
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Die Doppelblindstudien von Trapnell et al (197473} Imrie et al (1978 S 337) und Cox (

1977 S 632 / Medical Research Council Multicentri@lTL980 S 334) hatten unterschiedliche
Ergebnisse Uber den EinfluR auf den Krankheitsuérland die Senkung der Letalitat
ergeben. Eine aktuelle Doppelblindstudie (Berli®94 S 479) aus dem Jahre 1994 mit der
intraperitonealen Gabe von Aprotinin bei Patienteih schwerer akuter Pankreatitis hatte
keinen Unterschied in der Letalitdt oder der Audilniig von Nekrosen ergeben. Lediglich die
Notwendigkeit zur chirurgischen Intervention war oer mit Aprotinin behandelten
Patientengruppe geringer.

In unserer Arbeit griffen wir die Problematik erbeam Kaninchen auf, wir untersuchten
hierbei die Auswirkung einer i.v.-Gabe von Trypsbei Kaninchen und inwieweit
Antikoagulantien und therapeutisch verfligbare Rsgainhibitoren die Trypsintoleranz
erhohen kénnen.

Als Grundlage diente uns ein Versuchsmodell, weldhereits von Ohlsson an Hunden flr
einige Studien verwandt wurde (Balldin 1980 S 2@alldin 1979 S 652 / Balldin 1981 S

358 / Ohlsson 1971 S 114 / Satake 1981 S 341) andims an Kaninchen modifiziert wurde.
Zum Nachweis der Wirkung von Proteaseninhibitorearwandten wir die beiden

Proteaseninhibitoren Aprotinin und Camostat mesydatvie als Antikoagulanz Heparin.
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3. Material und Methoden

3.1. In-vitro-Untersuchungen: Der Einflu3 von Trypsn auf die plasmatische Gerinnung

Es wurde hierbei der EinfluR von in-vitro zugegedanTrypsin auf die Gerinnung von
Kaninchenplasma und —vollblut anhand des TEG sqffibelastogramm) untersucht.

TEG-Gerat:Wir benutzten einen handelstblichen Thrombelasfdggn (Fa. Hellige, Typ D).

Ansatz:Der Ansatz erfolgte nach der Methode von Hartesterfolgten Versuchsreihen mit
jeweils 250 pl Kaninchenvollblut oder 250 pl Kartieaplasma mit der Zugabe von jeweils
50 ul CaCl sowie steigenden Dosierungen (1, 5, 10, 50,25@ ug) von bovinem Trypsin
(Fa. Merck), gelést in jeweils 50 ml NaCl. Es wurdeweils zwei Vergleichsmessungen
durchgeflnhrt.

Bestimmt wurden aus den aufgezeichneten TEG's diaktidnszeit = r (sec), die
Gerinnselbildung = k (sec) und die Maximalamplitada (nm).
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3.2. In-vivo-Untersuchungen

3.2.1. Versuchsaufbau

FUr wunsere Studien wahlten wir Kaninchen beiderl@eschlechts mit einem
durchschnittlichen Koérpergewicht von 2,3 +/- 0,2 Ker Versuchsaufbau mit Vorbereitung,
infundierten Substanzen, Zeitpunkt von Blut- undwéeeentnahmen, Methoden der
Kreislaufiberwachung ist folgendem Schema zu emnteeh

et om0

<{__ mhibitoreninf. (v.jug) |

Gewebeentnahme
07, Heparirint. (Otrvenel] }
. . » ' + + »
-1 o 1 2 3 4 [n
Blutentnahme  § [} ] $ 4 ‘
(v.cava inf)

p.art.(Aorta), CVP (v.cava inf), Hf.

Abbildung 6: Versuchsablauf mit Zeitpunkt der Blutahmen und infundierten Substanzen

Die Tierversuche wurden gemafl dem im Jahre 198&mgin Tierschutzgesetz durchgefiihrt.
Die Anasthesierung erfolgte tber den gesamten Veitbegszeitraum und anschlieRendem
Versuchsablauf (ca. 5 h) nach den von Erhardt (18739) angegebenen Anasthesieschema
mit 50 mg/kg KG Ketamin (Ketanest) und 4 mg/kg K§lagin als i.m.-Injektion fur die
Basis-Anasthesie zu Versuchsbeginn. Zur Aufrechterhg der Narkose erfolgten
Nachinjektionen mit den gleichen Substanzen im ®knis 1 : 4 in physiologischer
Kochsalzlésung verdiinnt, Uber eine Ohrvene. Nactkdseeintritt und Rasur erfolgte das
Legen eines vendsen und arteriellen Katheters fodgbndem Schema:
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Heparin

v.cava inf. m
*— —g V-igularis

CcvpP ( )
Blutentnahme Inhibitoren

v.{emoralis
Trypsin

%

Aorta
Blutdruckmessung

Abbildung 7: Lage der Katheter und InfusionsartwEnschiedenen Substanzen

Die Infusion der Substanzen erfolgte kontinuierlroit einem handelstiblichen Perfusor der
Fa. Braun-Melsungen tUber Venenkatheter der glei€lmama, Art.-Nr. 438 101 und 438 103.

3.2.2. Eingesetzte Substanzen

Trypsin: Trypsin (vom Rind) kristallin 3,5 U/mg der Fa. Mkr Art.-Nr. 24579.
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Die verschieden konzentrierten Trypsinlosungen wmardlurch Zugabe des kristallinen
Trypsins zu jeweils 5 ml physiologischer NaCl-Loguerreicht und in dieser Menge tber 130
min in die Femoralvenen infundiert.

Heparin:Wir verwendeten Heparin-Natrium der Fa. Braun2it000 I.E./5 ml.
Es wurden jeweils 250 I.E. Heparin pro Tier ca.ni@ vor Infusionsbeginn von Trypsin als

l.v.-Bolus und anschliel3end kontinuierlich 500 IHeparin pro Tier in 1 ml einer 0,9 %
NaCl-Losung fir die Dauer von 130 min Uber einev@he verabreicht.

Inhibitoren:

Trasylol: Fa. Bayer, Leverkusen. 1 Ampulle zu 5 ml enthdltnig Aprotinin, entsprechend
100000 KIE (Kallikrein-Inaktivatoreinheiten) in siler isotonischer Lésung.

Foy 305 (Camostat mesylat&in synthetisch hergestellter Proteaseninhibitamde uns von
der Fa. Sanol Schwarz GmbH, Monheim als kristalBobstanz zur Verfigung gestellt.

3.2.3 Parameter und Bestimmungsmethoden

Zur Kreislaufuberwachung wurden kontinuierlich derterielle Blutdruck, zentrale
Venendruck und die Herzfrequenz registriert. M#tteines mit physiologischer NaCl-Losung
gefllltem, geschlossenen Druckabnehmers der Faigklderg P 36 5N 80 und einem
Schreiber (Fa. Schwarzer, Typ Physiopolygraph \éaript V 443) wurden der arterielle
Druck in der Aorta abdominalis und der ZVD in degra cava inferior gemessen.

Die Bestimmung der Herzfrequenz erfolgte Uber anlbcutan in den beiden Vorderlaufen
und einem Hinterlauf eingebrachte Nadelelektrodeta®nahmen von jeweils 3 ml Citratblut
und einigen Tropfen EDTA-BIut erfolgten zu den pHenkten 0/ 0,5/ 1/2/ 3/ 4 Stunden



-26 -

Uber den zentralen Venenkatheter. Das Citratbludensofort bei 3000 U/min Gber 5 min
zentrifugiert. Ein Teil des Plasmas wurde fur dischlie3ende PTT-Bestimmung verwendet,
der Rest wurde in Eppendorfsche Gefal3e verteilt bed -60° C fur die spateren
Bestimmungen tiefgefroren. Aus dem EDTA-Blut wurdedie Leukozytenzahl,
Thrombozytenzahl und der Hamatokrit bestimmt. NachStunden wurde der Versuch
beendet. Stichprobenartig wurden am Versuchsende 4&tunden oder nach dem Ableben
Obduktionen durchgefiihrt und von Lunge und Nierezw€beproben zur histologischen
Untersuchung entnommen (Fixierung in 4 % Formadiniiy).

Thrombozyten:Die Zahlung erfolgte aus EDTA-Blut mit TOA Platel@ounter PL 100 der
Fa. TOA Medical Electronics Co., LTM laut etablary/orschrift.

Leukozyten: Die Auszdhlung der Leukocyten erfolgte per Hand der Neubauer-
Zahlkammer.

Hamatokrit: Die Bestimmung erfolgte mittels der Hettich Haeokat-Zentrifuge durch 5
min zentrifugieren bei 12000 U/min.

Die Werte fur das Gesamtprotein, Antitrypsin, Amtitmbin, Antiplasmin, o-2-
Makroglobulin, a-2-MG-Trypsin, und Plasminogen wurden mit dem hichatischen
Enzymanalysator ABA 200 Serius Il (Fa. Abbott Laddorius Irving, Texas) nach Wendt und
Mitarbeiter bestimmt (Wendt und Mitarbeiter 1983)S

Die Gesamtproteinbestimmungurde mit der Biuretmethode (Boehringer Mannheim,
Bestellnummer 124281) durchgefiihrt. Als Reagenzdeudie Lésung 2, verdinnt mit
4Teilen HO, als ,auxiliary reagens” Losung 1 unverdinnt esgjzt. Die Mel3werte wurden
automatisch anhand einer vorgegebenen Eichkurved@Ralbumin, Serva Heidelberg) in g/l
berechnet. Das Prinzip der Methode besteht auspdetometrischen Bestimmung eines
blaugefarbten Komplexes von Kupfer mit Peptidbirgimim alkalischen Milieu.

Fibrinogenwurde funktionell nach der Methode von Ratnoff udénzie bestimmt. Das
gerinnbare Fibrinogen der Probe wird durch Throndmiféllt, das Koagel wird gewaschen,
auf Filterpapier ausgedrickt, in NaOH und Urea gfelind mit Biuret-Reagenz gemessen
(siehe Proteinbestimmung).
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Bestimmung mit chromogenen Substraten

Das Prinzip besteht aus der Abspaltung von gelbéitrpanilid (pNA) aus farblosen
niedermolekularen Peptidsubstanzen durch ProteinaseDie zeitabhéngige
Extinktionszunahme bei 380 nm ist dabei ein Mal3 die proteolytische Aktivitdt der
gemessenen Protease.

Mit dieser Methode wurden gemessen:

Plasminogen:

Fur die Bestimmung wurde 2,5 pl Citratplasma mi0 30 Reagenz (10 Teile 50 mmol/l
Tris/HCI, 12 mmol/l NaCl, pH 7,4 und 1 Teil Strekiimase (Streptase, Kabi-Diagnostika,
Stockholm, 5000 U/ml kD) bei 37° C 9,66 min vorinkubiert und die Reaktiait 100 pl H-
D-Val-leu-lys-pNA-2 HCI (S 2251, 1,5 mmol/l J@, Kabi-Diagnostika) als ,auxiliary
reagent” gestartet.

Prinzip: Die Probe wird mit einem PlasminogenaktvgStreptokinase) vorbehandelt, wobei
aus dem proteolytisch inaktivem Plasminogen daseakllasmin entsteht.

Antiplasmin:

Fur die Bestimmung wurde 2,5 ul Citratplasma mi0 30 Reagenz (3 Teile 50 mmol/l
Tris/HCI pH 7,4 + 1 Teil Plasmin) bei 37° C 4,5mviorinkubiert und die Reaktion mit 50 pl
H-D-Val-leu-lys-pNA-2 HCI in HO (S 2251, 3,5 mmol/l, Kabi-Diagnostika) als ,auieiy
reagent” gestartet.

Das Prinzip besteht darin, daf3 durch Vorinkubatlen Probe mit exogenem Plasmin das
vorhandene Antiplasmin undu-2-MG komplexiert wird. Anschlieend wird die
Restplasminaktivitat bestimmt.

Da die Aktivitat dera-2-MG-Plasmin-Komplexe anndhernd 80 % der des riré&asmins
entspricht und 80 % der Plasminkomplexierungsatfiwon Plasma aud-2-Antiplasmin
beruht, entspricht die Aktivitatsabnahme annaheerdAntiplasminkonzentration der Probe.

Antitrypsin:

Fur die Bestimmung wird 2,5 ul Citratplasma mit 500 Reagenz (20 Teile 0,1 mmol/l
Tris/HCI + 0,15 mmol/l NaCl, pH 8,0 + 1 Teil Tryps{(2,57 mg bovines Trypsin in 10 ml 1
mmol/l HCI + 1 mmol/l CaCl ) bei 37° C 5 min vorinkubiert und die Reaktiort 50 pl
.auxiliary reagent* (8,7 mg N-Benzoyl-DL-arginindgiroanilid-HCI in 1 ml
Dimethylsulfoxid mit 9 ml HO) gestartet.
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Das Prinzip entspricht der Bestimmung von Antiplasm

Antithrombin lll:

Die Bestimmung erfolgte ebenfalls mit chromogenarbsiat der Fa. Kabi-Diagnostika,
Stockholm 1983 entsprechend der geltenden Vorsehrif

o-2- MG:

5ul des Citratplasmas wurden mit einem UberschuRrgpsinreagenz (200 pl) + 7 Teile 50
mmol/NgHPO, + 100 mmol/l NaCl, pH 7,35 + 1 Teil Trypsin (lmgvines Trypsin in 10 ml
1 mmol/l HCI + 1 mmol/l CaG) bei 37° C 5 min inkubiert, wobei sich das2-MG der
Probe sehr schnell mit Trypsin séttigt. Der Ubenchn Trypsin wird nach 9 sec mit SBTI
geblockt (0,5 mg Sojabohnentrypsininhibitor in 10Ha0) und ist enzymatisch inaktiv. Die
Aktivitat der Probe entspricht nun der Menge desemenden-2-MG (jedesa-2-MG bindet

2 Molekule Trypsin).

Die Trypsinaktivitat wird durch Zugabe des ,auxijiaeagent* 100 ul (0,4 mmol/l Ble-Glu
(X-OR)-Gly-Arg-pNA-HCI = S 2222 Kabi-Diagnostika) ploonetrisch bestimmt.

o-2-MG/Trypsin-Komplex:

Wie der a-2-MG/Plasmin-Komplex ist auch der entsprechene2MG/Trypsin-Komplex
gegen die verwendeten niedermolekularen Substiie. &ndogen gebildete Komplexe
kénnen daher direkt gemessen werden. Da das Trypsinm o-2-MG-Komplex gebunden
gegen den hochmolekularen SBTI geschuitzt ist, VBRITI hinzugegeben, um das frei
vorliegende Trypsin zu inaktivieren. Kontrollverbigcohne SBTI ergeben im Rahmen der
Genauigkeit der Bestimmung identische Resultateda® auch bei Trypsininfusion kein
freies Trypsin vorliegt.
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O = exogenes Trypsin

C = 0,-2-MG endogen

N = enzymatisch aktiv

D =SBTI

Abbildung 8: Bestimmung des2-MG/Trypsin-Komplexes

Die Bestimmung erfolgt analog dex2-MG, jedoch ohne Zugabe von Trypsin im Reagenz.

Freiesa-2-MG

Die Werte fir das freie-2-MG wurden durch Differenz der Messwerte w8-MG undo-2-
MG/Trypsinkomplex errechnet.

PTT-Bestimmung (Prothrombin-Zeit):

Sie erfolgte am Koagulometer mit ACTIN (Fa. Behnimgke).

0,1 ml Plasma und 0,1 ml ACTIN werden in einem @aungsréhrchen gemischt und
anschlieBend 5 min auf 37° C vorgewarmt; dann Widdml vorgewarmtes Calciumchlorid
(0,02 M) zugegeben und die Reaktion mit Hackelebtting gestartet. Es wird die Zeit
bestimmt bis zur Bildung des ersten Koagels.
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3.3. Einteilung in Versuchsgruppen

Die Kaninchen wurden willkirlich folgenden Gruppemd Untergruppen zugeteilt:

Gruppe A:
Infusion von bovinem Trypsin in einer Dosierung vOn- 3 - 5 - 7,5 - 10 mg Trypsin/kg

KG uber 130 min, geldst in 5 ml 0,9 % NaCl, in gmweiligen Untergruppe und simultane
Infusion von 5 ml Ringerldsung.

Gruppe B:

Infusion der letalen Trypsindosis 10 mg Trypsink@ gelost in 5 ml 0,9 % NaCl bei allen
15 Kaninchen.

Die_1. Untergruppe (N S3rhielt gleichzeitig eine Infusion mit 80 umol/Kg Foy 305 geldst
in 5 ml Ringerlésung Uber 130 min.

Die_2. Untergruppe (N 6¢rhielt eine Vorinfusion von 12 pmol Foy 305/kg K@d weiter
eine Koinfusion von 68 pmol Foy 305/kg KG Uber 13iD.

Die_3. Untergruppe (N 48rhielt eine Vorinfusion von 0,07 pmol AprotinigdlKG und weiter
eine Koinfusion von 0,43 pmol Aprotinin/kg KG.

Gruppe C:

Alle Kaninchen erhielten in dieser Gruppe eine ¥m@iktion von 250 |.E. Heparin/kg KG und
anschliel3end eine Koinfusion von 500 I.E. Hepagri{ks in 130 min.
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Der 1. Untergruppgurden gleichzeitig 15 mg/0,65 pummol Trypsin/kg K@undiert (N 3).

Der 2. Untergruppgurden gleichzeitig 20 mg/0,86ummol Trypsin/kg K@undiert (N 3).

Der 3. Untergruppgvurden gleichzeitig 30 mg/1,3ummol Trypsin/kg Ki@undiert (N 11).

Gruppe D:

Alle Tiere erhielten eine Vorinjektion von 250 I[.Heparin/kg KG und eine Dauerinfusion
von 500 I.E. Heparin/kg KG und 30 mg Trypsin/kg KGL30 min.

Die 1. Untergruppe N (1¥8rhielt eine Koinfusion von 5 ml NaCl (entspri¢dtuppe C
3. Untergruppe = Kontrollgruppe).

Die 2. Untergruppe N (1Xrhielt eine Koinfusion von 1,5 pmol Aprotinin/Kgs.

Die 3. Untergruppe N (12rhielt eine Koinfusion von 1,5 pmol Foy 305/kg KG
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4. Ergebnisse

4.1. In-vitro-Untersuchung

4.1.1. Gerinnungsuntersuchung von Kaninchenvollimiiitdem TEG

Abbildung 9: Kontrolluntersuchung | (ochne Zugalom Trypsin)
300 pl Vollblut +
50 ul CaCl
r=11s
k=12s
ma = 42 nm

Abbildung 10: Kontrolluntersuchung Il (mit Zugabenv50 pl NaCl)
250 pl Vollblut +
50 pl NaCl +
50 ul Cadl
r=6s
k=7s
ma =44 nm
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Die Abbildungen 11 — 15 zeigen den Einflu? vongaaden Trypsinmengen auf das TEG
von Kaninchenvollblut:

Abbildung 11: 250 pl Vollblut +
50 ul Cadd +
1 pg Trypsin in 50 pl NacCl
r=2s
k=2s
ma =41 nm

Abbildung 12: 250 ul Vollblut +
50 ul CaCGl+
5 ug Trypsin in 50 pl NaCl
r=1s
k=1s
ma =47 nm

Abbildung 13: 250 ul Vollblut +
50 ul Cadl +
10 pg Trypsin in 50 pl NaCl
r=0s
k=2s
ma = 42 nm
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Abbildung 14: 250 ul Vollblut +
50 ul CaCl +
50 pg Trypsin in 50 pl NacCl
r=0s
k=3s
ma = 29 nm

e ——

Abbildung 15: 250 ul Vollblut +
50 ul Cadd +
250 pg Trypsin in 50 pl NaCl
r=0s
k=5s
ma =4 nm

Die Abbildungen 11 - 15 zeigen, dal3 durch Zugabe steigenden Mengen an Trypsin zu
Kaninchenvollblut die Gerinnbarkeit beeinflu3t wirdchon 1 pg Trypsin verkirzt die
Reaktionszeit (r) gegentber dem Kontroll-TEG von hBdw. 6 auf r = 2 und die
Gerinnselbildungszeit (k) von k = 12 bzw. k = 7 kuf 2. Mit steigender Trypsindosierung
(5, 10, 50, 250 pg) kommt es zu einer weiteren Mekng der Reaktionszeit bis annéhernd
0. Die Gerinnselbildungszeit (k) erreicht den nigsken Wert k = 1 bei Zugabe von 5 pg
Trypsin. Sie nimmt dann wieder geringfiigig zu bis B bei Zugabe von 50 pg Trypsin. Bei
Zugabe von 250 pg Trypsin ist k nicht mehr bestimméuufgrund der niedrigen Amplitude
des TEG. Durch steigende Trypsindosierungen wiedT@G-Amplitude (ma) ein Mal3 fur die
Gerinnselfestigkeit (Fibrin- und Thrombozytengeh&leiner, bei 250 pg ist praktisch keine
Gerinnselfestigkeit mef3bar, da offensichtlich kestabilen Gerinnsel entstanden sind.
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4.1.2. Gerinnungsuntersuchungen von Kaninchenplasindem TEG

T

ﬂ<

Abbildung 16: Kontrolluntersuchung | (ochne Zugaloa v rypsin)
300 ul Plasma +
50 ul Cadl
r=32s
k=36s
ma = 26 nm

|

Abbildung 17: Kontrolluntersuchung Il (mit Zugabenv50 pl NaCl)
250 pl Plasma +
50 ul CaCl +
50 ul NaCl
r=4r7s
k und ma nicht bestimmbar

Die Abbildungen 18 — 22 zeigen den Einflu3 vongdgaden Trypsinmengen auf das TEG
von Kaninchenplasma:
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Abbildung 18: 250 ul Plasma +

50 ul NaCj} +

1 pg Trypsin in 50 pl NacCl
r=2s

k=5s

ma = 46 nm

Abbildung 19: 250 ul Plasma +

50 ul Cadl +

5 pg Trypsin in 50 pl NacCl
r=1s

k=2s

ma = 37 nm

Abbildung 20: 250 pl Plasma +

50 ul Cadd +

10 pg Trypsin in 50 pl NaCl
r=0s

k=1s

ma = 44 nm
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Abbildung 21: 250 ul Plasma +
50 ul Cadl +
50 pg Trypsin in 50 pl NacCl
r=0s
k=1s
ma = 36 nm

Abbildung 22: 250 ul Plasma +
50 ul Cadl +
250 pug Trypsin in 50 pl NacCl
r=0s
k=3s
ma = 13 nm

Wie obige Abbildungen 16 - 22 zeigen, bewirkt diggdabe von steigenden Trypsinmengen
auch beim Kaninchenplasma eine deutliche Abnahme Reaktionszeit (r), der
Gerinnselbildungszeit (k) und der Gerinnselfestigikea).

Beide Versuchsreihnen zeigen, dass bereits gerindgiengen von Trypsin als
prokoagulatorische Substanz eine Aktivierung dessrmphtischen Gerinnungssystems
bewirken. AuRerdem zeigt sich dann eine Abnahme Ataplitude, d. h. mit steigender
Trypsinmenge nimmt bedingt durch Fibrin(ogen)olgtseFestigkeit des Gerinnsels ab.
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4.2. In-vivo-Untersuchungen

4.2.1. Trypsintoleranz (i.v.-Infusion) von KanincheVersuchsgruppe A -

In dieser Gruppe von Kaninchen (N 19) wurden stedge Mengen von Trypsin i.v.
infundiert.

—- Trypsin 0,13umol
-o- Trypsin 0,22pmol
— Trypsin 0,32umol
| = Trypsin 0,43mmol

Abbildung 23: Trypsintoleranz der Kaninchen
Uberlebensrate in Abhangigkeit von der Trypsingiosg (n= Anzahl der
Tiere, h= Zeit in Stunden)
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Bereits bei einer Dosierung von 5 mg (0,217 umgI®&G in 130 min stirbt ein Tier (1 von
4).

Nach Gabe von 10 mg (0,435 umol)/kg KG sterbenTatee (6/6).

Die mittlere Uberlebenszeit betrug hierbei nur 7,nd. h. entscheidend war hierbei die pro
Zeiteinheit infundierte Menge an Trypsin und wenigie Gesamtmenge.

— Kontrolle

Herzfrequenz

-—= Trypsin 3mg

1/min —— Trypsin Smg

280 1
260 ]
240 -
220 ]
200 ]

Trypsin 7.5mg
—— Trypsin 10mg

180 -~
160 ]
140 ]
120 ]
100 ]
80 -
50 -

40 -

Abbildung 24: Herzfrequenz (Hf) in Abhangigkeit vdar Trypsindosierung
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—— Kontrolle

Blutdruck (art./diast.> o
—— Trypsin 5mg

Trypsin 3mg

kPa

12 Trypstn 7.5mg

I

—— Trypstn 10mg

10 +

a4 a1

0 T T T T T T T T T

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
h

Abbildung 25: Arterieller Blutdruck (P art.) in ABhgigkeit von der Trypsindosierung

KkPa CUP —— Kontrolle
1.4 - - Trypsin 3mg
1.3 - —— Trypsin Smg
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Abbildung 26: Zentraler Venendruck (CVP) in Abh&gigit von der Trypsindosierung
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Bei niedrigen Trypsindosierungen zeigt sich keineeiglaufwirkung, wie anhand der
Abbildung 24 — 26 belegt. Selbst bei den hohen &asgen 7,5 und 10 mg/kg KG bleibt der
Kreislauf bis kurz vor dem plétzlichen Ableben wgeihend stabil.

1/ul Leukozyten
2500 1 — Kontrolle

2000 - --=- Trypsin 3mg

6500 1 - —— Trypsin Smg

€000 ] Trypsitn 7.5mg

5500 1
5000 -
4500 1
4000
3500 -
3000 1
2500 -
2000 -
1500 1
1000 -
500
0 . . : :

—— Trypsin 10mg

Abbildung 27: Leukozytenzahl in Abhéngigkeit vorr deypsindosierung
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350 A

300 -

250 A

L

200 -

150 4

100 -
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Abbildung 28: Thrombozytenzahl in Abhéangkeit vom @eypsindosierung
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Wie den Abbildungen 27 und 28 zu entnehmen istmeghmit steigender Trypsindosierung
die im Blut vorhandenen korpuskularen Elemente Kbeyten und Thrombozyten) ab. Als
Ursache fir den plétzlichen Tod zeigten sich bei @bduktion und in den histologischen
Praparaten zahlreiche gemischte Thromben und Mikboden (DIC) mit perivaskuléren

Leukozytenanreicherungen in den Lungen und geriageh in den Nieren. Die Tiere waren
an einer Lungenembolie verstorben, siehe hierzuléinhg 29.

Abbildung 29: Histologische Untersuchung der Luage Kaninchen nach i.v.-Infusion
einer letalen Trypsindosis: Nachweis von multiplgrromben in
den Lungenarterien als Ursache fiir das akute-Kegislaufversagen mit To-
desfolge (Elastica-Ladewig-Farbung).
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Abbildung 30: Gesamtproteinspiegel in Abhangigkemn der Trypsindosierung
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Abbildung 31: Fibrinogenspiegel in Abhangigkeit vaber Trypsindosierung
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Abbildung 32: Plasminogenspiegel in Abh&ngigkei d@r Trypsindosierung
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Die Infusion von Trypsin fiihrt bereits bei geringBosierungen zu einer Abnahme des
Proteinspiegels im Blut. Insbesondere fallt mit iggader Trypsinmenge die

Fibrinogenkonzentration ab. Der Plasminogenspiblgébt bis zu einer Trypsindosierung von
7,5 mg/kg KG weitgehend konstant. In der Gruppe hiit mg Trypsin kommt es laut

Melergebnis zu einem Anstieg. Die Ursache hieréiggt in der Mel3methode begriindet. Das
verwendete Plasminsubstrat S 2251 wird von Plasamd Trypsin gespalten. Dadurch
ergeben sich bei der Messurfglsch hohe" Plasminogenwerte.
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i 7.
umol/mg Protein Trypsin Smg
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Abbildung 33:0-2-MG (gesamt)-Spiegel in Abhangigkeit von der Tiyplosierung
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Abbildung 34:.0-2-MG-Trypsin-Komplex-Spiegel in Abhangigkeit voerdTrypsindosierung
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Abbildung 35: Freien-2-MG-Spiegel in Abh&ngigkeit der Trypsindosierung
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Antitrypsin — Kontrolle
-=-- Trypsin 3mg
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Abbildung 36:a-1-Antitrypsin-Spiegel in Abhangigkeit von der Teypdosierung
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Abbildung 37: Antiplasminspiegel in Abhangigkeitrvder Trypsindosierung
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Die Daten der Abbildungen 33 — 37 belegen, dadg steigender Trypsindosierung die im
Serum vorhandenen Proteaseninhibitoren (Antitrypgintiplasmin und der spezifische
Trypsininhibitor a-2-MG) nur zum geringen Teil gesattigt oder verlstduwaren, als die
Kaninchen starben. Der grof3te Teil der physioldgscInhibitoren war noch vorhanden,
insbesondere freias2-MG (s. Abb. 35). Lediglich bei einem einzigereif(Abb. 35, 10 mg
Trypsin) war bei der letzten Blutabnahme (3 h) kigies a-2-MG sondern nun-2-MG-
Trypsin-Komplex nachweisbar. Dieses Kaninchen wanag zum Zeitpunkt 3 h bei der
Blutabnahme verstorben.

4.2.2. Trypsintoleranz von Kaninchen bei Gabe d&pteaseninhibitoren Aprotinin
(Trasylol) bzw. Camostat mesylate (Foy 305) — Velnsgruppe B —

In dieser Versuchsreihe wurde den Kaninchen dialdeTrypsindosis von 10 mg (0,435
pmol)/kg KG in 130 min infundiert und gleichzeitigder mit zusétzlicher Vorinfusion

Inhibitoren zugefligt. Hierbei sollte die Schutzwirlg von Proteaseninhibitoren bei einer
letalen Trypsindosis untersucht werden.
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Abbildung 38: Anzahl der Uberlebenden KaninchenGube der letalen Trypsindosen
10 mg//kg KG = 0,435 pumol/kg KG und

¢ gleichzeitiger Infusion von 80 pmol/kg KG Camostadsylate (Foy 305)

A \/orinfusion von 12 pnmol/kg KG und gleichzeitigefusion von 68 pmol/kg KG
Camostat mesylate (Foy 305)

03— Vorinfusion von 0,07 pmol/kg KG und gleichzeitigafusion von 0,435 pmol/kg KG
Aprotinin



- 49 -

Die Kaninchen (N 5), die gleichzeitig zur Trypsifusion von 0,435 pmol/kg KG 80 pmol
Foy 305/kg KG in 130 min, d. h. den 180fachen nesladberschul an Inhibitoren erhielten,
starben alle innerhalo 0,5 Std. Die Todesursacher waer ebenfalls eine
Gerinnungsaktivierung mit histologisch nachweishaMikrothromben, vor allem in der
Lunge. Die Vorinfusion von 0,07 pumol Aprotinin/kgXund anschlieRend aquimolarer Gabe
zu Trypsin erhéhte die Uberlebensrate (3 von 4€Tigéberlebten).

Die Steigerung der Uberlebensquote konnte auchhddazinfusion von 12 umol Camostat

mesylate/kg KG und anschlie3ender Infusion von 8@l Camostat mesylate/kg KG gesehen
werden. Es wurde hier der 180fache UberschuR debitaren gegeben, wobei 5 von 6

Kaninchen tUberlebten.

Auch bei den in dieser Gruppe gestorbenen Tieregt zéch, wie bei den Tieren der

Versuchsgruppe A, daf? die Tiere bei anfanglicheidfaufstabilitat plétzlich an den Folgen

einer intravasalen Gerinnung sterben. Die Obduktionnd histologischen Untersuchungen
zeigten als Todesursache multiple intravaskularen@sel vor allem in der Lunge. Wie die

Kreislaufparameter in den Abbildungen 39 — 41 zeigelieben die Uberlebenden Tiere
wahrend der 4-stindlichen Versuchsdauer kreisiaifst
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Herzfrequenz --—- Trypsin 10mg
—— Foy 40mg
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60 ]
a0
20
o]
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Abbildung 39: Herzfrequenz in Abhangigkeit von lnitbrengabe bei Gabe der letalen
Trypsindosis (0,435 pumol kg/KG = 10 mg/kg KG)
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Abbildung 40: Blutdruck in Abh&ngigkeit von Inhibiengabe bei Gabe der letalen
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Trypsindosis von 0,435 pmol/kg KG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 41: CVP in Abhangigkeit von Inhibitorermgabei Gabe der letalen Trypsindosis

von 0,435 pumol/kg KG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 42: Leukozytenzahl in Abh&ngigkeit vorniloitorengabe bei Gabe der letalen
Trypsindosis von 0,435 pmol/kg KG = 10 mg/kg KG
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Thrombozyten
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— Foy 40mg

Foy 6+34mg
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- Trypsin 10mg
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Abbildung 43: Thrombozytenzahl in Abh&angigkeit Mohibitorengabe bei Gabei der letalen

Die Thrombozyten- und Leukozytenwerte im zirkulredten Blut fallen unabhéngig von der

Trypsindosis von 0,435 puiglKG = 10 mg/kg KG

Infusion von Proteaseninhibitoren Foy 305 oder Aipio kontinuierlich ab.
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Abbildung 44: Proteinspiegel in Abhangigkeit vomilsitorengabe bei Gabe der letalen
Trypsindosis von 0,435 ukglKG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 45: Fibrinogenspiegel in Abhangigkeit viahibitorengabe bei Gabe der letalen

Trypsindosis von 0,435 ukglKG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 46: Plasminogenspiegel in Abhangigkem wohibitorengabe bei Gabe der letalen

Trypsindosis von 0,435 ukglKG = 10 mg/kg KG
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Im Gegensatz zu dem ausgepragten Fibrinogenvetbraulieben der Protein- und
Plasminogenspiegel weitgehend konstant. Auch bei ideerlebenden Tieren mit vor- und
gleichzeitiger Inhibitorinfusion liegen die Fibrigenwerte nach 4 Std. unter einem Drittel der
Ausgangswerte. Trypsin bewirkt eine ausgepragteiri{dgen)olyse (vergleiche Abbildung
18 — 22).
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Abbildung 47:0-2-MG (gesamt)-Spiegel in Abhangigkeit von Inhib&ongabe bei Gabe der
letalen Trypsindosis voa3h pmol/kg KG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 48:0-2-MG-Trypsin-Komplex-Spiegel in Abhangigkeit vamhibitorengabe bei
Gabe der letalen Trypsinslesn 0,435 pmol/kg KG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 49: Freien-2-MG-Spiegel in Abhangigkeit von Inhibitorengabs Gabe der
letalen Trypsindosis voa3h pmol/kg KG = 10 mg/kg KG
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Abbildung 50:0-1-Antitrypsin-Spiegel in Abhangigkeit von Inhibrengabe bei Gabe der
letalen Trypsindosis voA3h pmol/kg KG = 10 mg/kg KG



-56 -

— Kontrolle
Antiplasmin --—- Trypsin 10mg
—— Foy 40mg
- Foy 6+34mg
—-— Aprot. 0.5+2.75mg

IU/g Protein
80 -

20 A

60 - [ P -

40 -

30 +
20 ~

10 1

0

-10 A

_20 -

-30 A

Abbildung 51: Antiplasmin-Spiegel in Abhéngigkedrvinhibitorengabe bei Gabe der letalen
Trypsindosis von 0,435 puikglKG = 10 mg/kg KG

Wie die Abbildung 49 zeigt, bleibt die im Plasmaimaeisbare freie-2-MG-Konzentration
bei der Gabe von aquimolaren Mengen von Aprotiniffg/psin mit Vorinfusion weitgehend
im Normbereich. Aprotinin verhindert wirksam denrb@uch des wichtigsten Inhibitors.

Durch die Gabe von hohen Dosen von Foy 305 (cafatB&r, molarer Uberschul? zu
Trypsin) bei Anwesenheit von Trypsin kommt es zoeen starken Abfall der gemessenen
Gesamta-2-MG-Werte, als auch der freien2-MG-Werte. Zu erklaren ist dieses durch eine
messtechnische Besonderheit. Bei der hochdosi&@#aée von Foy 305 kommt es aufgrund
der kompetitiven Besetzung von Enzyminhibitoren hawur Entstehung vom-2-MG-
Trypsin-Foy-Komplexen in groRerer Anzahl. Diesedsim Unterschied zu den-2-MG-
Trypsin-Aprotinin-Komplexen enzymatisch inaktiv €8tberger 1981 S 203). Bei der
Bestimmung des Gesam2-MG im Plasma wird der entstandene Anteil vo2-MG-
Trypsin-Foy nicht erfasst, so dal3 es hier scheizibaeinem Abfall der Gesamt2-MG-
Konzentration und damit auch des freieB-MG kommit.

Foy 305 geht ebenso in dieser hohen Dosierung r@iplasmin- und Antitrypsinprotease in
die Messwerte ein, was zu einer scheinbaren Erigohder Antiplasmin- unda-1-
Antitrypsinwerte fuihrt. Die Aprotiningabe in nieddr Dosierung beeinflusst die Messwerte
nicht wesentlich. Die Antiplasmin- undl1-Antitrypsinspiegel bleiben bei den mit Aprotinin
behandelten Tieren nahezu konstant.
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4.2.3. Trypsintoleranz bei heparinisierten Kanimch&ersuchsgruppe C -

In dieser Versuchsreihe wurden die Tiere hepadrtigi250 I.E./kg KG Heparin als i.v.-
Bolus-Injektion vor der Trypsininfusion und anseflend Gber 130 min 500 I.E./kg KG) und
damit die prokoagulatorische Wirkung des Trypsinsgegschaltet. Die PTT-Werte lagen bei
allen Versuchstieren (Gruppe C) wahrend der 4-sgigmd Versuchsdauer Uber 80 sec,
unabhangig von der steigenden Trypsindosierung.

Die Messwerte der Prothrombinzeit (PTT) werden dlshm folgenden nicht extra
aufgefuhrt.

Die heparinisierten Kaninchen erhielten folgendésteigende Trypsinmengen 0,65 pmol,
0,86 umol und 1,29 pumol Trypsin/kg KG um die lefaigpsindosis zu finden (Abb. 52).

-¢- Trypsin 0,65umol
6 -o—Trypsin 0,86umol
-+ Trypsin 1,29umol

0 T T T T T T I 1
0o 05 1 15 2 25 3 35 4h

Abbildung 52: Anzahl der Uberlebenden heparinisieKaninchen bei steigender
Trypsindosierung

Durch Heparinisierung sterben die Kaninchen aughhbberer Dosierung von Trypsin (15
mg/0,65 pmol und 20 mg/0,86 pmol/kg KG) nicht. Hyst einer Steigerung auf 30 mg/1,3
pmol Trypsin/kg KG waren 73 % (8 von 11 Kaninchemerhalb 4 Stunden gestorben.
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Abbildung 53: Herzfrequenz in Abhéangigkeit von deypsindosierung bei heparinisierten
Tieren
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Abbildung 54: Blutdruck in Abh&angigkeit von der ‘psindosierung bei heparinisierten
Tieren
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Abbildung 55: CVP in Abhangigkeit von der Trypsirsikrung bei heparinisierten Tieren

Mit steigender Trypsindosierung kommt es bei depaheisierten Tieren auch zu einem
Blutdruckabfall, Abfall des zentralvendsen Drucké&sstieg der Herzfrequenz und es kommt
zur Ausbildung eines hypovolamischen Schocks. Beildbhen Trypsindosis von 30 mg/1,3
pmol/kg KG versterben 73 % der Kaninchen innerkal 4 Stunden.
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Abbildung 56: Leukozytenzahl in Abhangigkeit vorr deypsindosierung bei heparinisierten

Tieren
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Abbildung 57: Thrombozytenzahl in Abhangigkeit vier Trypsindosierung bei
heparinisierten Tieren

Die Leukozyten im Blut sinken bei allen Tieren, Btim wie bei den nicht-heparinisierten
Tieren, stark ab. Auch die Thrombozyten fallenjadpch nicht so stark wie bei den nicht-
heparinisierten Tieren, was den protektiven Effidd eingesetzten Antikoagulanz belegt.
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Abbildung 58: Proteinspiegel in Abhangigkeit vomr deypsindosierung bei heparinisierten

Tieren
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Abbildung 59: Fibrinogenspiegel in Abhangigkeit vier Trypsindosierung bei
heparinisierten Tieren
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Abbildung 60: Plasminogenspiegel in Abhéangigken der Trypsindosierung bei
heparinisierten Tieren

In Abhangigkeit von der eingesetzten Trypsindosld (mg oder 20 mg) sinkt die

Gesamtproteinkonzentration gering ab. Bei den Karen mit 30 mg/1,3 pmol Trypsin/kg
KG kommt es zu einem permanenten leichten Anstieg Eroteins, wie auch deutlich
ansteigendem Hamatokritwert (Abb. 70). Bedingt Huetnen Flissigkeitsverlust in den
Extravasalraum, kommt es bei den Tieren im hypoudéhen Schock zu einer
Konzentrierung der hochmolekularen Blutbestandtailed damit zu einem Anstieg der
Gesamtproteinkonzentration. Die Fibrinogenkonzéiotna im Plasma nimmt trotz

Heparinisierung mit steigender Trypsindosierung d&ei einigen Tieren war bei

Versuchsende kein Fibrinogen mehr mef3bar. Trypsinhier als unspezifische Protease
Fibrin(ogen) gespalten und verbraucht. Die Ergedenigler in vitro-Untersuchungen
bestatigen das. Heparin hat keinen Effekt auf derifogeno)lyse.

Die mit unserer Methode erhaltenen Plasminogenspistgigen an, bedingt durch eine
messtechnische Besonderheit. Wie in 4.2.1. bedwhmjegeht das vorliegende Trypsin in die
Messung ein und ergibt somialsch hohe" Plasminogenspiegel.



-63-

lpha-
A P 2n —— Kontrolle
umol/mg Potein
24 - --—= Trypsin 10mg
- —=— Trypsin 1Smg/Hepar.
2z J T “o++ Trypsin 20mg/Hepar.
20 - —— Trypsin 30mg/Hepar.
18 4 T -
16 A
14 -
12 4
10 A 1
8 9 ~‘~'“-~.&
6 A Sl
M
4 -
2 .
0 T T T T T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
h

Abbildung 61:0-2-MG (gesamt)-Spiegel in Abhangigkeit von der Biyplosierung bei
heparinisierten Tieren
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Abbildung 62:0-2-MG-Trypsin-Komplex-Spiegel in Abhangigkeit voerdTrypsindosierung
bei heparinisierten Tieren
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Abbildung 63: Freien-2-MG-Spiegel in Abhéngigkeit von der Trypsindosieg bei
heparinisierten Tieren

Der spezifische Trypsininhibitora-2-MG fallt mit steigender Trypsindosierung zu
Versuchsende ab. Auch bei héherer Trypsindosierstngimer noch zirkulierendes2-MG
vorhanden, das nicht abgebaut wurde. Wie die Albbi) 62 zeigt, nimmt aber der Anteil an
mit Trypsin besetztern-2-MG stetig zu, so dal3 bei den Kaninchen mit dehem
Trypsindosierung von 30 mg/1,3 umol/kg KG beredasm3 Stunden und bei den Tieren mit
20 mg/0,86 pumol Trypsin/kg KG nach 4 Stunden keeieka-2-MG vorliegt. Zu diesem
Zeitpunkt ist als@-2-MG als der potenteste Trypsininhibitor aufgelofreau
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Abbildung 64:0-1-Antitrypsin-Spiegel in Abhangigkeit von der Teypdosierung bei

heparinisierten Tieren
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Abbildung 65: Antiplasmin-Spiegel in Abhéangigkedrvder Trypsindosierung bei

heparinisierten Tieren
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Antitrypsin fallt mit steigender Trypsindosierungrnehmend ab. Jedoch ist auch bei der
kritischen Dosis von 30 mg/1,3 pmol Trypsin/kg KGcht das gesamte Antitrypsin
verbraucht.

Die Antiplasminwerte fallen ebenfalls stark ab. Baier Dosierung von 30 mg/1,3 pumol
Trypsin/kg KG ergeben sich zu Versuchsende negatieste, d. h. es wird hier durch
Trypsin aktiviertes freies Plasmin gemessen, diitdnen nicht mehr vorhanden sind.

" Trypsintoleranz von heparinisierten Kaninchen beib& der Proteaseninhibitoren
Aprotinin (Trasylol) bzw. Camostat mesylate (FoypB6Versuchsgruppe D -

Bei dieser Versuchsreihe wurde den Tieren zusétzlicden 750 I.E. Heparin/kg KG und 1,3
pmol = 30 mg Trypsin/kg KG die Proteaseninhibitofesy 305 in &quimolarer Dosis zu
Trypsin = (0,75 mg/1,5 pmol/kg KG in 130 min) od&protinin (12,5 mg/kg KG = 1,5
pmol/kg KG in 130 min) infundiert.

Hierbei zeigt sich die erwartete Schutzfunktion Besteaseninhibitoren.

n
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Abbildung 66: Anzahl der Uberlebenden Kaninchen

& Hep 750 I.E./kg KG + Trypsin 1,3 pumol/kg KG + Naitler
—®— Hep 750 I.E./kg KG + Trypsin 1,3 umol/kg KG + Foy331,5 umol/kg KG oder

O Hep 750 I.LE./kg KG + Trypsin 1,3 umol/kg KG + Apron 1,5 pmol/kg KG
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Wie umseitige Abbildung zeigt, steigt die Uberlef@te der heparinisierten Kaninchen mit
der letalen Trypsindosis von 1,3 umol/kg KG bei &allon &quimolarer Menge von

Aprotinin (1,5 pmol) von 27 % (3 von 11) auf 73 \on 11) an. Bei Gabe von 1,5 pmol
Foy 305 Uberleben 84 %, d. h. 10 von 12 Kaninchen.

Bei der Obduktion fanden sich bei den verstorbened auch Uberlebenden Kaninchen
regelmafig einige ml (<5ml) leicht blutiges Exsudat Bauchraum und gelegentlich ein
geringes retroperitoneales Hamatom.

Niere, Leber und Pankreas waren unauffallig.
Bei der histologischen Untersuchung der gestorbemehauch Uberlebenden Tiere zeigten

sich an Aufféalligkeiten mehrfach ein leichtes istérelles Lungenddem. Thrombenbildungen
waren nicht zu finden.

Herzfrequenz —— Hep-Try-Foy
1/min ---- Hep-Try-Apro
— Hep-Try-NaCl
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Abbildung 67: Herzfrequenz in Abhéngigkeit von Initbrengabe bei heparinisierten Tieren
mit letaler Trypsindosis
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Abbildung 68: Blutdruck in Abhangigkeit von Inhibiengabe bei heparinisierten Tieren mit
letaler Trypsindosis
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Abbildung 69: CVP in Abhangigkeit von Inhibitorermabei heparinisierten Tieren mit
letaler Trypsindosis
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Bei den Tieren mit 30 mg/1,3 pumol Trypsin/lkg KG kags zu den Zeichen eines
hypovolamischen Schocks mit Abfall des Blutdruakess zentralen Venendrucks und Anstieg
der Herzfrequenz. Wahrend der vierstiindigen Versdeher starben 8 von 11 Tieren an den
Folgen des hypovolamischen Schocks. Bei den UlmrtEn Tieren (N = 3) stabilisierten
sich nach Ende der Trypsininfusion (130 min) dieiklaufverhaltnisse wieder langsam. Bei
gleichzeitiger Gabe aquimolarer Menge von Foy 305 (12) oder Aprotinin (N = 11)-Gabe
blieben die Kreislaufparameter stabil.

Haematokrit —= Hep-Try-Foy

---- Hep-Try-Apro
% — Hep-Try-NaCl
46 -
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Abbildung 70: Hkt (Hamatokrit) in Abh&ngigkeit vamhibitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosis
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Abbildung 71: Leukozytenzahl in Abhéangigkeit vorniloitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosils
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Abbildung 72: Thrombozytenzahl in Abhangigkeit Mahibitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosis



-71 -

Bedingt durch den Flissigkeitstbertritt in den Bx&salraum im hypovolamischen Schock
kommt es bei den Kaninchen ohne Inhibitorgabe maerei Anstieg der Hamatokritwerte von
28 % auf 42 %. Bei den Tieren mit der Verabreichu®y Inhibitoren Foy 305- oder

Aprotinin bleibt der Hamatokritwert konstant. Diehrdbmbozyten fallen wahrend der
Trypsininfusion bei den Tieren mit Inhibitoren esmaeniger deutlich ab, als bei den tbrigen
Kaninchen und steigen bei Versuchsende wieder éangm. Bei den Foy 305 behandelten
Tieren verlauft der Anstieg der Thrombozyten rasche

Die Leukozytenzahlen fallen bei den Foy 305- undofpin-Tieren, &hnlich wie bei den
unbehandelten Tieren, wahrend der Trypsininfusientlcch ab, um anschlie3end wieder

leicht zu steigen.

PTT
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Abbildung 73: PTT-Werte in Abhéngigkeit von Inhilmiéngabe bei heparinisierten Tieren
mit letaler Trypsindosis
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Wahrend der Trypsininfusion kam es bei allen dneigpen zu einem geringen Ruckgang der
Thromboplastin-Zeit. Die Thromboplastin-Zeit lag eablber die gesamte Versuchszeit
zwischen 100 und 150 sec.
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Abbildung 74: Protein-Spiegel in Abhangigkeit varibitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosils

Die Gesamtproteinwerte stiegen bei den Tieren ohimdibitoren durch den
Flussigkeitsverlust im hypovolamischen Schock, @&hniwie der Hamatokritwert durch
Eindickung des Blutes an. Bei den mit Inhibitoregh&ndelten Tieren kam es nicht zu einer
Bluteindickung. Es resultierte hier lediglich ein eropgfiigiges Absinken der
Proteinkonzentration im Verlauf. Am Ende des Vehmsc lagen ca. 90 % des
Ausgangswertes vor.
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Abbildung 75: Fibrinogen-Spiegel in Abhéngigkeitvimhibitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosis

Fibrinogen fallt bei allen drei Gruppen wahrend dgpsininfusion stark ab. Der 4 Stunden-
Wert betragt etwa 1/3 des Fibrinogenausgangsweles. den nicht mit Inhibitoren
behandelten Tieren liegt am Versuchsende keinrfagen mehr vor. Bei den mit Inhibitoren
behandelten Tieren kommt es nach Ende der Trygasion wieder zu einem leichten
Anstieg.

Die Werte fir die Plasminogenspiegel waren mesasisch falsch hoch, da das vorliegende
Trypsin in die Messung miteingeht (s. Abbildung.60)

Auf eine graphische Darstellung wird deshalb vértat
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Abbildung 76: AT llI-Spiegel in Abh&ngigkeit vonHhibitorengabe bei heparinisierten Tieren
mit letaler Trypsindosis

Bei den heparinisierten Kaninchen, die TrypsinimeeDosis von 1,3 pmol/kg KG bekamen,
war bereits zum Ende der Trypsininfusion das gesaitlll verbraucht. Zum Versuchsende
wurden negative Werte erhalten, so dal3 zu dieseitpunét freie Aktivitat gegen die
chromogenen Substrate vorlag. Die Bestimmung dedllASpiegels erfolgte standardisiert
mit chromogenen Substraten. Bei den mit Foy odao#pn behandelten Tieren nahm der
AT lll-Spiegel bis auf 1/3 des Ausgangswertes bessvichsende ab.
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Abbildung 77:0-2-MG-Spiegel in Abhangigkeit von Inhibitorengabs heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosils
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Abbildung 78:0-2-MG-Trypsin-Komplex-Spiegel in Abhangigkeit vamhibitorengabe
bei heparinisierten Tiereit letaler Trypsindosis
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Abbildung 79: Freien-2-MG-Spiegel in Abhéngigkeit von Inhibitorengale b
heparinisierten Tieren hataler Trypsindosis

In der Kontrollgruppe ist bereits ab 2 Stunden $ighds vorhandenes-2-MG mit Trypsin
abgesattigt, so dal3 ab diesem Zeitpunkt bei di@seren der wichtigste physiologische
Trypsininhibitor besetzt ist und ledigliek2-MG-Trypsinkomplexe im Kreislauf zirkulieren.
Freiesa-2-MG ist dann nicht mehr nachweisbar.

Bei den mit Inhibitoren behandelten Kaninchen komst nach 4 Stunden zu einem
vergleichbaren Abfall des-2-MG-Gesamtkonzentration auf ca. 60 % des Ausgaeides.
Vom Gesami-2-MG liegen ca. 40 % als-2-MG-Trypsinkomplex vor und 60 % als freies
a-2-MG.
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Abbildung 80: Antitrypsin-Spiegel in Abhangigkeibw Inhibitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosils

Der Antitrypsinspiegel sinkt bei der unbehandeKemtrollgruppe bis Versuchsende auf 50%
des Ausgangswertes.

Bei den Aprotinin-Tieren sinkt dieser auf 85 % ubei den Foy-Tieren auf 75 % des
Ausgangswertes ab, wobei Aprotinin in den gemessehetitrypsinspiegel miteingeht.
Angemerkt wird, da Foy 305 nur bei hohen und nloit niedrigen Dosierungen in die
Melmethode eingeht, wie von Stemberger (1980 S @geAigt.
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Abbildung 81: Antiplasmin-Spiegel in Abh&ngigkedrvinhibitorengabe bei heparinisierten
Tieren mit letaler Trypsosils

Bei dieser Bestimmung addiert sich das in der Melprvorhandene Aprotinin zum

physiologisch vorliegenden Antiplasmin hinzu. Fdb3ibt hierbei keinen Einflul aus. Als

Folge ergibt sich wahrend des Versuchs bei derAmibtinin behandelten Tieren ein leicht
ansteigender Antiplasminspiegel. Im Vergleich zightbehandelten Gruppe, bei der ab 2
Stunden kein Antiplasmin mehr vorhanden war undliaser Zeit freie Aktivitat gegen das

chromogene S 2251 vorlag, blieb bei den Foy-Tiezgre Restaktivitdt von ca. 1/5 des
Ausgangswertes von Antiplasmin erhalten.
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5. Diskussion

Bei Patienten mit akuter nekrotisierender Pankisdtssen sich im Kreislauf hohe Mengen
von Trypsin und Trypsinogen nachweisen (Wendt 188277). In diesem Zusammenhang
hatten Ohlsson und Balldin ein Modell entwickelt, dem sie die Auswirkungen von
Trypsininfusionen bei Hunden mit der Entwicklunges Schockgeschehens untersuchten.

In Experimenten an Kaninchen wurde von uns untétsumwieweit Heparin und
therapeutisch verfiigbare Proteaseninhibitoren dipsintolerenz erhohen kénnen.

Im Institut fir Experimentelle Onkologie und Theiefprschung bestehen seit vielen Jahren
Erfahrungen mit Bastardkaninchen. Es liegen vonaklthund Mitarbeiter (1979 S 359)
Arbeiten Uber Anasthesieverfahren als auch dunch Bissertationsarbeit von Stohr (1984 S
1) Gerinnungsuntersuchungen und deren Beeinflusdungh Trypsingaben als auch durch
Proteaseninhibitoren wie Aprotinin und Foy 305 vor.

Diese Ergebnisse machten wir uns zunutze und maggtien ein von Balldin und Ohlsson
(1979 S 653) bei Hunden entwickeltes und erprobtedell mit der Infusion von Trypsin
und Inhibitoren fur Kaninchen.

Die Kaninchengriosse war geeignet, um durch notvgen8imalige Blutentnahmen von je
2ml und den Volumenersatz durch 10 ml isotone L{gskaine Kreislaufdepression zu
erzeugen. Die Anzahl der Versuchstiere wurde bei derversuchen zur Ermittlung der
Trypsintoleranz aus ethischen Griinden bewusst giealten.

Lediglich bei den Versuchsreihen der Gruppe D edllarch die Anzahl der Versuchstiere
von > 11 pro Gruppe eine statistische Aussagechitreierden.
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Der Versuchsaufbau mit Vorbereitung der Tiere, Waehung, Kontrolle der
Kreislaufparameter, Blutabnahmen u. a. erfolgte @anwiurch die gleiche Person um diese
Einflussgrésse mdglichst klein zu halten. Die Usiiehungen der korpuskuldren Werte im
Blut und die PTT-Bestimmung erfolgten wahrend dessuchsablaufes, die plasmatischen
Werte (Protein, Fibrinogen, Plasminogen;2-MG, o-2-MG-Trypsin, freies a-2-MG,
Antitrypsin, Antiplasmin und AT IIl) wurden zu einespateren Zeitpunkt bestimmt.

Die Beobachtungszeit der Tiere Uber 4 Stunden erwgieh als praktikabel und war
ausreichend um unsere Frage zu bearbeiten. Auggefland fur das Ableben oder das
Uberleben der Kaninchen erwies sich die pro Zditgininfundierte Trypsinmenge und nicht
deren Gesamtmenge. Desweiteren zeigte sich 2 Sturadd Infusionsende eine weitgehende
Konstanz der Messwerte. Eine langere Versuchsdadie zusatzlich nicht kalkulierbare
Einflussgréssen wie Auskihlung der Tiere u. a. geffr

Durch steigende Trypsindosen bei nicht heparirtesieoder heparinisierten Tieren konnten
die Letalitatsraten und damit die fur die weitereviersuchsreihen relevanten
Medikamentendosen ermittelt werden. Bei den Vechkgruppen zur Uberpriifung der
Wirksamkeit von Aprotinin und Foy 305 wurden aquiate Mengen der Substanzen benutzt.
Es ist trotzdem kein direkter Wirkungsvergleich niig da sich die Substanzen im
jeweiligen Inhibitorpotential unterscheiden. Sidtierzu Voruntersuchungen von Stemberger
(1980 S 647) und Stohr (1984 S 28).

Die Ergebnisse am TEG bei Kaninchenvollblut undaspia zeigen einerseits eine
prokoagulatorische Wirkung von Trypsin im Vollbluhd im Plasma, andererseits eine
Aktivierung der Fibrinolyse und Abnahme der Gerglfestigkeit. Die Trypsindosierung bei
den in vitro-Versuchen am TEG entsprachen in etera drypsinblutspiegel der Kaninchen,
die bei den in vivo-Untersuchungen erreicht wurddnsere Ergebnisse stimmen mit den
Befunden anderer Autoren Uberein (Balldin und Migater 1981 S 357 / Satake 1981 S 343/
Miller 1965 S 421). Es wurde in zahlreichen Unteraingen die Erhoéhung der
Thrombocytenaggregationfahigkeit, die Steigerung gdasmatischen Gerinnung, die
Aktivierung der Fibrinolyse durch Beigabe von Trnypsam TEG und weiteren
Gerinnungsuntersuchungen bei Kaninchen und im nhdioken Plasma gezeigt.
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Die Wirkung von Trypsin wird folgendermassen erklar

Durch die i.v.-Gabe von Trypsin bei Kaninchen undngchen kommt es zur Erhéhung der

Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten und zur

Eolung einer disseminierten

intravaskularen Gerinnung (DIC). Ebenso wurde anGTihd weiteren Gerinnungstests die
Steigerung der plasmatischen Gerinnung und dievigkting der Fibrinolyse gezeigt (97).
Die Auswirkugen von Trypsin auf die Gerinnung zeigichstehendes selbst entwickeltes
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Abbildung 82: Wirkung von Trypsin auf die Einzeltaken der Blutgerinnung
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Der erste Teil der in vivo-Untersuchungen diente Blestimmung der Trypsintoleranz der
Kaninchen.

Trypsininfusionen bis 3 mg/kg KG in 130 min werdeam Kaninchen gut toleriert. Ab 5 mg
Trypsin/kg KG in 130 min stirbt ein Teil der Tierkeei 10 mg Trypsin/kg KG in 130 min
sterben alle Tiere. Die Tiere starben sehr pldizlem Herz-Kreislaufversagen und
entwickelten nicht die Zeichen eines hypovolamisch®chockes. Bei den fallweise
durchgefuhrten Obduktionen zeigten sich als Todeslve frische Thromben in der Vena
cava, in den Lungenarterien (Lungenembolie) sowatere Zeichen der DIC und eines
akuten Rechtsherzversagens. Passend hierzu fanddn is den histologischen
Untersuchungen von verstorbenen Kaninchen in Lungem Nieren zahlreiche
Mikrothromben mit perivaskularen Leukozytenanrercingen. Damit ist auch der Abfall der
korpuskularen Elemente (Thrombozyten, Leukozytde} Proteins und des Fibrinogens zu
erklaren. Unsere in vitro-Ergebnisse belegen diestyderte prokoagulatorische und
thrombozytenaggregationssteigernde Wirkung von SirnypAls Todesursache wurde bei allen
Tieren eine Aktivierung des Gerinnungssystems nawelegen. Die physiologischen
Inhibitoren von Trypsin -2-MG, ao-1-Antitrypsin und Antiplasmin) sind zu diesem
Zeitpunkt nur zu einem geringen Teil verbraucht deor, so dass noch Inhibitorkapazitat
vorhanden ware.

Ohlsson und Balldin (1980 S 267) kommen bei lhrersdchen zu ahnlichen Ergebnissen
und stellen sowohl bei Kaninchen und bei Hundert, fédsf? durch die vorhandenen
physiologischen Proteaseninhibitoren die prokoagtikche Wirkung von Trypsin nicht

verhindert werden kann. Entscheidend fir die gemgsaktivierende Wirkung und die

Entwicklung der DIC ist nicht die Gesamtmenge adgandierten Trypsins, sondern die pro
Zeiteinheit infundierte Menge an Trypsin. Trotz kandener Inhibitoren kann die

prokoagulatorische Wirkung von Trypsin, die primddesache fir die DIC und den

plétzlichen Tod nicht aufgehalten werden. Die pblxjisch vorhandenen Inhibitoren und
die zusatzlich gegebenen Inhibitoren Aprotinin oBey 305 waren daher weitgehend ohne
Wirkung.

Dieses laf3t sich folgendermassen erklaren:

Trypsin aktiviert Prothrombin zu Thrombin und l@ie Gerinnungskaskade aus. Thrombin
und Trypsin fuhren zusatzlich zur Thrombocytenaggtien. Das RES, welches

normalerweise eine Clearancefunktion flr aktivigBerinnungsfaktoren besitzt, dirfte bei
einer zu hohen Trypsindosierung (Menge pro Zeigridvdert sein. Ebenso ist anzunehmen,
dal die sonst Ubliche endogene Freisetzung vorrihé&palichen Substanzen, bei Kaninchen
ebenfalls nicht ausreichend ist. AuRerdem wurdelddiaylor F. et al (1994 S 197) gezeigt,
daR im Gegensatz zu Menschen und anderen Tieremindfen nur eine sehr geringe
fibrinolytische Aktivitat besitzen, um der Entwicklg einer DIC entgegenzusteuern.



-83-

Begunstigend fir die Entwicklung der DIC ist beirnf@hen noch der hohe Gehalt an
Serotonin in den Thrombozyten, anders als bei @&md&rieren oder beim Menschen.
Serotonin bewirkt eine Vasokonstriktion und begighsdamit zuséatzlich die DIC durch die
ausgelOste Stase im kapillaren Kreislauf.

In unseren folgenden Versuchsreihen wollten wirfgriiinwieweit durch zusétzliche Gabe
von Inhibitoren (gleichzeitig oder mit Vorinfusiorgie prokoagulatorische Wirkung von
Trypsin verhindert werden kann.

Uberraschend stellten wir fest, dass bei Kaninch@ngine letale Dosis von 0,43 umol (10
mg) Trypsin/kg KG erhalten, sich durch die allemigleichzeitige Infusion von Foy 305

selbst in einer Dosis 80 pumol/kg KG, was dem 18®éa molaren Uberschuss entspricht,
die Letalitatsrate nicht senken |aRt. Alle Tiererlsén innerhalb von 30 min an den Folgen
einer intravasalen Gerinnung.

Die Obduktion bestatigt Thromben in der grossen lHote, den Lungengefassen und
Zeichen der DIC. Obwohl Balldin und Ohlsson in ir&ersuchen an Hunden durch
gleichzeitige Infusion von Trypsin in einer Dosisrvl5 mg/kg KG (0,65 pmol/kg KG) und
Aprotinin 18 mg/kg KG (2,9 pmol/kg KG) in 6 Stundedie Entwicklung eines
hypovolamischen Schockes auch nach AufbrauchudeMG weitgehend verhindern konnte
(Balldin und Ohlsson 1980 S 268, Balldin und Ohts4878 S 655), konnten wir dieses in
unseren Versuchen nicht bestéatigen. Unsere Kannehevickelten nicht die Zeichen eines
sich langsam entwickelnden hypovolamischen Schockiesch eine Kinin- bzw.
Bradikininfreisetzung wie bei Ohlsson, sondern Istar bereits vorher an der starken
prokoagulatorischen Wirkung von Trypsin. Der Taoat tlabei zum Teil noch friher ein als
ohne die Gabe des synthetischen Proteaseninhibiogr805.

Urséachlich fur die unterschiedlichen Ergebnissdtdiger bei Kaninchen noch starker als bei
Menschen und anderen Tieren (z. B. Hunden) nacbasgsprokoagulatorische Effekt, die
geringere fibrinolytische Wirkung und die stark&erotoninausschittung von Trypsin sein.

Eine sichere Erklarung, weshalb Kaninchen die plmdig mit der letalen Trypsindosis
Inhibitoren (Foy 305) erhielten noch friher starlazds die Tiere, die nur Trypsin erhielten,
kbnnen wir nicht geben. Mdglicherweise spielt herldie zusatzliche Blockierung der
Fibrinolyse, vor allem bei Foy 305 als potentersRiminhibitor eine Rolle. Festzustellen
war, dafld alle Tiere innerhalb von 30 min an der g€older Aktivierung des
Gerinnungssystems (Thromben, DIC) am akuten Heeiskaufversagen verstarben.
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Der hierbei gegebene 180fache dquimolare Uberscrars§oy 305 zu Trypsin gibt alleine
auch keine Erklarung fur eine toxische Wirkung, b den weiteren Versuchen mit der
Vorinfusion von Foy 305 in der gleichen Dosierung &rof3teil der Tiere tberlebte. Laut
Literatur (Stéhr 1984 S 46) ist Foy 305 erst alkeeiDosierung > 50 mg/100 umol/kg KG
toxisch.

Erst bei den weiteren Versuchen mit Vorinfusion oy 305 oder Aprotinin konnte ein
protektiver Effekt und damit eine Erh6hung der Bippoleranz erreicht werden.

Wurden den Kaninchen 15 min vor Beginn der Trypgirsion die Inhibitoren Aprotinin
(0,07 umol/kg KG) oder Foy 305 (12 umol/kg KG) intliert und anschliel3end gleichzeitig
Aprotinin 0,43 pmol/kg KG oder Foy 68 pumol/kg KGrabreicht, so sank die Letalitatsrate.
Bei den Aprotinin-Tieren (Gabe aquimolarer Menge ¥protinin zu Trypsin) starb 1 von 4
Tieren, bei den Foy 305-Tieren (180-facher molasberschuss von Foy 305 zu Trypsin)
starb 1 von 6 Tieren.

Bei der Versuchsreine mit der Vorinfusion von Fo§53in 180fachem &aquimolaren
Uberschuss oder Aprotinin in aquimolarer Menge ryp3in sollte kein Wirkungsvergleich
zwischen den beiden Praparaten erfolgen, sondene statistische Absicherung gezeigt
werden, dal3 nur durch die vorherige Erhhung dete&seninhibitorpotentials die Letalitat
gesenkt werden kann. Bei den Uberlebenden Tiemnendsainnerhalb der 4 Stunden trotzdem
zur Entwicklung der DIC mit Abfall der korpuskul&ré&lemente und Fibrinogenverbrauch.

Als Resumee aus dieser Versuchsreihe ergibt sich:

Trotz der Vorgabe von Proteaseninhibitoren in hobBesierung kann die Wirkung von
Trypsin auf die Blutgerinnung und die korpuskularélemente nur zum geringen Tell
beeinflusst werden, der erwartete protektive Effekbegrenzt.

Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich uns digé&raawieweit durch die Gabe von Heparin
die gerinnungsaktivierende Wirkung von Trypsin Kaninchen zu beeinflussen ist.
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Wir bestimmten in weiteren Versuchsreinen die Tiyjmderanz von heparinisierten
Kaninchen und kamen zu folgendem Ergebnis:

Wird die prokoagulatorische Wirkung von infundienteTrypsin bei Kaninchen durch
Vollheparinisierung (750 I.E. Heparin in 130 min)sgeschaltet, so zeigt sich ein von der
Trypsindosierung abhangiger kreislauf-depressiviéekE Bekannterweise vermag Trypsin
das Kinin-Kallikrein-System zu aktivieren. Diese tAderung fuhrt, wie auch in unserem
Versuch gesehen, zur Entwicklung eines hypovoldmeiscSchocks. Es kommt hierbei zu
GefalRerweiterungen, Permeabilitdtsstérungen mitsdkutivem Flissigkeitsverlust in den
Extravasalraum. Als Folge kommt es zu einem Abfddls systemischen arteriellen
Blutdrucks, Abfall des zentralvendsen Drucks (C\Wd einer Hamokonzentration. Der
Hamatokritwert steigt bei den Tieren mit 30 mg/ftj8ol Trypsin/kg KG vom Ausgangswert
30 % auf 42 % (nach 3 Std.) an. Bei der gleicheryp3indosierung waren die
physiologischen Trypsininhibitoren grol3tenteis1tAntitrypsin) bzw. vollstandigo-2-MG
und Antiplasmin) abgesattigt. Trotz hochdosierteepétingabe fanden sich in der
histologischen Untersuchung der verstorbenen Tiereh Mikrothromben in Lunge und
Nieren im Sinne einer DIC. AulB3erdem fiel eine figksitsbedingte Verbreiterung des
Lungeninterstitialraumes auf (interstitielles Lungdem).

Balldin und Ohlsson stellten fest, daf3 die GabeReparin bis zu einer Trypsindosis von 15
mg/0,22 pmol/kg KG bei Hunden den Abfall von Filegen verhindert, aber nicht das
Schockgeschehen (Balldin und Ohlsson 1981 S 3%9)uiseren Kaninchenversuchen sehen
wir, dal3 trotz der Gabe von Heparin ab einer Desis>15 mg/0,22 umol/kg KG Trypsin es
zu einer Abnahme des Fibrinogens und Abfall dempuskularen Elemente kommt. So
konnten wir histologisch trotz der Vollheparinigiag in Lungen und Nieren Mikrothromben
im Sinne einer DIC nachweisen. Ahnlich wie im Oblsdviodell entwickeln auch die
Kaninchen wahrend der 4-stiindigen Versuchsdauendigpovolamischen Schock.

Heparin kann bei Kaninchen die Trypsintoleranz wam dielfache erh6hen, aber weder eine
DIC komplett verhindern, noch die Entwicklung einegovolamischen Schockes. Auch
Balldin und Ohlsson (1981 S 360) nehmen als Ursadhas Schockgeschehens die
Aktivierung des Kallikrein-Kininsystems an. Ahnlichie bei Ohlsson sahen wir, daR der
potenteste Trypsininhibitor, das2-MG, bei den im Schockgeschehen sterbenden Kaamc
vollig aufgebraucht war. Bei den tberlebenden Tidead sich noch freies-2-MG im Blut.
a-1-Antitrypsin war auch bei den sterbenden Tierenhnvorhanden. Ubereinstimmend mit
anderen Autoren zeigte sich auch in unseren Veesuci2-MG als der potenteste endogene
Inhibitor fUr Trypsin.

Durch die zusatzliche simultane Infusion der Intwken und Trypsin konnte in dieser
Versuchsreihe die Letalitatsrate bei Gabe von B&y(2,5 umol/kg KG, d. h. etwa aquimolar
zu 1,3 pmol Trypsin) von 72 % auf 16 % (2 von 12ikahen) und bei Gabe von Aprotinin
(2,5 pmol/kg KG, d. h. etwa aquimolar zu 1,3 pumoypBin) auf 27 % (3 von 11 Tieren)
gesenkt werden. Die Unterschiede in den Letalaétsrzwischen den Tieren ohne
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Proteaseninhibitoren und mit Inhibitoren (Aprotider Foy 305) sind statistisch signifikant
auf dem 5 %-Niveau nach dem Vierfeldertest. Kemtistisch signifikanter Unterschied

besteht in der Letalitatsrate zwischen der Aprotiroder der Foy-Gruppe (Sachs 1999 S
449).

Obduktionen und histologische Untersuchungen anstedyenen und Uberlebenden
Kaninchen wurden nur vereinzelt durchgefuhrt. Stsith gesicherte Aussagen konnten
somit nicht erbracht werden. Gemeinsam zeigte [s&tlien Kaninchen der Versuchgsgruppe
D, dall es als Folge des abgelaufenen hypovolanmsch&chocks zu
Flissigkeitsverschiebungen vom Intravasal- in dertragasalraum gekommen war
(interstitielles Lungenédem, Exsudat im Bauchraum).

Thrombenbildungen oder Hinweise fur eine DIC waben den heparinisierten Kaninchen
nicht mehr nachweisbar.

Das vereinzelt bei der Obduktion nachweisbare geriretroperitoneale Hamatom lag im
Bereich von Katheterspitzen der V. cava inferioeroder abdominellen Aorta. Dieses ist auf
eine mechanische Irritation beim Legen der Kathetel durch toxische Gefal3lasionen durch
die erfolgten Trypsininfusionen an dieser Stelleegklaren.

Bei unseren Trypsininfusionen bei heparinisierteamiichen zeigte sich, daf32-MG der
wichtigste physiologische Trypsininhibitor ist urdiki steigender Trypsinmenge ohne die
zusatzliche Gabe von Inhibitoren vollig aufgebraweind. Es finden sich im Serum nur noch
a-2-MG-Trypsin-Komplexe, jedoch kein freies2-MG, um die Tiere zu schitzen. Obwonhl
noch gentgend:-1-Antitrypsin vorlag, konnten die Kaninchen nickhdr der Entwicklung
eines hypovolamischen Schockes und somit nichtigor Ableben geschiitzt werden.

Balldin und Ohlsson (1979 S 651) finden bei ihreerstichen an Hunden &hnliche
Ergebnisse: Sie zeigen, dal3 Trypsin Uberwiegendi-BAMG-Trypsin-Komplex gebunden
wird. Dieser ist enzymatisch noch aktiv und wirdaudas korpereigene RES eliminiert. Die
Verbindung vona-1-Antitrypsin und Trypsin war in ihren Versucheehs instabil und
vorhandenes freies1-Antitrypsin konnte die Hunde nicht ausreichemd gter Entwicklung
eines hypovolamischen Schockes schitzen, wennhgkitey kein freiesa-2-MG mehr
vorhanden war.
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Ein vergleichbares Ergebnis fanden wir bei Kanimchés ist anzunehmen, dafld auch bei
Kaninchen a-2-MG eine sehr hohe Affinitdt zu Trypsin besitzbdu eine stabile noch
enzymatisch aktive Verbindung eingeht. Diese whidrdalls durch das RES abgebaut. Auch
bei Kaninchen kanm-1-Antitrypsin nach demVerbrauch von freiaa2-MG nicht vor der
Entwicklung eines Schockgeschehens und dem Ablabsreichend schitzen. Die Erklarung
durfte in der von Balldin und Mitarbeiter (1979 S5 bei Hunden gefundenen Instabilitat
des a-1-Antitrypsin-Trypsin-Komplexes zu finden sein;ede Befunde gelten auch bei
anderen Tieren und beim Menschen.

Durch die Zugabe der Proteaseninhibitoren Foy @5 Aprotinin stellten wir fest, dads2-
MG bei Kaninchen nicht komplett ats2-MG-Trypsin-Komplex verbraucht wird, sondern
bis zum Versuchsende noch freie2-MG mel3bar ist. Der wichtigste endogene Inhibitor
Trypsin liegt am Versuchsende noch zu 1/3 des Agswertes vor und kann damit noch
eine Schutzfunktion austiben. Des weiteren warenSgieegel fira-1-Antitrypsin kaum
abgesunken. Zu erklaren ist dieses durch die hehguBgsaffinitdt von Aprotinin und Foy
305 zu bovinem Trypsin im Kaninchenblut und einehdndStabilitat der entstandenen
Verbindung.

Balldin (1979 S 655) findet eine hohe Affinitdt vakprotinin zu bovinem Trypsin bei
Hunden, und stellt fest, dal3 hier Trypsin Uberwnegeon a-2-MG gebunden wird. Es
resultiert trotz des vorhandenen Aprotinin ein kéettpr Verbrauch von freiem-2-MG.

Aprotinin wird an denu-2-MG-Trypsin-Komplex gebunden, inaktiviert ihn umdrd dann
gemeinsam mit diesem Komplex Uber das RES aus demsl&uf eliminiert. Ohlsson sieht
erst nach Sattigung des2-MG-Trypsin-Komplexes mit Aprotinin freies Apratn im Blut
und steigende Mengen von Aprotinin-Trypsin-KomplexBiese entstehen einerseits durch
die Reaktion von Trypsin und Aprotinin und andeeéssdurch den Transfer von Trypsin aus
dem relativ instabilen Trypsia-1-Antitrypsin-Komplex. Zu erkléaren sind die Unteingede
durch speziesverschiedene Bindungsaffinitaten deteB®seninhibitoren. Balldin (1984 S
264) zeigt in weiteren Untersuchungen an Hundefd,dika Bradykinin-Freisetzung und damit
die Entwicklung eines hypovolamischen SchockesTgpsingabe erst bei Aufbrauch des
freiena-2-MG eintritt und durch die Gabe von Aprotinin kierdert wird. Noch vorhandenes
a-1-Antitrypsin kann die Freisetzung von Bradykinind die Entwicklung des Schockes
nicht verhindern.

Unsere Untersuchungsergebnisse sind &hnlich ungrélérung ist wie obig beschrieben zu
sehen. Sowohl Aprotinin als auch Foy 305 erweisen als potente Trypsininhibitoren bei
Kaninchen nach Antikoagulation und Ausschalten geskoagulatorischen Effektes von
Trypsin. Beide Inhibitoren verhindern bei Kaninchenen kompletten Verbrauch von freiem
a-2-MG, sie vermindern den Abfall von-1-Antitrypsin, AT Ill und Antiplasmin. Wie
Ohlsson und Balldin (1980 S 266) an Hunden bei Apiro zeigten, durften sie auch die
Entwicklung des Schockgeschehens durch Blockierdag Freisetzung von Bradykinin
verhindern.
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Der klinische Einsatz von Proteaseninhibitorenb@s®ndere von Aprotinin bei der akuten
Pankreatitis in den 80er Jahren, hat nicht den régtem Benefit erbracht. Die Entwicklung
weiterer pankreasspezifischer Medikamente wie Bsat@nhibitoren, z. B. Nafamostat
mesilate (FUT-175), Gabexate mesilate, Gegenmiifejen Cytokine oder aktivierte
Leukozyten ist Gegenstand aktueller wissenschiaéti¢ntersuchungen (Chen 1997 S 704 /
Chen 1996 S 147 / Czako 1998 S 1170 / Dabrowskd 3955 / Foitzik 2000 S 240 / Heller
1999 S 1408 / Hirano 1995 S 241 / Skorafas 200@3/3achibana 1996 S 165 / Takacs
1996 S 153/ Takacs 1996 S 147).

Bei der Pathogenese der akuten Pankreatitis siellAktivierung von Trypsinogen in den
Acinuszellen des Pankreas den ersten und entsddeide Schritt dar. Neueste
Untersuchungen von Klar (2000 S 253), Lerch (200948) und Sakorafas (2000 S 343)
bestatigen dieses. Aktiviertes Trypsin und freiee3stoffradikale schadigen die Zellen und
fuhren zur Freisetzung von Zytokinen und vasoakti®&ibstanzen (Mayer 2000 S 546).
Ischamie und Reperfusion scheinen beim Ubergang demmilden Pankreatitis in die
hamorrhagisch-nekrotisierende Verlaufsform einehtige Rolle zur spielen (Layer 2001 S B
2661). Zytokine und Oxygenderivate sind als freiadiRale wichtige Mediatoren beim
Ubergang vom lokalen entzindlichen Geschehen in Madtiorganversagen bei der
Pankreatitis.

Durch die gestorte Perfusion des Pankreas entwickieh Gewebsnekrosen mit der Gefahr
von septischen Komplikationen und dem UbergangMudtiorganversagen (Layer 2001 S
2661).

Tierexperimentelle Untersuchungen und Kklinisched®tu bei der akuten Pankreatitis
befassten sich in den letzten Jahren:

* Mit dem Einsatz von weiteren, z. T. synthetisciglstellten Proteaseninhibitoren.

 Der Rolle von Zytokinen, freien Sauerstoffradikaleaktivierten Leukozyten und
anderen.

* Der Anwendung von lokalen Antikdrpern (Endothelmpeen), Immunsuppressiva,
Antioxidantien und Antibiotika.

Bei den Proteaseninhibitoren sind die Substanzerotiyin (Trasylol), Guanidinbenzoate
methanesulfonate (E 3123), Nafamostat mesylate (RW3), Gabexate mesylate (Foy),
Camostat mesylate (Foy 305) und der sog. ,pancreatiretory trypsin inhibitor* zu nennen.
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Tierexperimentelle Studien (Chen 1997 S 704 / Ch@96 S 147 / Czako 1998 S 1770 /
Dabrowski 1998 S 455 / Hirano 1995 S 241 / Jond€®&4 S 595) zeigen bei der frihzeitigen
systemischen Gabe von Proteaseninhibitoren in dgelReine Senkung der Letalitat und der
Schwere der Pankreatitis.

Eine klinische Studie aus dem Jahre 2000 von CBE00( S 1147) berichtet Uber eine
signifikante Verbesserung der Letalitat als aucte &enkung der Komplikationsrate bei der
Behandlung von 26 Patienten mit akuter schwerekreatitis durch die friihzeitige Gabe von
Gabexate mesylate (Foy).

Eine andere klinische Studie mit Gabexate mesyate dem Jahre 1998 durch Andriulli
(1998 S 237) zeigt keine Verbesserung der Letalitétlich eine Verringerung der
Komplikationsrate bei der Behandlung der Pankrieatit

Zu ahnlichen, zum Teil widersprichlichen klinischérgebnissen bei der Behandlung der
Pankreatitis gelangten auch friihere Studien mibpin.

Die Arbeitsgruppe von Ohlsson und Mitarbeiter (Bial1983 S 203 / Berling 1994 S 479 /
Berling 1998 S 9 / Berling 1996 S 702 / Blackbe@P9 S 325 / Jonsson 1995 S 223)
untersuchte in mehreren klinischen Studien diekWig von Proteaseninhibitoren (meist
Aprotinin) bei intraperitonealer Applikation bei d&ehandlung der akuten Pankreatitis.
Hierbei konnte eine Verringerung von lokalen Korkationen (Nekrosen), jedoch keine
Senkung der Letalitatsrate gesehen werden.

Positive Erfahren durch den Einsatz von intraztien lokaler Applikation von
Proteaseninhibitoren bei der Behandlung der akuRankreatitis des Menschen zeigen
einzelne Fallberichte (Kawasaki 1996 S 588 / Maasu&k 1998 S 1229 / Takeda 1999 S 9).

Aufgrund der geringen Fallzahlen sind keine statt gesicherten Aussagen Uber positive
therapeutische Effekte moglich. Weitere Kliniscledin sind abzuwarten.
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Die Hauptursache fir die bislang enttauschendeskle Wirkung der Proteaseninhibitoren
bei der Behandlung der akuten Pankreatitis wirgeotlermal3en gesehen (Klar 2000 S 253):

Nur im Anfangsstadium der akuten Pankreatitis spi Aktivierung von Trypsin und
weiteren Proteasen eine entscheidende Rolle. IsedieStadium zeigen die eingesetzten
Proteaseninhibitoren den erhofften therapeutis&itakt.

Im weiteren Verlauf der Erkrankung spielen die Zyte, Sauerstoffradikale, eine gestorte
Organperfusion und septische Komplikationen dieptialie. Beim Auftreten von klinischen
Symptomen beim Pankreatitiskranken befindet sica Hrkrankung bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium, so dass der EinsatzRroteaseninhibitoren in der Regel zu spat
kommt, um noch klinisch relevante Wirkungen zu eaig

Bei der Entstehung der akuten Pankreatitis spiglerZytokinekeine Rolle. Sie sind jedoch
entscheidend fiir den weiteren Verlauf laut Taka®96 S 147).

Zahlreiche Studien (Foitzik 2000 S 240 / Hirota @(® 141 / Mayer 2000 S 546) weisen
erhohte Spiegel von verschiedenen Zytokinen beakleten Pankreatitis auf.

Hierbei sind zu nennen: Tumor necrosis factor aliF — alpha), Interleucin-6 (IL-6), IL-
1, IL-2, IL-8, IL-10, Platelet activating factol,-l beta receptorantagonist (IL-1 A).

Die Wirkungen sind zum Teil proinflammatorisch, zufeil antiinflammatorisch. Ein
Groldteil der Einzel- und Wechselwirkungen im Zusanhang mit der Pankreatitis der
Zytokine sind nicht bekannt. Bei der Behandlung Bankreatitis spielen sie derzeit noch
keine Rolle.

Jedoch gilt ein hoher Plasmaspiegel an Interle@kats Indikator fir eine Pankreasnekrose
(Takacs 1996 S 147).
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Beim Verlauf der Pankreatitis spielen weiterhineaivichtige Rolle:

Aktivierte Leukozyten, das Pankreatitis assoziid?tetein (PAP), die Leukozytenelastase,
Nitritoxide und freie Radikale (oxygen free rad&aChen 1996 S 147 / Hirota 2000 S 141 /
Mayer 2000 S 546 / Mayer 2000 S 734 / Sakorafa® 8843 / Rau 2000 S 352).

Die Leukozytenelastase ist bei einem komplizieNemlauf mit Abszessbildung oder einer
schweren generalisierten Verlaufsform der akuterkRatitis im Serum nachweislich erhdht
(Bergenfeldt 1994 S 371).

Die Anwendung von lokalen Antikdrpern (Endothelqgioeen), Immunsuppressiva,
Antioxidantien und lokaler Antibiotika ist Thema rwoderzeitigen Klinischen und
tierexperimentellen Untersuchungen.

Durch spezifische Endothelzellrezeptorblockade BA}-konnte in einer tierexperimentellen
Studie von Foitzik aus dem Jahre 2000 (S 240 /¥ BB der Pankreatitis von Ratten eine
Verbesserung der Mikrozirkulation des Pankreas, e einStabilisierung der
Membranpermeabilitat und auch eine Erhéhung derlelbensrate erreicht werden.

In einer tierexperimentellen Studie an Mausen vaptS2000 zeigte Mayer 1. M. (Mayer
2000 S 734), dass durch die Gabe der ImmunsuppaeB&i 506 (Tacrolimus) und OKT 3
(Orthoclone) die Schwere und die Komplikationsidde Pankreatitis gesenkt werden konnte.

Kriuchyna (2000 S 34) stellte aufgrund einer klohisn Studie bei Patienten mit Pankreatitis
die Forderung auf, in der Komplextherapie der Paatiis auch Antioxidantien und
Spurenelemente einzusetzen.

In jingster Zeit wurden in klinischen und tierexpentellen Studien die lokale intraarterielle
Applikation von Antibiotika und/oder Proteaseniritoben in das Pankreas bei der akuten
Pankreatitis untersucht. Hierbei konnte eine Vgemng der lokalen Komplikationen wie

Nekrosen und Infektionen gezeigt werden.

Einen gesicherten Platz im Behandlungskonzept kigiea Pankreatitis in der Klinik haben
sie heute nicht.
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Trotzdem hat sich die Prognose der akuten Pankise@t letzten Jahrzehnt verbessert.
Dieses basiert vor allem auf der Erarbeitung undnddrdisierung diagnostischer und
intensivmedizinischer Prinzipien.

Der aktuelle Stand zur rationalen Therapie dere@akuiRankreatitis wurde kurzlich in einer
gemeinsamen  Leitlinie der Deutschen Gesellschaftr fiverdauungs- und
Stoffwechselerkrankungen (DGVS), Chirurgie (DGC)duwiszeralchirurgie (DGVC)
erarbeitet und veréffentlicht (Riinzi 2000 S 57hyér 2001 S B 2661).

Man unterscheidet eine Basistherapie und problembeirte weitere Massnahmen. Hierzu
gehoren:

Basistherapie

* Ausreichende parenterale FlussigkeitssubstitutiviDgesteuert, 6 — 10 cm 2B
bedingt durch Flissigkeitsverlust vor allem in @Retroperitonealraum

* Intensiviiberwachung obligat bei schweren Verlaufatn

» Suffiziente Schmerztherapie (peripher und zentieksame Medikamente)
* Nahrungskarenz bis zur Schmerzfreiheit

* Magensonde nur bei Subileus oder rezidivierenddmeEhen

» Stressulkus-Prophylaxe bei schweren Verlaufsforfifntonenpumpenhemmer oder
Histamin 2-(H2)-Blocker)

* Fruher enteraler Kostaufbau (bei schwerer Verlaafsfkontrovers)

* Pankreasenzyme prinzipiell nicht indiziert
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Problemorientierte Massnahmen

* Endoskopische retrograde Cholangiopankreatikogeapbei schwerer biliarer
Pankreatitis frihzeitig durchfihren

* Prophylaktische Antibiose in Kombination flr 7 — T@ge, vermutlich giinstig bei
CT-gesichertem Nachweis von Nekrosen und/oder semwéerlaufsform

» CT-gesteuerte Feinnadelpunktion von Pankreasnekrd®® V. a. Infektion zur
Keimbestimmung

» Bei Nachweis infizierter Nekrosen rasche operafhsraumung der Nekroseherde
kombiniert mit einem Lavageverfahren. Die perkut@rainage infizierter Nekrosen
wird nicht empfohlen, da zu unsicher. Die genereléurgische Therapie steriler
Nekrosen wird ebenfalls nicht empfohlen

* Therapie von Pseudozysten mittels perkutaner Dgainaur bei Infektion oder
chirurgische Therapie bei lokalen Problemen wie tBig, Obstruktion oder
wesentlicher Grossenzunahme im Verlauf

* Fruhzeitige maschinelle Beatmung bei respiratoastisuffizienz (p@ < 60 mmHg)

» Préavention des Nierenversagens durch ausreichdidsigkeitszufuhr, bei Oligurie
Einsatz von Diuretika, ggf. frihzeitiger Einsatzr ddierenersatztherapie durch
venovenodse Hamofiltration oder Hamodialyse

* Medikamentése Behandlung der Hyperglykamie durclin, der Hypalbuminamie
oder Hypocalzidmie durch Ersatz der Substanzen

* Prophylaxe der haufig auftretenden intravasalen in@engsaktivierung mit
Thrombosierungen durch Gabe von Heparin oder meolekularem Heparin. Der
Nutzen einer Antithrombin lll-Substitution ist nichrwiesen

Ein bewahrtes Einsatzgebiet fur die Applikation vAprotinin findet sich im klinischen
Bereich heute vor allem in der Herzchirurgie beivendung der Herz-Lungenmaschine mit
extrakorporellem Kreislauf. Es haben sich hierbégénde positive Eigenschaften gezeigt:

Durch die fibrinolytische und gleichzeitige die dhibinbildung hemmende Wirkung von
Aprotinin kann die hierbei sonst auftretende diéfumikrovaskulare Blutung als Folge einer
multifaktoriellen Koagulopathie verringert werdehne gleichzeitig die Thromboembolierate
wie bei Einsatz von anderen Antifibrinolytika z. Branexamsaure zu erh6hen (Risch 2000 S
284 / Umbrain 1994 S 198).
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6. Zusammenfassung

In Experimenten an Kaninchen wurde von uns untétsumwieweit Heparin und
therapeutisch verfiigbare Proteaseninhibitoren dipsintoleranz erhéhen kénnen. Nach
Infusion von 0,43 umol (10 mg) Trypsin/kg KG in 18@in starben alle Tiere an einem
plétzlichen Tod als Folge einer Aktivierung des i@eungssystems mit den Zeichen einer
DIC. Die physiologisch vorhandenen Inhibitoren flirypsin @-2-MG, o-1-Antitrypsin)
waren jeweils nur zum Teil verbraucht.

Diese Ergebnisse konnten durch Untersuchungen a@®, Tie die gerinnungsaktivierende
Wirkung von Trypsin zeigten, abgesichert werders. zEigte sich, dass auch eine Erhéhung
des Proteaseninhibitorpotentials durch gleichzeitig.-Gabe von hohen Mengen von Foy
305 (80 umol/kg KG) die Letalitatsrate nicht senkennte.

Erst durch eine zusatzliche Vorinfusion des symhbben Inhibitors Foy 305 (12 pmol/kg
KG initial und 68 pmol/kg KG in 130 min = 180fach@guimolarer Uberschuss zu Trypsin)
oder Aprotinin (0,077 umol/kg KG initial und 0,4Inol/kg KG in 130 min = aquimolar zu
Trypsin) liel3 sich die Letalitatsrate bei Foy 306 B % und bei Aprotinin auf 25 % senken.

Die Antikoagulierung mit Heparin (750 I.E. in 130mherhdhte die Trypsintolerenz deutlich.
Bei einer Dosis von 0,435 umol Trypsin/kg KG Ubkta nach Heparinisierung alle Tiere.
Ab einer Dosis von 1,3 pmol Trypsin/kg KG / 2 Standstarben 73 % der Tiere an den
Folgen eines sich langsam entwickelnden hypovolkimis Schocks. Die Ursache durfte in
einer Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems seiDie physiologischen Inhibitoren von
Plasmin, Thrombin und Trypsin, Antiplasmin, Antitmmbin [l und a-2-Makroglobulin
waren nun vollstandig verbraucht.

Bei gleichzeitiger Gabe von Heparin und Aprotinin5( pmol/kg KG, d. h. &quimolar zu

Trypsin) konnte die Letalitatsrate von 73 % au®2bzw. nach Foy 305 (1,5 pmol/kg KG, d.
h. aquimolar zu Trypsin) auf 17 % gesenkt werdeie. Unterschiede sind hierbei statistisch
signifikant.
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Die von uns gewonnenen Daten dokumentieren klain resschiedene Wirkmechanismen
von i. v.-infundiertem Trypsin.

Gegen die prokoagulatorische Wirkung sind sowobletidogenen als auch die therapeutisch
zur Verfigung stehenden Inhibitoren (Aprotinin tray 305) weitgehend wirkungslos.

Lediglich Heparin als potenter Hemmer der Blutgeuimg vermag die Trypsintoleranz zu
erhdhen.

Die Tiere verstarben an einem sich langsam entwide® hypovolamischen

Schockgeschehen, bei dem die Aktivierung des KaliikKinin-Systems eine Rolle spielt.
Die physiologischen Inhibitoren sind dabei weitgaheerbraucht. Hierbei zeigt der Einsatz
von den polyvalenten Proteaseninhibitoren Aprotinind Foy 305 den erwarteten
therapeutischen Effekt.
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