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1   EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 
 
1.1   Abkürzungsverzeichnis 
 

α1 – PI α1 – Proteaseninhibitor 

α2 – M α2 – Makroglobulin 

AA Arachidonsäure 

ARDS Adult Respiratory Distress Syndrome 

BE Base Excess 

COX Cyclooxygenase 

Da, kDa Dalton, Kilodalton 

EIA Enzymimmunoassay 

EKMO extrakorporale Membranoxygenation 

IgG* hitzedenaturiertes Immunglobulin G 

IRT immunreaktives Trypsin 

KHHP Krebs - Henseleit - Hydroxyethylstärke - Puffer  

KOD kolloidonkotischer Druck 

Ki inhibitorische Aktivität 

KI Kallikrein – Inhibitor 

LOX Lipooxygenase 

M mol/l 

MOF Multi - Organ - Failure 

PAF Platelet  Activating Factor 

PAP pulmonalarterieller Druck 

PBS phosphate buffered saline 

pCO2 Kohlendioxid Partialdruck 

PEEP Positiv-endexspiratorischer Druck 

PG E2 Prostaglandin E2

PG F2α Prostaglandin F2α

Pg Pikogramm 

PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten 

pO2 Sauerstoff Partialdruck 

PW Perfusatwechsel 

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome 

TI Trypsininhibitor 
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1.2   Einleitung 
 

1.2.1 Lungenödem und Acute Respiratory Distress Syndrome 

 

Das akute Atemnotsyndrom des Erwachsenen ARDS (Acute Respiratory 

Distress Syndrome), stellt in der modernen Intensivmedizin ein häufiges 

Krankheitsbild dar. In der Bundesrepublik Deutschland liegt die Inzidenz bei drei 

bis vier Erkrankungsfällen pro Hunderttausend Einwohnern und Jahr. In den USA 

rechnet man mit jährlich 150.000 Erkrankungen [9,10]. 

Der in der Regel akute Verlauf betrifft oft junge, vorher lungengesunde Patienten. 

Angaben über die Mortalität liegen bei über 50 Prozent, in einigen Arbeiten bis zu 

70 Prozent und spiegeln die schlechte Prognose wider [11,12,53]. 

Ursächlich ist ein diffuser Schaden des Kapillarendothels der Lunge, der durch 

direkte und indirekte pulmonale Schädigungen entstehen kann. 

Direkte Schädigungen der Lunge und Atemwege sind bedingt durch Aspiration, 

toxische Inhalation, Intoxikation und iatrogen durch operative Eingriffe [92]. Als 

Folge von Pneumonien kann es zum parapneumonischen ARDS kommen, 

welches eine zusätzliche Lungenschädigung, die über das eigentliche Ausmaß 

der Pneumonie hinausgeht, darstellt. Desweiteren kommen als Ursache des 

ARDS indirekte pulmonale Schädigungen durch Sepsis, Polytrauma, 

Verbrennung, Schock, Massentransfusion und Verbrauchskoagulopathie in 

Frage [90]. Untersuchungen von Ognibene et al. [93] ziehen auch eine 

Neutropenie als eine mögliche Ursache des ARDS in Betracht. 

Der Verlauf dieser Erkrankung gliedert sich in drei Stadien und beginnt mit einer 

exsudativen Phase, in der durch gesteigerte Kapillarpermeabilität ein inter-

stitielles Lungenödem entsteht, das mit Hypoxämie und respiratorischer Alkalose 

vergesellschaftet ist [16,19]. In der zweiten Phase kommt es zum Untergang der 

Pneumozyten Typ II und konsekutiv zur Abnahme der Bildung von Surfactant, 

woraus ein Flüssigkeitsübertritt in die Alveolen resultiert und das Bild des 

alveolären Lungenödems entsteht. Nach etwa einer Woche kommt es zur 

Bildung hyaliner Membranen, Mikroatelektasen und zu intrapulmonaler Shunt-

bildung, welche die Hypoxämie verstärkt [9]. 
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In der dritten proliferativen Phase, die irreversibel verläuft, bildet sich eine 

progressive interstitielle Lungenfibrose aus. Diese führt durch Endothel-

proliferation der Alveolarkapillaren zur Perfusions- und Diffusionsver-

schlechterung, welche in einer respiratorischen Globalinsuffizienz, mit 

Hypoxämie, Hyperkapnie und respiratorischer Azidose endet [76]. 

Die Therapie besteht in intensivmedizinischer Überwachung und Beseitigung 

auslösender Noxen. Durch verbesserte und die Lunge schonende Beatmungs-

techniken konnte die Mortalität des ARDS in den Jahren von 1990 bis 1998 

erheblich gesenkt werden [103]. Drucklimitierte Respiratorbehandlung mit 

kleinen Hubvolumina, positiv-endexspiratorischer Druck (PEEP) [24,79] und die 

Anwendung der „High Frequency Oscillatory Ventilation“ [53,101] stellen zur 

Zeit die Beatmungstherapie der Wahl dar. 

Gegebenenfalls besteht die Therapie auch in partiellem Lungenersatz mit CO2-

Elimination durch extrakorporale Membranoxygenation [97]. 

Besonders gefährdet sind polytraumatisierte Patienten, da im Schock die 

ausgeprägte α-adrenerge Innervation des Intestinums zu dessen Minder-

durchblutung führt. Zellhypoxie und lokale Azidose sind die Folge, Zellnekrosen 

werden nachweisbar. Diese Minderdurchblutung vermindert besonders im 

Magen die Schutzfunktion des Epithels gegen die Magensäure, sekundär 

entstehen Stressulzera. Auch im Darm wird infolge der Minderdurchblutung die 

Schutzbarriere gegenüber Bakterien und Endotoxin geschwächt, so dass die 

Resorption von Toxinen begünstigt ist. Diese Darmwandpermeabilität birgt die 

Gefahr der Einschwemmung toxischer Substanzen in den Kreislauf und einen 

daraus resultierenden Endotoxinschock. Deby-Dupont et al. [40] haben 

Hinweise dafür gefunden, dass immunreaktives Trypsin (IRT) ein Mediator des 

sepsisbedingten ARDS sein könnte. 

Das Risiko einer Erregerselektion, zum Beispiel der Zunahme resistenter 

Bakterien, ist groß. Im Rahmen eines septischen Schockgeschehens ist die 

Gefahr des Multiorganversagens (MOF) sehr hoch [118]. In der Pathogenese 

des MOF spielt die Thrombinaktivität eine wichtige Rolle [117]. 

Das ARDS entsteht häufig aufgrund solcher nicht pulmonaler Ursachen, wobei 

die oben genannte Sepsis am häufigsten vorkommt [64,120,135]. 
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Unabhängig von der Ursache laufen die gleichen pathophysiologischen 

Mechanismen ab, welche multifaktoriell sind, ineinandergreifen und schwer 

voneinander zu trennen sind.  

Wesentliche Ursache der funktionellen und morphologischen Veränderungen ist 

die Permeabilitätsstörung des Kapillarendothels, bei deren Entstehung den 

Granulozyten eine zentrale Rolle zukommt. Im Rahmen der allgemeinen 

Entzündungsreaktion (SIRS) werden die Phagozyten stimuliert, die durch 

Chemotaxis massenhaft weitere Granulozyten in der Lunge akkumulieren. 

Granulozyten besitzen eine besondere Neigung zur Adhäsion an Endothel-

zellen [140]. Ihre Adhäsion wird durch divalente Kationen, chemotaktische 

Peptide und Komplementfaktoren, die auf Endothelrezeptoren wirken, ver-

mittelt. Aktivierte Granulozyten setzen verschiedene Mediatoren, wie toxische 

Sauerstoff- und Hydroxylradikale, Superoxide, Proteasen (Elastase, Kathepsin 

G), den Endothelial Growth Factor und Metabolite des Arachidonsäure-

stoffwechsels (Prostaglandine, Prostazykline, Leukotriene, Thromboxane) frei 

[3,21,22,23,105,130].  

Auch das Gerinnungssystem wird stimuliert, so wird zum Beispiel durch 

Elastase die Freisetzung des von Willebrandfaktors vermittelt [33,108]. Einige 

der genannten Mediatoren verursachen durch pulmonale Vasokonstriktion eine 

Hypertonie im Lungenkreislauf mit allgemeiner Gewebsschädigung, welche zu 

den oben genannten Permeabilitätsveränderungen der Membranen und zum 

Austritt von Flüssigkeit ins Interstitium führt [111,112,113]. 

Unter der Vielzahl der beteiligten Mediatoren wird in erster Linie den aus 

inflammatorischen Zellen (Leukozyten, Makrophagen) freigesetzten lyso-

somalen Proteasen eine wesentliche Rolle bei der Entstehung des ARDS 

zugesprochen. Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) enthalten in 

ihren azurophilen Granula lysosomale Enzyme, wie die Proteinasen Elastase, 

Kollagenase und Kathepsin. Diese Proteinasen werden bei Degranulation der 

PMN freigesetzt. Eine ihrer wichtigsten Vertreter ist die Elastase. Bei dieser 

Proteinase handelt es sich um ein einkettiges Polypeptid mit 218 Aminosäuren, 

einem Molekulargewicht von 30.000 Dalton und einem pH-Optimum im 

neutralen Bereich. Elastase kann auch durch Bradykinine liberiert werden 
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[14,25]. Elastase wird in Promyelozyten synthetisiert und in intrazellulären 

Granula gespeichert. Reife PMN enthalten bis zu 3 pg Elastase. Ausser in PMN 

finden sich Isoenzyme auch in Makrophagen, Thrombozyten und in Pankreas. 

Aufgabe der Elastase ist die Verdauung und der Abbau von phagozytiertem 

Material [15], wie Proteine oder strukturelle Komponenten (z.B. Elastin, 

Kollagen und Proteoglykane), welche als Nebenwirkung auch den Abbau von 

Gelenkknorpel bedingen können [106]. 

Der strukturelle Abbau von Plasma-Proteinaseinhibitoren beim septischen 

Schock ist am Multiorganversagen mitbeteiligt, da hier weitere Mediatoren, wie 

Interleukine (IL-1b, IL-6, IL-8), TNF-α und α2-M, freigesetzt werden und den 

multifaktoriellen Prozess in der Pathogenese des ARDS fördern [45,62,77]. 

Letztere Mediatoren lassen sich in der bronchoalveolären Lavage (BAL) von 

Patienten mit vorhandenem oder sich erst entwickelndem ARDS, bedingt durch 

alveoläre Kapillarschädigung, mit erhöhten Werten nachweisen. PMN sind hier 

mit acht- bis zehnfach erhöhten Werten messbar, wobei die Anzahl der PMN 

mit der pO2-Differenz zwischen Alveolen und Arterien korreliert [65,110,136]. 

Inwieweit die in der BAL erhobenen Werte als Voraussageparameter genutzt 

werden können, wird sich in der Zukunft noch zeigen. Bei polytraumatisierten 

Patienten, steht die Elastasefreisetzung im Verhältnis zur Schwere des 

Traumas [42,43,44]. Auch die durch Laktatazidose bedingten niedrigen pH-

Werte zeigen eine Korrelation mit der Mortalität, ohne dass sich 

geschlechtsspezifische Unterschiede finden [49,50,51]. 

Da proinflammatorische Mediatoren die Synthese von Ferritin stimulieren, stellt 

das Serumferritin ebenfalls einen Wert dar, der bei Risikopatienten und 

Patienten mit manifestem ARDS erhöht ist und zur Voraussage von dessen 

Entwicklung herangezogen werden könnte [37]. 

Bei Rezeptorkontakt mit Immunglobulin oder der Phagozytose von 

Fremdkörpern, die nicht inkorporiert werden können, wird Elastase in großen 

Mengen nach extrazellulär liberiert. Die daraus resultierende diagnostische 

Bedeutung der Elastase bei Beteiligung an Entzündungsreaktionen (SIRS) wird 

kontrovers diskutiert [91]. Wie weitreichend die Einflüsse der Elastase sind, 

zeigt sich daran, dass erhöhte Werte auch bei den verschiedensten Infektionen 

 10



der Atemwege gefunden werden [32], wie auch bei Pseudomonas aeruginosa 

infizierten Patienten mit zystischer Fibrose [125].  

Die physiologischen Elastaseinhibitoren sind der α1-Proteinaseninhibitor und 

das α2-Makroglobulin, welche das Gleichgewicht zwischen Proteolyse und 

Proteolyseinhibition gewährleisten. α1-PI hat ein Molekulargewicht von 53 kDa 

und ist eine aus 394 Aminosäuren zusammengesetzte Polypeptidkette. Es wird 

in der Leber synthetisiert und ist Bestandteil der α1-Globulinfraktion des 

Serums. Beim gesunden Menschen finden sich Plasmakonzentrationen von 

120-160 mg/dl [34]. 

Alpha1-PI verfügt über eine hohe Affinität zur Leukozyten-Elastase und ist in der 

Lage, 90 Prozent der freien Elastase sehr stabil in 1:1-Komplexen zu binden 

[86]. Die Eliminationshalbwertzeit dieser Komplexe beträgt 60 min. 

Alpha2-Makroglobuline binden 10 Prozent der freien Elastase in Komplexen, 

welche einer Eliminationshalbwertszeit von zehn Minuten unterliegen [99]. Bei 

Entstehung eines Ungleichgewichtes, also einer Störung der Balance zwischen 

Proteinasenfreisetzung und Proteinaseninhibitorkonzentration können ver-

schiedene Erkrankungen resultieren. So wurde zum Beispiel die Entwicklung 

von Lungenemphysemen bei α1-PI-Mangel gehäuft beobachtet. Rauchen 

erhöht diese Imbalance zwischen Elastase und α1-PI, da sich Alveolarmakro-

phagen in den Bronchiolen, bedingt durch Zigarettenrauch, vermehren 

[1,56,66]. Durch neutrophile chemotaktische Faktoren, die von ihnen freigesetzt 

werden, kommt es zu einem Anstieg der polymorphkernigen neutrophilen 

Makrophagen. Proteolytische Enzyme werden freigesetzt, die dann durch 

Begünstigung der Imbalance die Emphysementwicklung fördern. Smith et. al. 

führten Untersuchungen mit Ozon durch, und es zeigte sich, dass Ozon die 

Aktivität von α1-PI senkt, so dass sich möglicherweise bei weiterer 

Umweltbelastung in Zukunft die Inzidenz des Lungenemphysems erhöhen 

könnte [28,119]. 

Durch die Granulozytenakkumulation und -stimulation beim ARDS kommt es 

zur erhöhten Elastasefreisetzung. Desweiteren werden toxische O2-Metabolite 

liberiert. Toxischen O2-Metabolite scheinen für die Permeabilitätssteigerung des 
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Gefäßendothels der Lungenstrombahn, wie sie für das ARDS typisch ist, 

mitverantwortlich zu sein [64,126,140]. 

Nach Fox et al. [52] kann eine Endothelschädigung auch durch Hyperoxie, 

welche bei reiner O2-Beatmung von Ratten auftrat, entstehen. 

Therapeutische Ansätze bieten Glukokortikoide, die durch Unterdrückung des 

Komplementsystems entzündliche Ödeme beeinflussen und membran-

stabilisierende Effekte zeigen [59,60,61]. 

In weitergehende Überlegungen sollten aus oben genannten Gründen auch 

Antioxidantien einbezogen werden [20]. So kann zum Beispiel Allopurinol vor 

einer direkten Lungenschädigung durch Endotoxin schützen [21], auch eine 

Stärkung der antineutrophilen Elastasekapazität mit rekombinantem mensch-

lichen Alpha1-Antitrypsin, welches ein Molekulargewicht von 45000 Dalton hat, 

kommt in Betracht [27]. 

Therapeutischen Nutzen gegen die Entwicklung des ARDS versprach auch der 

Bowman-Birk-Inhibitor Eglin C, der ein 70-Aminosäuren-langes, thermostabiles 

Protein in einer dreidimensionalen Struktur darstellt, das ein Molekulargewicht 

von 8100 Dalton aufweist. Es wurde aus dem Lurch „Hirudo medicinalis“ isoliert 

und ist ein oxidationsresistenter Proteaseninhibitor. Aufgrund seines starken 

Antigencharakters kann Eglin C ausschließlich für Versuchszwecke und nicht 

im klinischen Alltag verwendet werden [2,13]. 

Zusätzlich konnten aus dem Lurch „Hirudo medicinalis“ zwei weitere Gruppen 

von Proteaseinhibitoren isoliert werden, das thrombinspezifische Hirudin und 

das Trypsin-, Plasmin- und Acrosininhibierende Bdellin [114]. 

Den größten Effekt zeigt jedoch Eglin C, das Endothelin 1, endogene Elastase, 

Kathepsin G, Proteasen vom Chymotrypsin Typ und die Aktivierung von Super-

oxiden aus PMN unterdrücken kann. Es ist daher als potenter Proteasen-

inhibitor anzusehen [17,18,48,55,70,94,95,100]. 

Eglin C kann aufgrund seines Wirkungsspektrums den intravasalen Volumen- 

und Proteinverlust beim septischen Schock reduzieren, vor Elastase 

induziertem Emphysem schützen und die pulmonale Ödembildung, die nach 

PMN-Aktivierung auftritt, weitgehend reduzieren. Auf die Phagozytosefähigkeit 
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der PMN nimmt es jedoch keinen Einfluss. Durch freie Radikale kann Eglin C 

inaktiviert werden [39,109,122,123]. 
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1.2.2   Calpain-Calpastatin-Modell 
 

Bei den Calpainen handelt es sich um intrazellulär lokalisierte, Ca2+-abhängige 

Proteasen. Bekannt sind bisher zwei ubiquitär vorkommende Calpaine, das 

Calpain I (µ-Calpain, fibrilläre Form), welches eine mikromolare Ca2+-Abhängig-

keit aufweist, sowie das Calpain II (m-Calpain, granuläre Form), dessen Ca2+-

Abhängigkeit im millimolaren Bereich liegt [72,78]. 

Diese Calpaine bestehen aus einer schweren Untereinheit mit einem 

Molekulargewicht von 80 kDa mit vier Domänen (katalytische Untereinheit) und 

einer leichten Untereinheit von 30 Kilodalton mit zwei Domänen (regulierende 

Untereinheit) [6,139]. 

Neben diesen gibt es in der Familie der Calpaine noch eine Reihe anderer 

Proteasen, die gewebsspezifisch sind und in ihrer Struktur, Expression und 

Enzymaktivität Unterschiede zu den oben genannten aufzeigen. Spezifisch für 

die Skelettmuskulatur sind zum Beispiel die Typen p94 und nCL-1, sowie CL2 für 

den Magen [121]. 
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Unter Zugabe von Ca2+ dissoziiert Calpain in diese Untereinheiten [75]. Das µ-

Calpain, welches eine aktive Proteinase ist und sich durch einen autolytischen 

Prozess selbst aktiviert, katalysiert die limitierte Proteolyse von m-Calpain in 

einer intra- und intermolekularen Reaktion (Heterolyse) [128]. Dieser 

autokatalytische Prozess von µ-Calpain (Calpain I) läuft beginnend mit der 

achtzig Kilodalton Untereinheit durch Ca2+-Verbrauch über mehrere Zwischen-

produkte (80 kDa - 78 kDa - 76 kDa - 30 kDa - 18 kDa) ab und ist damit in-vitro 

ein wichtiger Schritt in der Aktivierung von m-Calpain. Der genannte Aktivierungs-

prozess benötigt weniger freies Ca2+ als die Proteolyse [38]. Beide Unter-

einheiten werden benötigt, um die volle Enzymaktivität zu erreichen, wobei die 

dreißig Kilodalton Untereinheit die 80 kDa Untereinheit stabilisiert. In Gegenwart 

von Phospholipiden ist die kinetische Konstante zur Aktivierung jedoch stark 

erhöht, da Phosphatidylinositol die Ca2+-Konzentration, die für die proteolytische 

Aktivierung von Calpain und seine Autolyse benötigt wird, senkt [36,57]. Im 

Tierversuch zeigt sich eine höhere Ca2+-Sensitivität des Calpains beim 

Kaninchen als im Vergleich zum Affen [74,129,138,139]. 

Jedoch hängt die Calpainaktivität nicht nur vom Ca2+-Gehalt, sondern auch von 

der intrazellulären Konzentration des Calpastatin ab. Calpastatin ist der 

endogene Inhibitor von Calpain und ist intrazellulär in der Nähe des Nukleus 

lokalisiert, während Calpain vermehrt im Zytoplasma und an der Zellmembran zu 
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finden ist. Calpastatin verfügt über vier inhibitorische Domänen (D1-D4) mit drei 

homologen Sequenzen (A, B, C) und inhibiert die proteolytische Aktivität, sowie 

die Bindungsfähigkeit des Calpains an Membranen [81]. Die Aktivität des 

Calpains und die inhibitorische Leistung des Calpastatins hängen vom 

intrazellulären Konzentrationsverhältnis beider Stoffe ab, wobei der Calpastatin-

Spiegel von Wachstumshormonen moduliert wird [5]. Calpastatin kann durch 

Caspase in zwei Fragmente gespalten werden, eine hochmolekulare und eine 

niedermolekulare Variante entstehen hierbei. Die inhibitorische Potenz auf 

Calpain wird dadurch vermindert. Da Caspase und Calpain zur Familie der 

Cystein-Proteinasen gehören, die an der Apoptose beteiligt sind, lässt sich 

vermuten, dass ein Zusammenspiel beider Proteasen zur Reduktion der 

Calpastatin-Aktivität führt und damit ein Überwiegen des Calpain im Verhältnis zu 

Calpastatin resultiert [133,134]. Weitere Inhibitoren des Calpain sind das 

Calpeptin, ein Cystein-Proteaseninhibitor, der zellpermeabel ist, Calpain-

spezifisch wirkt und zusätzlich auf bisher noch ungeklärte Weise Östrogen-

Rezeptoren auf Tumorzellen hemmt [115], sowie das High-Molekular-Weight-

Calmodulin-Bindungsprotein (HMW-Ca-MBP) von dessen drei Peptidsequenzen, 

zwei der Struktur des Calpastatin entsprechen [71]. Weitere Inhibitoren sind 

Calmodulin-Antagonisten [69], diverse synthetische Proteinaseninhibitoren und 

Dimethyl-α-Ketophosphonate [127]. Der Abbau von endogenen Proteinen durch 

Calpain lässt sich in gewissem Maße auch durch Glukokortikoide hemmen, die 

von ihrem Wirkprofil jedoch den Calpaininhibitoren unterlegen sind [4,54]. 

Kommt es zu Störungen im Konzentrationsverhältnis zwischen Calpain und 

Calpastatin oder zur Störung der Ca2+-Homöostase mit intrazellulärer Ca2+-

Erhöhung, folgt eine Aktivierung der Cysteinprotease Calpain. Nach Aktivierung 

des Calpains an der Zellmembran spaltet es unter anderem submembranöse 

Proteine, das Zytoskelett und Myofibrillenproteine und führt zum Abbau 

membranöser Ca2+-Kanäle [7,8,131]. Dies führt zu Veränderungen in Struktur 

und Funktion dieser Gewebe. Desweiteren kommt es zur katalysierten 

Aktivierung von Proteinkinase C, diese phosphoriliert Calpastatin und führt zur 

Verminderung der inhibitorischen Aktivität, welches ein weiteres Überwiegen von 

Calpain im entstandenen Ungleichgewicht begünstigt. Eine Beteiligung von 
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Calpain an Entzündungsprozessen ist ebenfalls nicht auszuschließen 

[73,87,104]. Eine Calpainaktivierung durch eine Imbalance der Calpain-

Regulation kann auch indirekt durch eine Hypoxie ausgelöst werden. Die 

proteolytischen Effekte des Calpains führen zum Abbau der Zellmembranen 

[102]. Iizuka untersuchte diesen hypoxiebedingten Effekt an Herzmuskelzellen. 

Durch Gabe eines Cystein-Proteaseninhibitors (E 64) und von Calpastatin konnte 

der Zelltod verlangsamt werden [67]. 

Urthaler konnte mit dem Calpaininhibitor MDL 28170 eine Hemmung von 

aktiviertem Calpain bei ischämischen Herzmuskelzellen finden [132]. Nach 

Yoshida et al. [137] ist Calpain auch für die reperfusionsbedingte Proteolyse von 

Calspectin verantwortlich zu machen. Eine Calpainaktivierung ist ebenfalls in 

anderen durch Hypoxie geschädigten Geweben, wie zum Beispiel bei 

neurodegenerativen Prozessen nach zerebraler Ischämie, nachweisbar [30,96]. 

Hier konnten neuroprotektive Effekte von Calpaininhibitoren aufgezeigt werden 

[29,31,68,83]. 

Bisher wurde bereits eine Vielzahl von Untersuchungen durchgeführt, die eine 

Beteiligung von Calpain an zellulären Schädigungen aufzeigen, wie sie zum 

Beispiel nach einem Myokardinfarkt oder zerebralem Schlaganfall auftreten. 

Calpaininhibitoren zeigten protektive Effekte auf die verschiedenen Gewebe 

[102]. 
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1.3   Fragestellung und Zielsetzung 
 
Die Wirkung von Calpainen und deren Inhibitoren auf die Lunge ist bisher noch 

weitesgehend unbekannt. Die an anderen Organen gewonnenen und oben 

genannten Erkenntnisse zugrundelegend, zielen die Untersuchungen meiner 

Arbeit darauf, festzustellen, ob Calpaininhibitoren die Entwicklung eines 

Lungenödems nach Zugabe von aktivierten Granulozyten vermindern oder ganz 

unterdrücken können. 

Desweiteren werden die Einflüsse von Calpaininhibitoren auf die Elastase-, 

sowie Histaminfreisetzung untersucht, da am Gefäßendothel haftende, 

aktivierte Granulozyten eine Schlüsselrolle in der Pathogenese des ARDS 

einnehmen, indem sie Proteasen und Sauerstoffradikale liberieren, die das 

Gefäßendothel schädigen und somit eine Permeabilitätsstörung in Gang 

setzen.  
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2   MATERIAL UND METHODIK 
 

2.1   Modell der isoliert ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge 
 

2.1.1   Verwendetes Tiermodell 

 

Alle Versuche wurden an dem Modell der isoliert ventilierten und perfundierten 

Kaninchenlunge durchgeführt. Als Organspender für die Untersuchungen dienten 

22 Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) aus einer Standardkoloniezucht der 

Behring-Werke in Marburg. Die verwendeten Tiere beiderlei Geschlechts hatten 

ein durchschnittliches Gewicht von 2850 ± 250 g und wurden bis kurz vor 

Versuchsbeginn mit Altromin®-Standarddiät und Wasser ad libitum ernährt. Die 

Versuche wurden entsprechend den Regeln des Deutschen Tierschutzgesetzes 

durchgeführt und als Organentnahmen dem Regierungspräsidenten in Giessen 

angezeigt. 

 

2.1.2   Präparation und Organentnahme 

 

Nach Einführen einer Butterfly®-Kanüle 21G in die Ohrrandvene wurden die 

Versuchstiere mit 60-90 mg Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Rhone Merieux 

GmbH, Laupheim) pro kg Körpergewicht intravenös bis zum Erlöschen jeglicher 

Schmerzreize anästhesiert, auf dem Rücken gelagert und fixiert. 

Anschließend wurde ein subkutanes Lokalanästhetikadepot von 10 ml einer  

2 %igen Lidocain-HCl-Lösung (Xylocain®2%, Astra Chemicals, Wedel) prä-

tracheal gesetzt und die ventrale Hals-, Thorax- und Abdomenpartie rasiert. 

Nach Wirkungseintritt des Lokalanästhetikums wurde über eine mediane Inzision 

die Trachea freigelegt, eröffnet und mittels eines Kunststoffschlauches (∅ innen: 

3,5 mm / außen: 5,0 mm) intubiert. 

Kurz vor der Intubation wurden dem Tier weitere 60 mg Pentobarbital-Natrium 

über die Ohrvene injiziert, um die Spontanatmung aufzuheben und einer 

Vagusreizung mit Bronchospasmus durch die Intubation und das Einbinden der 

Trachealkanüle vorzubeugen. 
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Unmittelbar mit der Intubation beginnend wurden die Kaninchen mittels einer 

volumengesteuerten Kolbenpumpe (Starlingpumpe Typ 874072, Braun, 

Melsungen) kontinuierlich bis zum Ende des Versuches mit einer Atemfrequenz 

von 30 /min, einem Atemzugvolumen von 25 ml, einem daraus resultierenden 

Atemminutenvolumen von 750 ml/min und einem PEEP von 0,5-1,5 cmH2O 

kontrolliert beatmet. Das Inspirations- Exspirationsverhältnis betrug 1:1. Zur 

Gasversorgung diente Raumluft, der nach Bedarf O2 und 4 %iges CO2, aus 

Gasvorratsflaschen (Messer-Griesheim Sondergase, Duisburg) nach Reduktion 

des Flaschendruckes über Vorventile mit Hilfe von Nadelventilen feindosiert 

beigemischt wurde. 

Im Anschluss an die Intubation wurde die Narkose mit weiteren 60-90 mg 

Pentobarbital intravenös unter palpatorischer Kontrolle der Herzfrequenz 

nochmals vertieft und 1000 I.E. Heparin (Liquemin®, Hoffmann-La Roche AG, 

Grenzach-Wyhlen) pro kg Körpergewicht zur Vollheparinisierung injiziert. Über 

eine mediane, entlang der Rippenbögen nach lateral erweiterte Laparotomie 

wurde das Diaphragma von kaudal dargestellt und unter Eröffnung beider 

Pleurahöhlen vom Sternum und den Rippen abpräpariert. 

Der Processus xiphoideus wurde angehoben, das Perikard und das obere 

Mediastinum scharf von der Rückseite des Sternums abgetrennt und 

anschließend der Thorax über eine mediane Sternotomie bis zur Inzision der 

Tracheotomie eröffnet. Nachdem die Sternotomieränder mit Kocherklemmen 

angeklemmt und seitlich unter Aufspreizen des Thorax fixiert waren, wurde der 

Thymus abpräpariert und die ventralen Anteile des Perikards entfernt. Der 

Truncus pulmonalis und die Aorta ascendens wurden dargestellt und mit losen 

Ligaturen versehen. 

Nach Fixierung der Herzspitze mittels einer Moskitoklemme wurde der rechte 

Ventrikel knapp unterhalb der Pulmonalisklappenebene eröffnet und ein 

Silikonkatheter mit abgerundeter Polyethylen-Knopfkanüle (∅ innen: 3,0 mm, 

außen: 5,0 mm) unter laufender Perfusion mit zellfreiem Krebs-Henseleit-

Hydroxylethylstärke-Puffer (KHHP; siehe 2.1.4) durch die Semilunarklappe in den 

Truncus pulmonalis vorgeschoben und dort mittels Ligatur fixiert. 
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Nach Sicherung der Perfusion der Lunge wurden beide Herzventrikel eröffnet, so 

dass das aus der pulmonalen Zirkulation kommende Perfusat ungehindert aus 

den Venae pulmonales ablaufen konnte. Abschließend erfolgte die Isolation der 

Lunge aus dem Thorax. Hierzu wurde die Trachea proximal der Intubationsstelle 

durchtrennt, Lunge und Reste des Herzens im hinteren Mediastinum abgesetzt  

und von der Vena cava inferior und dem Oesophagus getrennt. 

Danach wurde das Lungenpräparat zusammen mit den Beatmungsschläuchen 

und dem Pulmonaliskatheter an einer elektronischen Wägezelle (Hottinger- 

Baldwin Messtechnik, Darmstadt) in einer befeuchteten Wärmekammer (38,5 °C) 

berührungsfrei befestigt und in den extrakorporalen Kreislauf integriert. Die 

während der Präparation entstandenen Atelektasen wurden durch Kompression 

des Exspirationsschenkels des Beatmungsschlauches zur Entfaltung gebracht. 

Nun wurde der Flow über eine Rollerpumpe (Masterflex® 7566-10, Cole & Palmer 

Instruments, Chicago), beginnend mit einem Flow von 30 ml/min über einen 

Zeitraum von 15 min kontinuierlich bis auf 200 ml/min  gesteigert. Der sich nun 

anschließende Perfusatwechsel hatte das Ziel, die während der Präparation 

liberierten Mediatoren (Thromboxane, Prostaglandine, etc.) und entstandenen 

Gewebsablösungen sowie Blutzellbestandteile aus der Zirkulation zu entfernen, 

um so ein möglichst reines Perfusat zu erhalten, das eine homogene und stabile 

Perfusion der Lunge gewährleistet. 

Nachdem die Gewichtsregistrierung auf Null gesetzt worden war, begann eine 

steady-state-Periode von 15 min Dauer. 

Für die weiteren Versuche wurden nur solche Organpräparationen ausgewählt, 

die während dieser 15 Minuten ihr Gewicht nur minimal änderten  

(Abweichung ± 1 g vom Ausgangsgewicht) und einen konstanten pulmonal-

arteriellen Druck (Abweichung < 2 mmHg) aufwiesen. Außerdem mussten die 

sichtbaren subpleural gelegenen Parenchymanteile homogen weißlich 

erscheinen, das heißt, sie durften keine Anzeichen von hämorrhagischen bzw. 

nicht perfundierten Kapillarbezirken oder einer bereits bestehenden Ödembildung 

aufweisen. Im Anschluss an die stabile steady-state-Phase wurde mit den 

eigentlichen Versuchen begonnen. 
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2.1.3   Extrakorporales Zirkulationssystem 
 

Das Perfusionssystem setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen: 

Einem doppelwandigen Glasgefäß (Ströhmann Glastechnik, Herborn) mit einem 

Volumen von 250 ml, das als Vorrats- und Auffangbehälter für das 

rezirkulierende Perfusat diente, sowie 3 gleichartiger Gefäße die über 3-Wege-

Hähne parallel zum ersten geschaltet waren und bei Bedarf in die Zirkulation mit 

einbezogen werden konnten. 

Das Perfusat wurde von dem Hauptreservoirbehälter ausgehend mittels einer 

Rollerpumpe (Masterflex® 7566-10, Cole & Palmer Instruments, Chicago) mit 

regulierbarer Förderleistung über einen 40 µm Filter (Pall Blood Transfusion Filter 

SQ 40 SE, Pall Biomedizin, Dreieich) und eine Blasenfalle durch den afferenten 

Katheter in die Arteria pulmonalis gepumpt.  

Während des Versuches hing das Lungenpräparat in einer feuchten, doppel-

wandigen Glaskammer (Ströhmann Glastechnik, Herborn). Sowohl diese, als 

auch die 4 Perfusatbehälter wurden mittels eines Wasserthermostates 

(Thermomix UB, Braun, Melsungen) beheizt, um das Perfusat auf einer 

konstanten Temperatur von 37 °C zu halten. 

Nach Passage der Lungenstrombahn floss das Perfusat über die Venae 

pulmonales zurück in das Hauptperfusatreservoir. 

Das Schlauchsystem bestand aus Polyethylen - (Bentley ByPass®, Tubings Inc.) 

und Silikonschläuchen (Deutsch & Neumann) mit Durchmessern von  

5,0 / 8,0 mm (innen / außen) im arteriellen, sowie 6,0 / 9,0 mm im venösen 

Schenkel. Die einzelnen Segmente waren mit Polyethylen- und Polypropylen-

Schlauchverbindern (Bürkle NeoPlast® oder Nalge Connectors®) entsprechender 

Stärke verbunden. 

Alle Halterungen und die Deckel für Perfusat- und Organgefäße bestanden aus 

Polymethacrylat (Plexiglas®, Röhm Industrie, Darmstadt). 

Das gesamte Schlauchsystem wurde mehrfach verwendet und deshalb nach 

Abschluss eines jeden Versuches zusammen mit den Glasbehältern mit heißer 

Mucapur®-Reinigungslösung rezirkulierend perfundiert, dann über eine halbe 
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Stunde mit heißem Wasser und abschließend mit Aqua dest. gespült und mit 

Pressluft getrocknet. 

Vor Beginn eines neuen Versuches wurde das System nach dem 

Zusammenstecken mit 38,5 °C warmer 0,9 %iger Kochsalzlösung mehrfach 

rezirkulierend gespült. 

Durch variable CO2-Beimischung wurde der pH-Wert im Perfusat auf Werte 

zwischen 7,41-7,43 einreguliert. 

Im zuleitenden Schlauchsystem war eine Vorrichtung zwischengeschaltet, um 

Perfusatproben zu entnehmen. In den regelmäßig abgenommenen Proben 

konnte der pH-Wert, der pO2 und der pCO2 mit dem ABL 330 (Radiometer-

Copenhagen) überprüft werden. 
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2.1.4   Perfusat 
 

Zur Perfusion der Lunge wurde Krebs-Henseleit-HES-Puffer verwendet. Pro 

Versuch wurden 2 Liter Perfusat täglich frisch angesetzt. Durch den Zusatz von 

0,9 %igem Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) wurde der pH-Wert auf 7,42 

eingestellt. Da die Perfusionslösung während des Versuchsablaufes alkalischer 

wurde, musste durch CO2-Gaszugabe der pH-Wert auf Werte zwischen 7,41-

7,43 nachreguliert werden. 

 

Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers 
HES®10% 
(Fresenius, Bad Homburg)                                

1300  ml

Glucose 10%  
(Fresenius, Bad Homburg)                                

50  ml

Natriumhydrogencarbonat 0,9%  
(Fresenius, Bad Homburg)    

ca. 250  ml

Elektrolytlösung A 400  ml
 
 

Inhaltsstoffe für 1 Liter Elektrolytlösung A 
NaCl 7,156  g
CaCl2 • 2 H2O 1,50    g
KH2PO4 0,75    g
MgCl2 • 6 H2O 1,35    g
KCl 1,262  g
Aqua dest. ad 1000   ml
 
 

Endkonzentrationen im Puffer 
Na+ 138,0   mmol/l  
Cl- 110,8   mmol/l  
K+     4,50  mmol/l  
Ca2+     2,38  mmol/l  
Mg2+     1,33  mmol/l  
PO4

-     1,10  mmol/l  
HCO3

- 12  mmol/l  
Glucose 12  mmol/l  
Osmolalität ≈ 330  mosmol/kg  
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2.1.5   Monitoring der Versuche 
 

Das Monitoring wurde während der Versuche kontinuierlich sowie 

diskontinuierlich durchgeführt. 

Fortlaufend wurde das Organgewicht mit Hilfe einer elektronischen Wägezelle 

(Typ U1, Nr. 25137, Messbereich 0-500 g, Auflösung 0,01 g) mit nach-

geschaltetem Messverstärker (KWS 3073, Hottinger-Baldwin Messtechnik, 

Darmstadt) gemessen. 

Die Druckmessung in der Arteria pulmonalis erfolgte über einen kleinen 

Polyethylenkatheter, der in den Perfusionskatheter eingelegt war. Dieser 

innenliegende Katheter war über eine konventionelle Druckmessleitung mit 

einem Druckwandler verbunden (Combitrans Monitoring-Set Mod.II, Braun, 

Melsungen). Der Druckdom wurde mit Aqua dest. der Innenkatheter und die 

Druckleitung luftblasenfrei mit physiologischer NaCl-Lösung gefüllt. 

Die von der Wägezelle und von dem Druckwandler kommenden Signale wurden 

über Vor- und Endverstärker (Hellige-II-Gerätegeneration, Hellige, Frankfurt) 

ausgesteuert und auf einem Sechs-Kanal-Kompensationsschreiber (R-10 Series, 

Rikadenki, Freiburg) aufgezeichnet. 

Neben diesen Messgrößen wurden diskontinuierlich, zu festgelegten Zeitpunkten, 

aus Perfusatproben mit einem Blut-Gas-Analysator (ABL 300, Radiometer-

Copenhagen) die Werte für physikalisch gelösten Sauerstoff, Kohlendioxid, 

Standardbikarbonat, Base Excess und der pH-Wert bestimmt. 
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2.2   Granulozyten 
 

2.2.1   Isolierung von humanen polymorphkernigen neutrophilen 

Granulozyten (PMN) 

 

Als Blutspender standen gesunde Probanden beiderlei Geschlechts zur 

Verfügung. Pro Versuch wurden 100 ml heparinisiertes Vollblut (10 I.E. pro ml 

Blut) benötigt. Die Isolation der Granulozyten aus Vollblut erfolgte durch 

Percoll®-Dichtegradientenzentrifugation nach der Methode von Hjorth et al. [63]. 

Der Dichtegradient wurde jeweils in 20 Reagenzgläsern (13 ml, Sarstedt, Nr. 

55468, 51588, Nümbrecht) hergestellt, indem zunächst je 4 ml 55 %ige Percoll®-

Lösung (siehe 2.2.3.1) eingefüllt wurden. Mit Hilfe von Auslaufpipetten (5 ml, 

Greiner, Nürtlingen) und Kanülen (0,9 x 70 mm) wurden 4 ml einer 67 %igen 

Percoll®-Lösung vorsichtig unterschichtet. Die Verdünnung des Dichtegradienten 

erfolgte, indem 10 ml 1.5 M NaCl-Lösung (aus NaCl-Trockensubstanz pro 

analysi, Merck, Darmstadt) zu 55- bzw. 67 ml Percoll® gegeben und mit Aqua 

dest. (steril, Braun, Melsungen) ad 100 ml aufgefüllt wurden. Je 5 ml des 

heparinisierten Vollblutes wurden mit einem Überlaufschlauch auf die 

Flüssigkeitssäulen gebracht. Anschließend erfolgte die Separation der Zellen 

durch Zentrifugation (Rotixa/RP, Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen) bei 1400 U/min 

für 20 min bei 25 °C. Dabei betrug die Anlaufzeit 60 s und die Abbremszeit 2 min. 

An der Schichtgrenze zwischen Percoll® 55 % und 67 % erschienen die PMN als 

weiße Bande. Die gebildete Serumphase und ein Drittel der oberen Percoll®-

Schicht wurden mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und verworfen. Nun 

wurde die sich darunter befindende PMN-haltige Percoll®-Schicht mittels einer 

Eppendorf-Pipette abgehoben und in 4 Reagenzgläser (Falcon-Röhrchen®, 

Becton Dikinson Co., New Jersey, USA) zu 50 ml eingebracht und mit einem 

vorgewärmten (37 °C) HBSS-Puffer (siehe 2.2.3.2) resuspendiert. Die 

Suspension wurde ebenfalls zentrifugiert (5 min bei 25 °C und 1720 U/min, keine 

Anlauf- und Abbremszeit) und der entstehende Überstand abgesaugt. 

Anschließend wurden die PMN-Granulozyten mit 50 ml vorgewärmtem 

Nährmedium (siehe 2.2.3.3) resuspendiert und in einem auf 37 °C erhitzten 
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Wasserbad (Köttermann, Typ 3041, Hänigsen) unter Begasung mit 4 % CO2, 

17% O2 und 79% N2 (Messer-Griesheim Sondergase, Duisburg) bei einem 

Gasfluss von 1 l/min für 90 min inkubiert. 

Danach erfolgte eine weitere Zentrifugation über 5 min bei 1720 U/min. 

Das entstandene Zellpellet wurde in 8 ml Hanks-Hepes-Puffer resuspendiert und 

erneut zentrifugiert.  

 

2.2.2   Granulozytenzählung 

 

Heparinisiertes Spenderblut wurde in einer Leukozytenpipette (Hirschmann®, 

Techcolor) bis zur Marke 1,0 aufgezogen und mit Türk´scher Lösung 

(Essigsäure-Gentianaviolettlösung, Nr. 9277, Diagnostic Merck, Darmstadt) 

aufpipettiert, wodurch die Granulozyten eingefärbt und die vorhandenen 

Erythrozyten aufgelöst wurden. Dann wurde die Pipette für 3 bis 5 min auf einem 

Rüttler (Assistent Nr. 21562) bewegt. Anschließend wurden zwei Neubauer-

Zählkammern gefüllt und unter dem Mikroskop jeweils die vier grossen 

Eckquadrate (Gesamtvolumen 0,4 ml) ausgezählt. Aus den beiden erhaltenen 

Zahlen wurde der Mittelwert gebildet und mit dem Umrechnungsfaktor 25 

multipliziert. Der so erhaltene Wert gibt die Zahl der PMN pro µl PMN Suspension 

an. 
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2.2.3   Lösungen zur PMN-Granulozytenseparation 
 

2.2.3.1   Percoll®  

 

Percoll® (Nr. 17-089101, steril, Pharmacia, Uppsala, Schweden)  

besteht aus Polyvinylpyrrolidonbeschichteten Silikon-Partikeln, mit einer Dichte 

von ρ = 1,129 g/ml. Die verwendete Methode nach Hjorth [63] liefert PMN-

Leukozyten mit einer 55 %igen Ausbeute und 97 %iger Reinheit. 

 

55 % Percoll     (ρ = 1,077 g/ml)           55 ml      Percoll®

          10 ml      1.5 M NaCl  

          35 ml      Aqua dest. 

67 % Percoll     (ρ = 1,095 g/ml)           67 ml      Percoll®

          10 ml      1.5 M NaCl   

          21 ml      Aqua dest. 

1.5 M NaCl: 87,66 g NaCl ad 1000 ml Aqua dest. 

 

2.2.3.2   Hanks-Hepes-Puffer (HBSS-Puffer) 

 

          Aqua dest. 900  ml 

          Hepes Cell Culture®, Nr. H-9136, 

          N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonat, 
          Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 

6   g 

          Hanks BSS® (buffered saline solution) 

          Magnesium, Nr. 14185037, 
          Gibco BRL, Life Technologies Ltd., Paiseley, 
          Schottland 

100  ml 

titriert mittels 1 M NaOH (Merck, Darmstadt) auf einen pH von 7,4 
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2.2.3.3   Nährmedium 

 

     Medium RPMI 1640 mit NaHCO3, ohne Glutamin,   
     steril, Nr. 209945, Boehringer, Mannheim 

100  ml 

     Fetales Kälberserum, steril, Nr. 10500064,  
     Gibco BRL, Life Technologies Ltd., Paiseley,    
     Schottland 

5  ml 

     Penicillin-Streptomycin, Nr. 210404,  
     Boehringer, Mannheim 

200  µl 

 

 

2.2.3.4   Immunglobulin (IgG) 

 

Beriglobin®, Centeon Pharma GmbH, Marburg 

1 ml enthält 160 mg humanes Protein, davon mindestens 95 % Antikörper gegen 

Hepatitis-A-Virus. 

 

 

2.2.4   Herstellung von hitzedenaturiertem Immunglobulin G (IgG*) 

 

3200 mg Beriglobin® (siehe 2.2.3.4) wurden mit 620 ml PBS (phosphate buffered 

saline) verdünnt, im vorgewärmten Wasserbad bei 63 °C, 80-minutenlang 

inkubiert und intermittierend geschüttelt, bis eine Aggregatbildung sichtbar wurde. 

In einer Kühlzentrifuge wurde dieser Ansatz bei 4 °C mit 1500 g über einen 

Zeitraum von 30 min zentrifugiert. Der Überstand (unlösliches IgG*) wurde mit 

128 ml Krebs-Henseleit-HES-Pufferlösung resuspendiert und in 8 ml Aliquots, 

welche jeweils 200 mg des hitzedenaturierten Immunglobulins beinhalteten, bei  

–30 °C eingefroren. 

 30



2.3   Verwendete Inhibitoren 
 

2.3.1   Inhibitor-Cocktail 

 

Um unerwünschten Druckreaktionen durch Abbauprodukte der Arachidonsäure, 

durch PAF oder Histamin infolge der Degranulation von Mastzellen vorzubeugen, 

wurde jeweils vor Beginn der steady-state-Phase ein Inhibitor-Cocktail dem 

Perfusat beigemischt [82,84,111,112,113]. Diese Vorgehensweise hat sich in 

vorausgegangenen Arbeiten zur Stabilisierung der Lunge bewährt. 

Der Inhibitor-Cocktail setzte sich aus folgenden vier Inhaltsstoffen zusammen: 

 

2.3.1.1   Voltaren®

 

Wirkstoff: Diclofenac-Natrium 

Stoffgruppe: Nichtsteroidale Antiphlogistika 

Zusammensetzung: 1 Ampulle mit 3 ml Injektionslösung enthält 75 mg 

Gebrauchslösung: 0,4 ml Voltaren® + 9,6 ml NaCl-Lösung = 1 mg/ml Diclofenac 

Darreichungsform: 1 ml Gebrauchslösung pro 100 ml Perfusat 

Endkonzentration: 10 µg pro ml Perfusat 

Pharmazeutisches Unternehmen: Novartis Pharma AG, Wehr 
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2.3.1.2   WEB 2086 

 

Chemische Bezeichnung: 3-[4-(2-Chlorphenyl)-9-methyl-6H-thienol[3,2-

f][1,2,4]triazolo-[4,3-a] [1,4]-diazepin-2-yl]-1-(4-morpholinyl)-1-propanon 

Summenformel: C22H22CIN5O2S  

Molekulargewicht: 455,9 Dalton 

Löslichkeit: 0,36 % in H2O (pH = 6) 

Biologische Wirkung: PAF - Antagonist 

Dosierung am Kaninchenmodell: 5 • 10-5 mol/l 

1 ml Stocklösung 10-2 mol pro 200 ml Perfusat  

Endkonzentration: 100 µm = 10-4 M 

 

WEB 2086 ist ein Triazolodiazepin, es ist ein potenter und spezifischer PAF - 

Antagonist in vitro und in vivo. Bei Vorbehandlung mit WEB 2086 wird 

dosisabhängig die Akkumulation und Aggregation von 111Indium beladenen 

Zellen, die Bronchokonstriktion und die systemische Hypotension inhibiert [26]. 

 

2.3.1.3   Fenistil® 

 

Wirkstoff: Dimetindenmaleat 

Stoffgruppe: Histamin - H1 - Rezeptorantagonist 

Zusammensetzung: Die zubereitete Lösung enthält 4 mg Dimetindenmaleat in 4 ml 

Darreichungsform: 0,25 ml pro 200 ml Perfusat = 0,25 mg pro 100 ml 

Pharmazeutisches Unternehmen: Zyma GmbH, München 

 

2.3.1.4   Pepdul®  

 

Wirkstoff: Famotidin 

Stoffgruppe: Histamin - H2 - Rezeptorantagonist 

Zusammensetzung: Die zubereitete Lösung enthält 20 mg Famotidin in 5 ml 

Darreichungsform: 0,25 ml pro 200 ml Perfusat = 0,5 mg pro 100 ml 

Pharmazeutisches Unternehmen: MSD Cipropharm GmbH, 85530 Haar 
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2.3.2   Calpaininhibitoren 
 

Die in dieser Arbeit verwendeten Calpain I -Inhibitoren wurden mit freundlicher 

Genehmigung der Firma Abbott GmbH & Co. KG, Ludwigshafen zur Verfügung 

gestellt. Nach Lubisch et al. [80] handelt es sich um neuartige von Benzoyl-

alanin abgeleitete Ketoamide, welche Vinylbenzylaminoreste in der P2/P3 

Region tragen und Calpaine in nanomolarer Konzentration inhibieren (siehe  

Ki-Werte). Die Inhibitoren verfügen über eine gute Wasserlöslichkeit, Zell-

permeabilität, metabolische Stabilität und orale Bioverfügbarkeit. 

 

Verwendet wurden die Calpaininhibitoren A-705239 und A-705253. 

 

BSF 
 

A- Calpain I 
Ki (nM) 

Cathepsin B
Ki (nM) 

Cathepsin L 
Ki (nM) 

Proteosom 
Ki (nM) 

409425 705239 13 27 22 400000 

419961 705253 27 62 149 26000 
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2.4   Versuchsdurchführung 
 

Am Ende der 15-minütigen Flowsteigerung wurde ein Inhibitor-Cocktail,  

(siehe 2.3.1) bestehend aus WEB 2086 (10-4 mol/l), Diclofenac (10 µg/ml), 

Pepdul® (10-5 mol/l) und Fenistil® (10-5 mol/l), in das zirkulierende System, vor 

den Pall-Filter und die Blasenfalle gegeben. 

Nachdem das Lungenpräparat eine steady-state-Phase von 15 min stabil 

durchlaufen hatte, wurde zu einem definierten Zeitpunkt (t = 0) die zu 

untersuchende Substanz (A-705239, A-705253) in einer Endkonzentration von          

10-8 mol/l injiziert. Es wurden jeweils n = 6 Versuche durchgeführt. 

Nach weiteren 10 min wurde eine Suspension aus frisch isolierten 

polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (250-300 • 106), 200 mg IgG* und 

8 ml KHHP, direkt in den Perfusionskatheter des Truncus pulmonalis injiziert.  

In weiteren 10 Versuchen wurden IgG*-aktivierte PMN in Abwesenheit von 

Proteinaseinhibitoren injiziert, sie dienten als Kontrollversuche. 

Alle Versuche wurden über einen Zeitraum von 180 min durchgeführt. 

Während des gesamten Versuches wurden fortlaufend über einen 6-Kanal-

Kompensationsschreiber (R-10 Series, Rikadenki, Freiburg, Tokyo, Japan) der 

pulmonalarterielle Druck (PAP) und die Lungengewichtszunahme, als Indikator 

für extravaskuläres Lungenwasser, dokumentiert und zu festgelegten Zeitpunkten 

Perfusatproben (A-H) entnommen, die zur Kontrolle des pH, pO2, pCO2, BE, 

Standardbikarbonats und für spätere laborchemische Bestimmungen (PMN-

Elastase und Histamin) dienten. 

Nach einer Zentrifugationsdauer von 10 min bei 1000 g und Raumtemperatur 

wurde der Überstand der Perfusatproben abpipettiert und bei –20 °C eingefroren. 

Diese Proben standen für spätere Analysen zur Verfügung. 
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2.5   Laborchemische Analyse 
 

2.5.1   Quantitative Bestimmung der PMN-Elastase 

 

Zur Bestimmung der PMN-Elastase wurde ein heterogener Enzymimmunoassay 

(PMN-Elastase-Kit, Best.-Nr. 12589, Fa. Merck, Darmstadt) verwendet. Mittels 

des verwendeten Kits lässt sich die PMN-Elastase im Komplex mit α1-PI im 

Plasma nachweisen. 

Als erstes wurde die zu bestimmende Probe unter Zusatz des humanen α1-

Proteaseninhibitors (Endkonzentration 12,5 mg/ml) für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Dabei verband sich die vorhandene Elastase mit dem 

α1-Proteaseninhibitor. Anschließend wurde die vorbehandelte Probe in mit 

Elastase-Antikörper beschichtete Röhrchen gefüllt und so die PMN-Elastasen-

inhibitor-Komplexe randständig gebunden. 

Zunächst wurden verschiedene Ansätze vorbereitet, 1 Kontrollwert, 4 

Kalibratoren unterschiedlicher Konzentration, 1 Reagenzienkontrollwert und die 

zu bestimmende Probe. Bevor diese unterschiedlichen Reagenzien in die 

Röhrchen eingebracht werden konnten, wurden die antikörperbeschichteten 

Röhrchen mit „Waschlösung“ gefüllt und nach 60-minütiger Inkubationszeit bei 

20-25 °C diese vollständig abgesaugt. Dieser Vorgang wurde mehrfach 

wiederholt. Im Anschluss daran wurden Antikörper zugesetzt, die mit alkalischer 

Phosphatase markiert waren und mit der α1-PI-Komponente des Komplexes 

reagierten. 

Nach Auswaschen der überschüssigen AP-markierten Antikörper und Abstoppen 

der Reaktion mit Natronlauge wurde die enzymatische Aktivität der über 

Immunkomplexe gebundenen alkalischen Phosphatase photometrisch bestimmt. 

Die Menge an gebildetem Farbstoff entsprach direkt proportional der 

Konzentration an PMN-Elastase im Ausgangsreagenz. Jede Probe wurde 

doppelt analysiert und daraus der Mittelwert gebildet. 
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3   STATISTIK 
 

3.1   Statistische Auswertung 
 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programmes „Statgraphics-

Plus®“ (Statistical Graphics Corporation, Rockville, Maryland, USA). 

Zunächst wurde die Normalverteilung der Ergebnisse mittels t-Test geprüft. 

Danach wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) und der multiple Vergleichstest 

nach Fisher durchgeführt. Alle Resultate wurden in Mittelwerten (Mean) ± 

mittlerer Standardabweichung (Standard Error of Mean = S.E.M.) angegeben.  

Signifikanz wurde angenommen, wenn sich P-Werte kleiner oder gleich 0.05 

ergaben. 
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4   ERGEBNISSE 
 

4.1   Zunahme des Lungengewichtes (Ödembildung) 
 

Nach Injektion von PMN (250-300 • 106) und hitzedenaturierten Immunglobulinen 

(200 mg) in die pulmonale Zirkulation (PMN + IgG* = Kontrolle), zeigten die 

Lungen in der nichtinhibierten Kontrollgruppe eine kontinuierliche Gewichts-

zunahme auf 35,4 g ± 19,3 g bis zum Ende des 180-minütigen Versuches. 

Im Kontrollkollektiv ohne Calpaininhibitoren kam es im Versuchsverlauf zu einer 

Gewichtszunahme, die sich zum Versuchsende hin immer stärker steigerte. Am 

Versuchsende nach 180 min konnte durch die im Versuchsverlauf eingelagerte 

Flüssigkeit ein Lungengewichtsanstieg von 28,05 g registriert werden (Abb. 1). 

In der Versuchsreihe unter Zugabe des Calpaininhibitors A-705239 zeigte sich 

ebenfalls eine Flüssigkeitseinlagerung, die jedoch deutlich geringer als im 

Kontrollkollektiv ausfiel. Am Ende der 180 min wurde eine durchschnittliche 

Gewichtszunahme von 11 g registriert. Dies entspricht einer hochsignifikanten 

Gewichtsreduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine noch stärkere 

Reduktion des Lungengewichtes wird von der Versuchsreihe unter Zugabe des 

Calpain Inhibitors A-705253 erreicht. Hier kommt es lediglich zu einem 

Lungengewichtanstieg von 4,58 g über die Versuchsdauer von 180 min. 

Beide Inhibitoren zeigen eine hochsignifikante Hemmung der Ödementwicklung 

am Modell der isoliert, ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge, wobei sich 

A-705253 als potentester Inhibitor auszeichnet. 

In vorhergehenden Arbeiten zeigte sich, dass die alleinige Gabe von 

Immunglobulinen ohne PMN und Inhibitoren (IgG* - Kontrollen) keine Lungen-

schädigung verursachte. 
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4.2   Pulmonalarterieller Druck 
 

Das Verhalten des Pulmonalarteriendruckes zeigte in den verschiedenen 

Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede. Der Ausgangsdruck lag 

zwischen 5 und 8 mmHg und stieg nach PMN - Applikation auf Werte zwischen  

8 und 12 mmHg an. Auf die Versuchsdauer von 180 min blieben die Drücke aller 

Versuchsreihen auf gleichem Niveau ohne Druckveränderungen über die Zeit, im 

Streubereich zwischen 5,58 und 14,11 mmHg (Abb. 2). 

Der Filtrationsdruck blieb unverändert, die Messung erfolgte bei konstanten 

Perfusionsdrücken.  

 

4.3   Freisetzung der PMN-Elastase 
 

Im Gegensatz zur nichtinhibierten Kontrolle, bei der es zu einer starken 

Freisetzung der Elastase im Versuchsverlauf bis 97,8 µg pro l nach 150 min 

kommt, ist die Elastaseliberation in den inhibierten Gruppen signifikant 

reduziert.  

In der Versuchsgruppe Calpaininhibitor A-705239, kommt es nach 150 min zu 

einem freigesetzten Wert der Elastase von 57,25 µg pro l, bei der Versuchs-

gruppe mit Calpaininhibitor A-705253 nur zu 44,88 µg pro l.  
Die Calpaininhibitoren erweisen sich in diesen Versuchen als Inhibitoren der 

Elastasefreisetzung, wobei A-705253 in seiner Wirkung potenter ist als  

A-705239. 
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4.4   Freisetzung von Histamin 
 
Am Versuchsbeginn zum Zeitpunkt t = 0 ist die Histaminfreisetzung in allen 

Versuchsgruppen gleich stark ausgeprägt und beginnt anzusteigen. 

In der Kontrollgruppe ohne Inhibitoren kommt es im Versuchsverlauf zur 

ungehemmten Histaminfreisetzung von 240 mmol/l nach 5 Minuten und einem 

maximalen Wert von 310 mmol/l nach 30 min. Die Histaminliberation wird in den 

mit Calpaininhibitoren behandelten Gruppen stark reduziert, wobei die 

Versuchsgruppe mit A-705253 Histamin noch stärker inhibiert als die 

Versuchsgruppe mit A-705239. Als maximalen Wert bei A-705239 werden      

240 mmol/l nach 5 min erreicht, danach fällt die Histaminfreisetzung bis auf einen 

Wert von 190 mmol/l stark ab. Der Höchstwert der bei der Versuchsreihe mit A-

705253 erreicht wird, liegt bei lediglich 150 mmol/l nach 5 min. 
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4.5 Abbildung 1 
 
  

 

M
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P<0.01 

* P<0.001 

 

Versuchszeit (min) 

 

 

 

Zunahme des Lungengewichtes in g, in der Zeit von 0 bis 180 min. Dargestellt 

sind die Kurvenverläufe der nicht-inhibierten Kontrollgruppe und der mit A-

705239 und A-705253 behandelten Calpaininhibitorgruppen mit Standard Error 

of Mean (S.E.M.). Die Endkonzentration der Inhibitoren beträgt in beiden 

inhibierten Gruppen 10-8 M. Die Kontrolllgruppe unterscheidet sich signifikant mit 

p<0.01 von der Behandlungsgruppe A-705239 und mit p<0.001 von der 

Behandlungsgruppe A-705253. 
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4.6   Abbildung 2 
 

 

 
*†

Versuchszeit (min)  
 

 

 

Darstellung des pulmonalarteriellen Druckes (Perfusionsdruck, in mmHg) in 

isolierten, perfundierten Kaninchenlungen nach intrapulmonaler Injektion von 

humanen polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (t = 0), welche intra-

vasal durch hitzedenaturiertes IgG vorstimuliert wurden. In allen Versuchs-

gruppen (Calpainversuche jeweils n = 6, Kontrollgruppe n = 10) blieb der 

Perfusionsdruck über eine Versuchszeit von 180 min konstant.  
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4.7   Abbildung 3 
 

 

*

†

 
 

 

 

Anstieg der PMN-Elastase-Konzentration in der Perfusionsflüssigkeit (in µg/l) 

isolierter, perfundierter Kaninchenlungen nach intrapulmonaler Injektion von 

humanen PMN, welche intravasal durch hitzedenaturierte Immunglobuline (IgG*) 

vorstimuliert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte der verschiedenen 

Versuchsreihen mit S.E.M. zu den Zeitpunkten t = 0, t = 30, t = 90, t = 150 (in 

min). Signifikante Ergebnisse (p<0.05) wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe in 

der Gruppe *A-705239 zum Zeitpunkt 90 min und †A-705253 zu den Zeitpunkten 

30, 90 und 150 min erreicht. 
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4.8   Abbildung 4 
 

 

†
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Freisetzung von Histamin in die Perfusionsflüssigkeit (in mmol/l) isoliert 

perfundierter Kaninchenlungen nach intrapulmonaler Injektion von humanen 

PMN (t = 0), welche intravasal durch hitzedenaturierte Immunglobuline (IgG*) 

vorstimuliert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte der 3 Versuchsreihen zu 

den Zeitpunkten t = 0, t = 5, t = 30, t = 90 und t = 150 (in min) mit S.E.M. 

Signifikanz wurde bei p<0.05 angenommen. Aufgetragen sind die Signifikanzen 

von *A-705239 und †A-705253 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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5   DISKUSSION 
 

Bei Erkrankungen, wie der Sepsis, der postischämischen Reperfusion oder dem 

polytraumatisierten Patienten, kommt es zur Adhärenz und Aktivierung von 

Leukozyten in der Lungenstrombahn. Dies betrifft im Speziellen poly-

morphkernige neutrophile Granulozyten, die nach ihrer Aktivierung Mediatoren 

freisetzen, welche die Entwicklung eines interstitiellen Lungenödems aufgrund 

einer Zunahme der Gefäßpermeabilität verursachen. Dies führt sekundär von der 

Dysfunktion bis hin zum Versagen zuvor gesunder Lungen. Hierbei sind 

lysosomale Proteasen, wie die Elastase, aber auch reaktive Sauerstoffradikale, 

ein wesentlicher Bestandteil in der multifaktoriellen Pathogenese des ARDS 

[98,107]. 

Die Freisetzung lysosomaler Elastase aus den injizierten und aktivierten PMN in 

die Perfusionslösung der isoliert ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge 

wird durch die Ergebnisse dieser Studie belegt. Aus früheren Arbeiten, wie zum 

Beispiel von Ermert, Seeger und Duncker, ist durch quantitative Bestimmungen 

bereits bekannt, dass eine große Anzahl von Leukozyten, im wesentlichen 

polymorphkernige neutrophile Granulozyten, sowohl intravasal in den 

Lungenkapillaren, als auch in den Alveolen festsitzen. So ist davon auszugehen, 

dass sich zu Versuchsbeginn ein intravasaler Pool von ca. 14 • 108 und nach drei 

Stunden blutfreier Perfusion immer noch 7 • 108 Granulozyten im Kapillarbereich 

der Lungen befinden [35,46,47]. 

Um Einflüsse dieser vorhandenen PMN auf die geplanten Versuche zu 

untersuchen und um aussagekräftige Ergebnisse erzielen zu können, wurden 

Vorversuche durchgeführt, ohne dass den Versuchen stimulierte PMN oder 

Proteaseinhibitoren beigegeben wurden. In diesen Vorversuchen zeigte sich, bei 

einer Versuchsdauer von 180 min nur ein geringer Anstieg des Lungengewichts 

bis zu 5 g, sodass man davon ausgehen kann, dass die im Kapillarbett trotz 

Spülung vorhandenen restlichen PMN keine Effekte auf die durchgeführten 

Versuche zeigten, da im Rahmen der Spülung vor der Flowsteigerung die von 

diesen PMN freigesetzte Elastase bereits ausgespült wurde. 
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Die Vorstimulation polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten mit 

hitzeaggregierten IgG* und die Applikation der stimulierten Zellen in das 

Perfusionsmedium isolierter, ventilierter und perfundierter Kaninchenlungen, via 

Arteria pulmonalis, führte zu einem hochsignifikanten Gewichtsanstieg dieser 

Lungen als Ausdruck einer gesteigerten Gefäßpermeabilität während der 

Versuchsdauer von 180 min. 

Die Nutzung hitzedenaturierter IgG zur PMN Aktivation ist vergleichbaren 

wasserlöslichen Agenzien überlegen, da nur intravasale PMN stimuliert werden. 

Das Lungenöden, das sich als Ausdruck der pulmonalen Gewichtszunahme 

entwickelte, entstand im Versuchsverlauf simultan mit der Zunahme der 

Elastasekonzentration im Perfusionsmedium in der nicht-inhibierten Kontroll-

gruppe. Diese Erkentnisse stehen im Einklang mit Experimenten von Koch [76] 

an isolierten Kaninchenlungen und den Schweineversuchen von Stokke [124], in 

denen die direkte Applikation von Pankreaselastase in die Lungenarterie zur 

Ödementwicklung führte. 

Das entstandene Lungenödem ist in dieser Untersuchung auf die Erhöhung des 

kapillären Filtrationskoeffizienten (Kfc) zurückzuführen. In vergleichbaren Arbeiten 

konnte ein Anstieg des Kfc nach Applikation aktivierter PMN in die 

Lungenstrombahn isolierter, ventilierter und perfundierter Kaninchenlungen um 

das 2,5 fache (0.94 ml • 100 g • min-1 • 100 mmHg-1) vom Ausgangswert 

beobachtet werden. 

Die prophylaktische Nutzung von Elastaseinhibitoren zur Vermeidung eines 

durch PMN-Elastase induzierten Lungenödems sowie der Gebrauch 

verschiedener menschlicher, tierischer und synthetischer Proteaseinhibitoren 

wurde an einem breiten Spektrum von Spezies und Versuchsmodellen getestet 

[41,58,85,88,116]. 

Jüngste Untersuchungen von C. Neuhof et al. [89] am Modell der isolierten, 

ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge zeigten eine signifikante 

Reduktion der Elastasefreisetzung durch pflanzliche Proteaseinhibitoren vom 

Kunitz-Typ (zum Beispiel Bauhinia rufa Proteinaseinhibitor, BrPI oder Bauhinia 

bauhinioides Kallikreininhibitor, BbCI). Die Wirkung dieser Inhibitoren ist mit der 
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des Eglin C aus dem Lurch Hirudo medicinalis bezüglich der Elastaseinhibition 

vergleichbar.  

Im 180-minütigen Versuchsverlauf der hier vorliegenden Arbeit wurden zu 

definierten Zeitpunkten Perfusatproben entnommen und daraus ins Perfusat frei-

gesetzte Elastase und Histamin bestimmt. Sowohl Elastase, als auch Histamin, 

das ebenfalls die Gefäßpermeabilität steigert, sind an der Entstehung des 

Lungenödems beteiligt und werden in der nicht-inhibierten Kontrollgruppe 

ungehemmt freigesetzt. Simultan zur Liberation dieser Mediatoren steigt das 

Lungengewicht als Ausdruck der Ödementwicklung im Versuchsverlauf auf 28,05 

g an. 

Im Gegensatz dazu kommt es in den Versuchsreihen unter Zugabe der Calpain-

inhibitoren zu einer hochsignifikant geringeren Gewichtszunahme (Abb. 1) sowie 

zu einer signifikanten Reduktion der Elastase- (Abb. 3) und der Histaminliberation 

(Abb. 4). 

Fasst man die oben genannten Argumente zusammen, so entsteht die 

begründete Annahme, dass nach PMN-Stimulation liberierte Elastase und 

Histamin eine pulmonale Permeabilitätsstörung als nicht hämodynamisch 

bedingte Flüssigkeitseinlagerung der Lungenstrombahn induzieren. Dieser 

Eindruck wird durch die Konstanz und Stabilität des pulmonalarteriellen Druckes 

über die gesamte Versuchsdauer (Abb. 2) untermauert.  

Als Ergebnis zeigt sich eindeutig, dass die Calpaininhibitoren die 

Flüssigkeitseinlagerung in der Lunge, die Elastase- sowie die Histamin-

freisetzung signifikant reduzieren. Dabei erweist sich A-705253 als ein potenterer 

Inhibitor als A-705239. 

Die Wirksamkeit der Calpaininhibitoren und die Potenz, mit der sie die 

Ödembildung reduzieren, lässt auf eine weitreichende Beteiligung der Calpaine 

an der Entstehung eines Lungenödems und den vielen ineinander greifenden 

Pathomechanismen schließen. Inwieweit Calpaine an der Entwicklung eines 

Lungenödems beteiligt sind und dies durch ihre Inhibitoren verhindert werden 

kann, lässt sich durch die hemmende Wirkung, die die Calpaininhibitoren auch 

auf Elastase und Histamin zeigen, nicht spezifisch belegen.  
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Weiterführende Untersuchungen an isolierten Zellen oder Blutproben, bei denen 

zusätzlich zu den Calpaininhibitoren auch Elastaseinhibitoren wie zum Beispiel 

Eglin C zugegeben werden, um die Elastasefreisetzung und ihre dadurch 

resultierenden Wirkungen zu unterdrücken, werden in der Zukunft zeigen, welche 

spezifischen Wirkungen Calpain und seine Inhibitoren neben den oben 

genannten Wirkungen haben.  

Diese Untersuchungen sind erforderlich, um die isolierte Wirkung von Calpain an 

der Entstehung des Lungenödems beurteilen zu können. 

Ein weiterer Versuchsansatz könnte durch Ischämie beziehungsweise Hypoxie 

der Lungen geschaffen werden. Diese Untersuchungen könnten zeigen, 

inwieweit eine Hypoxie, auch wenn sie nur kurzfristig, wie unter den Bedingungen 

einer kardiopulmonalen Reanimation, auftritt, die Lunge durch Calpainfreisetzung 

schädigt und ob diese Noxe durch Calpaininhibitoren unterdrückt werden kann. 

Ischämie- und hypoxiebedingte Organschäden durch Calpainfreisetzung sind 

zum Beispiel an Herz und Gehirn weitreichend beschrieben worden [67,102,132] 

und bieten ein weites Feld für zukünftige Untersuchungen. 
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6   ZUSAMMENFASSUNG 
 

Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss von Calpaininhibitoren auf die Ca2+-

abhängige Protease Calpain I sowie deren Einfluss auf die Störung der pulmonal-

vaskulären Permeabilität nach intravasaler Aktivierung von Granulozyten zu 

untersuchen. Die hierfür operativ isolierten Kaninchenlungen wurden mit einem 

Krebs-Henseleit-Hydroxyäthylstärke-Puffer, bei einem Flow von 200 ml/min  

perfundiert und mit einer Starling-Pumpe ventiliert. Mittels einer elektronischen 

Wägezelle wurden Veränderungen des Lungengewichtes aufgezeichnet, um 

damit pulmonalvaskuläre Permeabilitätsstörungen zu erfassen. Nach Einbringen 

eines Pulmonaliskatheters war es möglich, Veränderungen im Lungengefäß-

widerstand in Form des pulmonalarteriellen Druckes zu registrieren. Durch 

Percoll-Dichtegradientenzentrifugation wurden humane Granulozyten isoliert und 

nach einer steady-state-Phase von 15 min am Versuchsbeginn zum Zeitpunkt  

t = 0 injiziert. Die Granulozyten waren zuvor für die Dauer von 60 min bei 

Raumtemperatur mit hitzeaggregiertem Immunglobulin G (IgG*) als Stimulus 

inkubiert worden. Pro Versuch wurden zwischen 250 und 300 • 106 Granulozyten 

appliziert. 

Etwa 60 min nach Injektion der vorstimulierten PMN in die pulmonale Zirkulation 

entwickelte sich in der nicht-inhibierten Kontrollgruppe ein Lungengewichts-

anstieg als Ausdruck eines interstitiellen Lungenödems. Im Versuchsverlauf 

wurden aus dem Perfusat zu definierten Zeitpunkten Proben entnommen, aus 

denen die Konzentration von PMN-Elastase und Histamin bestimmt wurde (Abb.  

3 und 4). Bei gleichbleibendem pulmonalarteriellem Druck (Abb. 2) stiegen in der 

nicht-inhibierten Kontrollgruppe die Werte von PMN-Elastase, Histamin und 

Lungengewicht an (Abb. 1). Diese Zunahme des Lungengewichtes ist aufgrund 

des konstanten PAP-Wertes kein Ausdruck eines erhöhten Filtrationsdruckes, 

sondern vielmehr auf die Freisetzung von Proteasen und deren Wirkung auf die 

pulmonale Strombahn zurückzuführen. 

Im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Versuchsablauf, wie er für die nicht-

inhibierte Kontrollgruppe typisch ist, zeigte sich in den Versuchsreihen unter 

Zugabe der Calpaininhibitoren A-705239 und A-705253 eine hochsignifikante 
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Reduktion sowohl der Lungengewichtszunahme als auch der Elastase- und 

Histaminfreisetzung. Beide Calpaininhibitoren sind in der Lage, die Entwicklung 

eines Lungenödems stark zu verlangsamen sowie die Elastase- und Histamin-

freisetzung zu reduzieren. Hieraus lassen sich Ansatzpunkte für weitere 

zukünftige Untersuchungen finden. Durch weitere Studien an isolierten Zellen 

oder Blutproben lassen sich unter Zugabe von spezifischen Elastaseinhibitoren 

und Calpaininhibitoren neue Erkenntnisse darüber erlangen, wie spezifisch diese 

die Elastasefreisetzung blockieren, sich als Histamin-Antagonisten bewähren und 

welche Effekte nur auf Calpaine zurückzuführen sind.  
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