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Granulozytare Elastase als Marker der unspezifischen
Proteolyse in der Pathogenese entziindlicher
Erkrankungen

M. JOCHUM und H. FRITZ

Abteilung fir Klinische Chemie und Klinische Biochemie in der Chirurgischen Klinik Innenstadt der Universitat Midnchen

Proteinasen mit substratspezifischer und unspezifischer Wirksamkeit

Die Aktivierung humoraler Systeme wie Gerinnung, Fibrinolyse und Komplement ist durch hoch-
spezifische, iberwiegend enzymkatalysierte Reaktionsschritte charakterisiert. Die kaskadenarti-
gen Mechanismen werden durch Proteinasen mit hoher Substratspezifitdt ausgeldst, so z. B. die
Gerinnung durch Thrombokinasen und die Fibrinolyse durch Plasminogenaktivatoren. Diese sub-
strat- oder systemspezifischen Proteinasen (Tab. 1) sind normalerweise im Organismus nur in
relativ geringen Konzentrationen vorhanden. Ihre Synthese und/oder Freisetzung in das umge-
bende Milieu kann jedoch aufgrund hormoneller oder entziindlicher Stimuli betrachtlich gesteigert
werden [1]. Beim groBten Teil der die Gerinnung, Fibrinolyse und Komplementkaskade unter-
haltenden Faktoren handelt es sich ebenfalls um substratspezifische Proteinasen.

Systemspezifische, nicht-lysosomale Proteinasen

Hohe Substrat-Spaltspezifitat Aktivierung von
o Gewebe-Thrombokinase —_— Gerinnung
e Plasminogen-Aktivatoren Fibrinolyse

R

(Synthese stimulierbar) (Komplement)

Tab. 1: Systemspezifische, primar nicht-lysosomale Proteinasen mit hoher Substratspezifitdt. Das spezifische Substrat
der Thrombokinase ist Faktor VIi und das der Plasminogenaktivatoren das Plasminogen.

Im Gegensatz dazu sind lysosomale Proteinasen bereits vorgebildet und werden in voll aktiver
Form in den Lysosomen von Granulozyten, Makrophagen, Endothelzellen etc. gespeichert [2].
Die lysosomalen Proteinasen (Tab. 2) stellen sehr potente intrazellulare Stoffwechselenzyme dar,
die auch-native Proteine und Glykoproteine rasch abbauen und damit inaktivieren kdnnen. Eine
hervorragende Rolle kommt hierbei den ,,neutralen” Proteinasen Elastase und Cathepsin G aus
den Granula der polymorphkernigen (PMN) Leukozyten sowohl! aufgrund ihrer hohen Konzentra-
tion innerhalb der Zellorganellen als auch wegen ihres Wirkungsoptimums im physiologischen pH-
Bereich zu. Daruberhinaus sind diese Enzyme noch durch ihre geringe Substratspezifitat flir den
intra- und extrazelluldren Proteinabbau besonders geeignet (Tab. 3).



neutrale (pH 6—9) saure (pH 3-7)

® Elastasen ® Cathepsin B

® Cathepsin G ® Cathepsine H, L

o Collagenasen ® Cathepsine A, C

o Kininogenasen ® Cathepsin D
(Kallikreine) (Leukokininogenase)

® spalten unspezifisch o spalten spezifisch

Tab. 2: Lysosomale Proteinasen (mit neutralem und
saurem Wirkungsoptimum) aus neutrophilen Granulozyten

Eine generalisierte Proteolyse durch lysosomale und/oder systemspezifische Proteinasen wird
normalerweise durch eine Vielzahl ubiquitédr im Organismus vorkommender Proteinaseinhibitoren
verhindert (Tab. 4). Als wichtigste primar im Plasma auftretende Hemmstoffe der unspezifisch
spaltenden Enzyme haben sich a-Proteinaseinhibitor (o4Pl, friher a,-Antitrypsin, «,AT), a4-Anti-
chymotrypsin (a;AC) und insbesondere a,-Makroglobulin (a,M) erwiesen. Bemerkenswerter-
weise ist gerade der letztgenannte Inhibitor nicht nur in der Lage, nahezu alle lysosomalen Pro-
teinasen zu hemmen, sondern auch systemspezifische Enzyme wie Plasmin, Plasma-Kallikrein
und Thrombin. Eine UberschieBende Aktivierung der Gerinnung wird jedoch vor allem durch das
Antithrombin Il (AT Il1), der Fibrinolyse durch den a,-Plasmininhibitor (a,P1) und des Komplement-

Proteoglycane
Elastin
Collagen |
Collagen Il

Gerinnungsfaktoren

Fibrinolysefaktoren

Komplementfaktoren

Immunglobuline
Transportproteine

Elastase, Cathepsin G
Elastase, Cathepsin G

Collagenase

Elastase (Collagenase)

Elastase
Elastase

Elastase, Cathepsin G
Elastase, Cathepsin G
Elastase, Cathepsin G

Tab. 3: Biologische Substrate lysosomaler neutraler
Proteinasen aus polymorphkernigen Granulozyten

und Kallikrein-Kinin-Systems durch den C1-Inaktivator (C1 INA) unterbunden.

M.G. mittl. Konzentration

Abk. Inhibitor x 1072 mg/100 ml umol/1
aM a,-Makroglobulin 725 260 3.6
a,PI a,-Proteinaseinhibitor 50 260 52

o,AC a,-Antichymotrypsin 70 45 6.4
3:Cl B;-Collagenaseinh. 40 1.5 0.4
ITl Inter-a-Trypsininhibitor 160 45 2.8
AT I Antithrombin Ill 65 26 4.0
ayPl a,-Plasmininhibitor 70 6 09
C1INA C1-Inaktivator 100 24 2.4

Tab. 4: Proteinaseinhibitoren im menschlichen Plasma. Angegeben sind das Molekulargewicht (M.G.) und die mittlere

Konzentration im Plasma.



Pathobiochemie lysosomaler Enzyme

Zu den gravierendsten pathophysiologischen Geschehen vieler entziindlicher Prozesse zahlt die
Zerstorung von extrazellularen Gewebestrukturen sowie von Zellmembranen und die dadurch be-
dingte Freisetzung normalerweise zellstandiger lysosomaler Enzyme. Besonders reich an solchen
Enzymen sind Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen sowie basophile und
polymorphkernige Granulozyten (Abb. 1). Eine zusatzliche rasche Ansammlung von PMN Leuko-
zyten in der Lunge wahrend einer entzundlichen Reaktion, z. B. nach Polytrauma, ist hinléanglich
bekannt.

Granulozyten Makrophagen

Eosinophile Neutrophile Basophile

Mastzellen

Fibroblasten

Endothelzellen

£ Nug o @ ROy
O S

T e i

Lunge - Leber - Niere

Abb. 1: Primare Lokalisation von Blut- und Gewebezellen mit reichhaltiger lysosomaler Enzymausstattung

Bedenkt man, daB bereits physiologischerweise taglich eine Menge von ca. 1 g neutraler lysoso-
maler Proteinasen (vor allem Elastase und Cathepsin G) aus zugrundegehenden PMN Granulo-
zyten inhibiert und eliminiert werden muB, so ist es nicht verwunderlich, daB mehr als 10 % der
Plasmaproteine Proteinaseinhibitoren représentieren. Dieses umfassende Inhibitorpotential —
weitere Inhibitoren sind in mukdsen Sekreten und im Cytosol der Zellen selbst zu finden — werten
wir als Uberzeugenden Hinweis auf die immense pathobiochemische Effektivitat der lysosomalen
Proteinasen, wenn sie erst einmal aus ihren membranumgebenen Organellen, den Lysosomen,
freigesetzt sind.

Mechanismen der Aktivierung und des Verbrauchs von Plasmafaktoren
Kommt es im Verlaufe von pathologischen Prozessen im Organismus (schwere Entziindung und

Gewebszerstorung etc.) sowohl zur Degranulierung und somit zur massiven Freisetzung lysoso-
maler Enzyme aus Leukozyten als auch zur Freisetzung von systemspezifischen Proteinasen aus
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Abb. 2: Aktivierungs- und Verbrauchsreaktionen: spezifische Aktivierung von Blutsystemen u. a. durch systemspezifische
Proteinasen (linker Teil), unspezifischer Abbau von Plasmafaktoren durch lysosomale neutrale Proteinasen u. a. (rechter
Teil); Komplexbildung mit Proteinase-Inhibitoren und Elimination der Enzym-Inhibitor-Komplexe (mittlerer Teil) durch Zel-
len des retikulo-endothelialen Systems (RES).

FSP = Fibrin(ogen)spaltprodukte; C3a = Anaphylatoxin C3a

Endothelzellen u. a., so kdnnen die proteolytisch wirksamen Faktoren den ,,Pathomechanismus
der Entziindung”auf zweierlei Weise verstarken (Abb. 2):

— Systemspezifische Proteinasen wie die Thrombokinase und der Plasminogenaktivator indu-
zieren die Aktivierung der , Blutsysteme” (Gerinnung, Fibrinolyse, Komplement, Kallikrein-
Kinin-System), d. h. die Umwandlung von Proenzymen in Enzyme durch limitierte, substrat-
spezifische Proteolyse. Durch die nachfolgende Hemmung und Eliminierung der Enzym-Inhibi-
tor-Komplexe werden nicht nur die Enzyme selbst, sondern auch ihre Inhibitoren (AT Il
aPl, C1 INA) verbraucht.

— Unspezifisch spaltende Proteinasen wie Elastase und Cathepsin G inaktivieren in vitro durch
substratunspezifische Proteolyse eine Vielzahl von Plasmaproteinen (Tab. 3: Blutsystemfak-
toren, Transportproteine, Immunglobuline, Proteinaseinhibitoren etc.). Nach massiver Freiset-
zung in vivo scheint diese proteolytische Aktivitat — wohl aufgrund einer lokal nicht ausreichen-
den Inhibitorkonzentration — betrachtlich zum Verbrauch von Plasmafaktoren beizutragen.
Klinisch relevante Beispiele sind die Gram-negative Sepsis, die akute myeloische Leukémie,
Polyarthritis, obstruktives Lungenemphysem etc. [4, 5, 6, 7].

Neuere Ergebnisse sowohl! aus klinischen wie auch aus experimentellen Studien stiitzen die der-

zeitige Arbeitshypothese eines Proteinase-Proteinaseinhibitor-Ungleichgewichts (proteinase-
proteinase inhibitor imbalance), womit die ursachliche Beteiligung im UberschuB freigesetzter, vom
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endogenen Inhibitorpotential nicht mehr regulierbarer Proteinasen am Pathomechanismus ver-
schiedener Erkrankungen gemeint ist. Fir die Verminderung der kdrpereigenen Proteinasen-
hemmaktivitat wird neben der Inhibierung der Zielenzyme und dem proteolytischen Abbau durch
nicht hemmbare Proteinasen auch eine oxidative Inaktivierung von Inhibitoren diskutiert (Tab. 5).
So kann aus phagozytierenden Granulozyten oder Makrophagen neben lysosomalen Proteinasen
auch Myeloperoxidase und Wasserstoffperoxid freigesetzt werden. Dieses System ist in der Lage,
den Methioninrest im reaktiven Zentrum des a,-Proteinaseinhibitors zum Sulfoxid zu oxidie-
ren [8]. Hierdurch wird die normalerweise extrem rasche und irreversible Inhibierung der granu-
lozytaren Elastase durch o,Pl so erheblich verzdgert [9], daB ein unspezifischer Abbau von
Plasmaproteinen durch Elastase trotz hoher endogener a,PI-Hemmstoffkonzentration (immuno-
logisch oder Uber die Trypsinhemmung gemessen) auch in vivo moglich erscheint (Tab. 6).

Abbau bzw. Inaktivierung durch Oxidation oder Proteolyse

a,-Proteinaseinhibitor («,Pl) 03, HO*, H,0,* Metalloproteasen
Thiolproteasen

Antithrombin H1 (AT 11i)
a,-Plasmininhibitor («2Pl) PMN Elastase
C1-Inaktivator (C1 INA)

* Phagozytose-Produkte

Tab. 5: Inaktivierung von Plasma-Proteinaseinhibitoren durch lysosomale Faktoren. Die angegebenen Proteinasen in-
aktivieren die Inhibitoren durch Spaltung einer oder weniger Peptidbindungen. Sauerstoff- und Hydroxylradikale sowie
Wasserstoffperoxid zusammen mit Myeloperoxidase inaktivieren den a,P| (die Hemmung der PMN Elastase betreffend!)
durch Oxidation des Methioninrestes im reaktiven Zentrum des Inhibitormolekiils.

Komplex mit tipassoz. Delay time
PMN Elastase [msec] [sec]
(L1P|nallv 0,6 0,003

1y Ploxia 1330 6,6

Tab. 6: Komplexierung von granulozytarer Elastase durch nativen bzw. oxidierten «,-Proteinaseinhibitor («,Pl). Angegeben
sind die Halbwertszeit fur die Enzym-Inhibitor-Komplexbildung in Millisekunden und die ,,Verzdgerungszeit” (delay time)
in Sekunden, die verstreicht, bis 95 % der beiden Reaktionspartner im Komplex gebunden sind. [Nach Beatty, Bieth und
Travis (9)].

Der wichtigste indirekte Hinweis dafir, daB der unspezifische proteolytische Abbau durch lysoso-
male Granulozytenproteinasen einen entscheidenden Einflu auf die Spiegel bestimmter Plasma-
proteine ausiben kann, ergab sich aus tierexperimentellen Untersuchungen [10]. Bei dieser
Studie konnte gezeigt werden, daB der gravierende, Endotoxin-induzierte Verbrauch von Blut-
systemfaktoren durch frihzeitige Applikation hoher Dosen eines geeigneten exogenen Elastase-
inhibitors (Bowman-Birk-Inhibitor aus Sojabohnen) signifikant vermindert wird.



E-a, Pi
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Abb. 3: Durch Stimulierung von PMN Granulozyten freigesetzte lysosomale Elastase. Sie reagiert primar mit dem «,-Pro-
teinaseinhibitor sowie in wesentlich geringerem Ausmaf mit «,-Makroglobulin. Im Komplex mit «,P! sind alle katalytischen
Funktionen der Elastase blockiert. im Komplex mit «,M vermag die Elastase niedermolekulare synthetische Substrate noch
zu hydrolysieren.

Lysosomale Elastase als diagnostischer Marker

Aufgrund der zahlreichen, in jingster Zeit publizierten Ergebnisse Uber die proteolytische Wirkung
der granulozytaren Elastase auf biologische Substrate in vitro und der indirekten Hinweise auf
ihre Beteiligung an pathobiochemischen Prozessen in vivo, erscheint es uns aus diagnostischer
Sicht besonders wichtig, das AusmaB der Degranulierung von Leukozyten im Verlaufe von akuten
Erkrankungen anhand der Freisetzung von lysosomaler Elastase exakt zu erfassen.

Wahrend eines Entziindungsprozesses werden Neutrophile durch Endotoxin und/oder andere
Entziindungsmediatoren stimuliert, wobei u. a. lysosomale Elastase aus den Zellen liberiert wird.
Sie reagiert auBer mit diversen Proteinen primar mit dem «a,-Proteinaseinhibitor, wobei sich ein
stabiler Elastase-a,-Proteinaseinhibitor-Komplex (E-a,Pl) bildet, der mit einer Halbwertszeit von
ca. 1 Stunde aus der Zirkulation eliminiert wird (Abb. 3). Mittels eines Enzymimmunoassays (ELISA)
ist es neuerdings mdglich, die Konzentration dieses Komplexes in Plasma und anderen Korper-
flussigkeiten quantitativ zu bestimmen [11; vergl. auch den nachstehenden Beitrag von NEUMANN
et al.: Enzymimmunoassay fiir Granulozyten-Elastase im Komplex mit a,-Proteinaseinhibitor].

Freie Elastase hingegen kannim Plasma nicht nachgewiesen werden, da normalerweise genligend
nativer a,-Proteinaseinhibitor vorhanden ist, um das aktive Enzym innerhalb einer gewissen,
relativ kurzen Zeitspanne vollstandig zu inhibieren (vgl. Tab. 4, 6). Eventuell mit synthetischen Sub-
straten meBbare geringe Elastaseaktivitdten sind auf das Auftreten des a,-Makroglobulin-Ela-
stase-Komplexes zurlckzuflihren, der jedoch sehr rasch aus der Zirkulation eliminiert wird
(t 1727~ 10 m|n)

Mit Hilfe des Enzymimmunoassays konnten wir in einer klinischen Studie den Nachweis erbringen,
daB nach abdominal-chirurgischen Eingriffen Leukozytenelastase in erhéhtem MaBe in das Plasma
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der Patienten freigesetzt wird, und daB die Hohe des Gehalts an E-a,Pl mit dem Schweregrad
einer postoperativ auftretenden Infektion (Sepsis) korréliert [5].

Weitere Beispiele, die granulozytare Elastase als Marker bei entziindlichen Erkrankungen betref-
fend, sind in den nachfolgenden Kapiteln aufgefihrt.

Ausblick

Obwohl den neutralen Proteinasen aus den PMN Granulozyten sicherlich eine sehr bedeutende
Rolle in der Potenzierung entzundlicher Prozesse zukommt, sollte die Beteiligung weiterer
lysosomaler Faktoren (klassische Cathepsine mit neutralem bis saurem pH-Optimum, Hydrolasen,
Lysozym, Myeloperoxidase u.a.; oxidierende Agentien etc.) auch aus anderen Zelltypen (Tab. 4)
nicht unterschatzt werden [12]. Hier sind vor allem Monozyten und Makrophagen zu nennen, die
aufgrund ihrer langeren Lebenszeit bei kontinuierlicher Freisetzung gewebeschéadigender Pro-
dukte eine Persistenz des initialen, Granulozyten-bedingten Schadens bewirken kénnen [13, 14].
Es sollte deshalb das Ziel zukunftiger Forschungsarbeiten sein, Methoden zur Erfassung einer

~ Reihe weiterer, moglichst zelltypischer ,,Entziindungsmarker” zu entwickeln. Es besteht aufgrund
unserer heutigen Kenntnisse die berechtigte Hoffnung, daB damit der Grad der Beteiligung des
einzelnen Zelltyps am Pathomechanismus der betreffenden Erkrankungen eindeutiger erfaBt
sowie therapeutische MaBnahmen gezielter getroffen und hinsichtlich ihrer Wirksamkeit mittels
dieser Methoden objektiviert werden kénnen.

Granulozyten Makrophagen Endothelzellen Mastzellen
| . | !
Freisetzung von Proteinasen

Substrat-spezifische Proteolyse Unspezifische Proteolyse
o Proenzym-, Cofaktoraktivierung o Inaktivierung durch Abbau
o Toxische Peptide 1 o Toxische Peptide |

Tab. 4: Am Pathomechanismus entziindlicher Prozesse beiteiligte Kdrperzellen, insbes. solche mit reicher lysosomaler
Enzymausstattung. Im Verlaufe der Proenzym- und Kofaktoraktivierung sowie der Inaktivierung durch Abbau werden auch
toxische Peptide frei, die das entziindliche Geschehen weiter verstarken.
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