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Leukozytenproteinasen und Zytokine bei
akuten Entziindungen

M. Jochum

Abteilung fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie in der Chirurgischen
Klinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen,
Klinikum Innenstadt

Einleitung

Die primire Reaktion des Organismus auf einen entziindlichen
Stimulus (Gewebezerstérung nach Polytrauma, invasive Mikroben,
Endotoxine exogener und endogener Natur, Immunkomplexe) hat
physiologischerweise die Inaktivierung und Beseitigung des stimulie-
renden Agens sowie die Einleitung eines reparativen Heilungsprozes-
ses zum Ziel. Die hierfiir notwendige Aktivierung von komplexen
interagierenden humoralen und zelluliren Abwehrsystemen birgt je-
doch auch das Risiko einer Beeintrdchtigung von gesundem Gewebe
und eine damit verbundene Perpetuierung des Entziindungsgesche-
hens in sich. Sie manifestiert sich &uerlich in den klassischen Sympto-
men Rotung (Rubor), Schwellung (Tumor), Wéarme (Calor) und
Schmerz (Dolor) und kann schlieB8lich zu einer gestorten Funktion der
betroffenen Organe (Functio laesa) fithren. Wahrend die Phinomeno-
logie des in seiner Natur ambivalenten pathophysiologischen Prozes-
ses seit ihrer ersten umfassenden Darstellung durch den rémischen
Arzt Celsus im 1. Jh. n. Chr. nichts von ihrer Aktualitét eingebii3t hat,
unterliegen die Vorstellungen iiber die ablaufenden Mechanismen von
der Auslésung der Noxe bis zu den sichtbaren Symptomen — entspre-
chend den sich stdndig verfeinernden Untersuchungstechniken — im-
mer wieder Revisionen: Die Bedeutung bislang erkannter Mediatoren
der Entziindung wird relativiert, neue Faktoren werden definiert und
bis dato noch unbekannte Interaktionen postuliert. Eine nahezu un-
iiberschaubare Zahl von Stimulatoren, Mediatoren, Effektoren und
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Inhibitoren bestimmt deshalb aus heutiger Sicht iiber Effizienz oder
Versagen der Entziindungsantwort.

Die vielfach nachgewiesene Freisetzung proteolytischer Enzyme
(Serinproteinase Elastase; Cysteinproteinase Kathepsin B) gemein-
sam mit reaktivem Sauerstoff- und Arachidonsduremetaboliten aus
primiaren Abwehrzellen (PMN-Granulozyten; Monozyten/Makro-
phagen) in Korrelation zum Schweregrad eines akuten Entziindungs-
geschehens (z. B. bei polytraumatisch und/oder operativ induziertem
Organversagen) gilt derzeit als ein wesentlicher, wenn auch indirekter
Hinweis auf die Beteiligung von zellabhdngigen proteolytischen Patho-
mechanismen an der Auslosung und Aufrechterhaltung derartiger
Entziindungsprozesse. Inwieweit diese zelluliren Proteinasen nach
ihrer Freisetzung im extrazelluldren Milieu aufgrund eines lokal nicht
ausreichenden Inhibitorpotentials (ou-Proteinaseinhibitor, Cysteinpro-
teinaseinhibitoren) nicht nur zum Abbau von Matrixproteinen (z.B.
von Elastin und Kollagenen in der Lunge), sondern auch zur Aktivie-
rung humoraler proteolytischer Systeme und damit zu einer weiteren
Potenzierung der Entziindungsreaktion beitragen, bedarf jedoch noch
einer detaillierten biochemischen Evaluierung durch geeignete Nach-
weismethoden.

Diskutiert werden in diesem Zusammenhang vor allem die durch
lysosomale Proteinasen hervorgerufene Umwandlung von Proen-
zymen der Gerinnungs-, Fibrinolyse- und Komplementsysteme in
aktive Proteinasen, die gleichzeitig erfolgende proteolytische Inaktivie-
rung ihrer regulativen Antagonisten, z.B. Antithrombin (AT) III, CI-
Inaktivator, sowie die dadurch bedingte, ungehemmte Freisetzung
hochpotenter entziindungsverstirkender Peptidmediatoren (Kinine;
Anaphylatoxine C3a, C4a und C5a; 6dembildende Fibrin/ogen-Spalt-
produkte (1}.

Auch die pleiotrope inflammatorische Rolle der iiberwiegend aus
Monozyten/Makrophaghen, PMN-Granulozyten und Endothelzellen
wihrend akuter Entziindungsprozesse ausgeschiitteten Zytokine (Tu-
mornekrosefaktor, TNF; Interleukine, IL, 1,6,8) fand insbesondere in
den letzten Jahren hochstes Interesse in der Entziindungsforschung
[2]. Trotz zahlloser Veroffentlichungen von Ergebnissen aus In-vitro-
und In-vivo-Untersuchungen bietet sich jedoch nach wie vor aufgrund
oft widerspriichlicher Daten ein verwirrendes Bild hinsichtlich der
pathogenetischen Relevanz dieser Faktoren (unter anderem vermehrte
autokrine/parakrine Stimulierung der primdren Abwehrzellen) und
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Abb. 1. Schematische Darstellung humoraler und zelluldrer Interaktionen im
proteolyseinduzierten Pathomechanismus des MOV.

der diagnostischen/prognostischen Wertigkeit ihrer Bestimmung in
verschiedenen Korperflissigkeiten.

Eine vereinfachte Darstellung der vermutlichen Interaktionen
zwischen Proteinasen und Zytokinen im Pathomechanismus akuter
Entziindungen bis hin zum multiplen Organversagen (MOV) ist in
Abbildung | wiedergegeben. Aus der biochemischen Erfassung und
Evaluierung der diagnostisch/prognostischen Aussagekraft dieser
Faktoren in sequentiell gewonnenen klinischen Proben (Plasma, bron-
choalveolare Lavagefliissigkeiten = BALF, Peritonitisexsudate) erhiel-
ten wir und andere Forschergruppen inzwischen eine Reihe indirekter
Hinweise auf den tatsidchlichen Stellenwert dieser Mediatoren bzw.
Effektoren im Verlaufe einer akuten Entziindungsreaktion (z. B. Poly-
trauma, Sepsis). SchlieBlich konnten wir durch den quantitativen
Nachweis eines proteolytischen Spaltproduktes des wichtigen Funk-
tionsproteins Fibrinogen erstmals auch eine direkte biochemische Be-
stdtigung der Beteiligung proteolyseinduzierter Prozesse am posttrauma-
tischen/postoperativen Organversagen erbringen.
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Angewandte Methoden

Fir die Bestimmung der humanen lysosomalen Serinproteinase
Elastase wurde ein spezifischer Enzymimmunoassay nach dem Sand-
wichprinzip verwendet (Merck, Darmstadt, BRD). Da Elastase im
Plasma ausschlieBlich und in den meisten anderen Korperflissigkei-
ten liberwiegend in Form des inaktiven Elastase-ou-Proteinaseninhibi-
tor-Komplexes vorliegt, wurde zur Quantifizierung dieses Proteins die
“two-site”-ELISA-Methodik gewédhlt. Zur Berechnung der Elastase-
konzentration wird jedoch nur der Enzymanteil berticksichtigt.

Zum Nachweis der Cysteinproteinase Kathepsin B in Plasma und
lokalen Korperfliissigkeiten von chirurgischen Intensivpatienten ent-
wickelten Assfalg-Machleidt et al. [3] eine Aktivitdtsbestimmungsme-
thode unter Verwendung eines spezifischen fluorogenen Substrates.

Die Quantifizierung der Zytokine 1L-6, IL-8 und TNF erfolgte mit
kommerziellen ELISAs (Amersham International, Amersham, GB).

Die Hemmaktivitat des Gerinnungsinhibitors AT 111 wurde unter
Verwendung eines spezifischen chromogenen Substrates (S-2238; Ka-
bi, Méndal, Schweden) bestimmt.

Ein spezifisches elastaseinduziertes Spaltprodukt (Fibrinoelasta-
sepeptid, FEP) der Ao-Kette des Fibrinogens wurde mittels eines in
unserem Labor entwickelten kompetitiven Zweistufen-ELISAs nach-
gewiesen [4].

Proteolyseinduzierte Pathomechanismen bei chirurgischen
Intensivpatienten

Die zeitlich engmaschige konsekutive Messung von komplexierter
PMN:-Elastase im Plasma von Polytraumatisierten (Abb. 2) hat in
einer kiirzlich veroffentlichten, groBangelegten prospektiven Studie an
iiber 100 Patienten die frithzeitige Wertigkeit dieses Parameters fir die
Voraussage eines spiteren Auftretens von posttraumatischen Organ-
schiadigungen klar bewiesen [5]. Septische Kompilikationen als haufige
Begleiterscheinungen bei diesen Organinsuffizienzen wurden zuver-
lassig durch signifikant hohere Plasmaelastasewerte bereits ab der 24. h
nach Trauma angezeigt [6]. Dariiber hinaus konnte die gute progno-
stische Aussagekraft der systemisch meBbaren Elastase fiir Uberleben
bzw. Versterben bei Polytraumapatienten ebenfalls bestdtigt werden.
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Abb. 2. Mittelwertsverldaufe (+ SEM) von PMN-Elastase und Kathepsin B im
Plasma von polytraumatisierten Patienten. Detaillierte Studienbeschreibung siehe
Nast-Kolb et al. [S].

Weitere indirekte Argumente fiir die lokale entziindungsvermit-
teinde Wirkung der PMN-Elastase und anderer Phagozytenprodukte
lieBen sich aus der engen Korrelation zwischen dem Nachweis dieser
Faktoren in der BALF und dem Auftreten traumatischer und septi-
scher Lungenfunktionsstorungen ableiten [7, 8]. Die tatsdchliche pa-
thogenetische Relevanz der PMN-Elastase als destruktives Enzym im
Extrazellularraum konnte dagegen direkt erstmals auch in vivo durch
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Abb. 3. Elastase (-ou-Proteinaseninhibitor) und FEP in verschiedenen Korperfliis-
sigkeiten. Detaillierte Beschreibung siehe Gippner-Steppert [4].

den parallelen Nachweis der freigesetzten Proteinase und des durch
sie induzierten spezifischen Spaltproduktes FEP des Fibrinogens be-
legt werden [1, 4]. Die Bildung dieses Spaltproduktes lie3 sich nicht nur
in lokalen entziindlichen Fliissigkeiten wie der BALF von Patienten
mit akutem Atemnotsyndrom (ARDS) und den purulenten Exsudaten
von Peritonispatienten (Abb. 3) gemeinsam mit extrem hohen Mengen
an PMN-Elastase und Myeloperoxidase nachweisen, sondern sogar
auch im Plasma von Trauma- und Sepsispatienten mit letalem MOV
(Abb. 3). Dies mul} als weiterer Hinweis dafiir gewertet werden, daf3
die Aktivierung der PMN-Zellen durch die Freisetzung von proteoly-
tisch und oxidativ wirksamen Substanzen auch zur partiellen Inakti-
vierung von au-Proteinaseinhibitor, des Hauptantagonisten der Elasta-
se, fiihrt und somit durch die Schadigung des korpereigenen Inhibitor-
potentials entscheidend zur Ausbildung deletirer Organinsuffizienzen
beitragt.

Eine durch die PMN-Mediatoren Elastase und reaktive Sauer-
stoffprodukte ausgeldste Inaktivierung von AT I1I scheint zudem eine
wesentliche Rolle beim massiven Verbrauch dieses Inhibitors in der
Zirkulation von Polytrauma- und Sepsispatienten zu spielen [I]. Auf-
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grund der hohen pradiktiven Wertigkeit eines niedrigen AT Il1-Spie-
gels fiir die Entwicklung eines posttraumatischen Organversagens [5]
muf} der Verminderung dieses Gerinnungshemmstoffes eine aulleror-
dentliche pathophysiologische Funktion zugesprochen werden. Dies
diirfte nicht nur in der allgemein bekannten Regulation von Gerin-
nungsproteinasen durch AT III begriindet sein, sondern moglicher-
weise auch in der vor kurzem postulierten EinfluBnahme des Inhibi-
tors auf das Komplementsystem [9].

Ebenso wie fiir die PMN-Elastase hat sich inzwischen auch fiir die
Cysteinproteinase Kathepsin B aus Monozyten/Makrophagen eine
hohe klinische pathogenetische und prognostische Relevanz bei trau-
ma- und sepsisinduzierten Entziindungsprozessen bestétigen lassen
[3, 5]. So konnten extreme Mengen des extrazellular freigesetzten En-
zyms insbesondere in BALF von Polytraumapatienten und infektidsen
Exsudaten von Peritonitispatienten bei gleichzeitigem Auftreten von
proteolytisch aktiver Elastase nachgewiesen werden, so dafl durchaus
anzunehmen ist, dafl Cysteinproteinasen aus Monozyten/Makropha-
gen auch in vivo wesentlich zur Inaktivierung des ou-Proteinaseinhibi-
tors und anderer wichtiger Funktionsproteine beitragen.

Im Gegensatz zur PMN-Elastase zeigte sich das Kathepsin B in
der bereits erwdhnten groangelegten Polytraumastudie [5] allerdings
nur in der frithen posttraumatischen Phase (bis zum 3. Tag) als guter
pradiktiver Parameter fiir das spitere Auftreten und den Schweregrad
von Organversagen (Abb. 2). Interessanterweise differenzierte dieser
Faktor auch nicht zwischen septischen und nichtseptischen Organ-
komplikationen [6].

Zytokinfreisetzung bei chirurgischen Intensivpatienten

Die Freisetzung der wichtigsten inflammatorisch wirksamen Zyto-
kine (TNF, IL-8, IL-6) erfolgt aus nahezu allen wesentlichen Entziin-
dungszellen. Die Hauptquelle beim systemisch auftretenden Entziin-
dungsgeschehen nach Polytrauma, Operationen und bei Sepsis diirf-
ten jedoch PMN-Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und En-
dothelzellen darstellen.

Als priméar gebildetes Zytokin nach septischen Insulten scheint
der TNF auf die Entwicklung von ARDS und MOV einen entschei-
denden EinfluB zu nehmen [10]. So konnten neben mehr oder weniger
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Abb. 4. Mittelwertsverldufe (x SEM) von IL-6,

IL-8 und TNF im Plasma

von polytraumatisierten Patienten. Detaillierte Studienbeschreibung siehe Nast-Kolb

et al. [5].
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erhéhten Werten von TNF im Serum vor allem erhebliche Mengen in
BALF von Patienten mit letalem ARDS/MOYV gefunden werden [8].
Eigene Pilotuntersuchungen unterstreichen diese Befunde und zeigen
dariiber hinaus in sequentiellen BALF-Proben, dal3 dem fluktuieren-
den TNF-Anstieg meist ein entsprechender Anstieg der PMN-Elastase
folgt. TNF scheint damit auch in vivo zur Degranulation von PMN-
Zellen beizutragen.

Im Gegensatz zur relativ gesicherten pathogenetischen und pro-
gnostischen Bedeutung des TNF in bezug auf Uberleben/Versterben
von Sepsispatienten spielt dieses Zytokin im traumatischen Entziin-
dungsprozel3 offensichtlich keine Rolle. Da selbst bei einer 14tdgigen
Beobachtungsphase zu keiner Zeit, weder mit einem ELISA-Verfahren
bei unseren Untersuchungen (Abb. 4) noch mittels eines Bioassays in
einer Studie von Waage und Aasen [l1] auffillige Erhohungen tber
den Normbereich festzustellen waren, diirfte bakterielles Endotoxin
als das bisher bekannteste Stimulans fiir die TNF-Freisetzung im
systemischen septiformen Geschehen nach Trauma ebenfalls kaum
eine relevante entziindungsvermittelnde Stellung einnehmen. Nach-
dem aber Endotoxin und/oder TNF als primire Ausloser fiir die
Expression/Sekretion weiterer Zytokine (z.B. IL-8, IL-6) zumindest
im zellbiologischen Experiment gelten [12], bleibt somit die Frage nach
dem adédquaten Induktor der nachfolgend beschriebenen vermehrten
systemischen Freisetzung von IL-8 und IL-6 in der priméren posttrau-
matischen Phase noch weitgehend offen.

Als einer der potentesten Granulozytenaktivatoren insbesondere
in der Lunge hat sich inzwischen aus dem Netzwerk der Zytokine das
IL-8 erwiesen [12]. Es ist identisch mit dem urspriinglich als NAF
(neutrophil-activating factor) oder NAP-1 (neutrophil-activating pepti-
de 1) bezeichneten chemotaktischen Faktor und konnte von uns
sowohl in BALF-Proben von Polytraumapatienten als auch in Exsuda-
ten von Peritonitispatienten [13] in guter Korrelation zur lokalen
Freisetzung des TNF, der PMN-Elastase und der Entwicklung von
diversen Organdysfunktionen nachgewiesen werden. Unldngst wurde
zudem eine auffillige Assoziation zwischen hohen IL-8-Konzentratio-
nen in BALF-Proben von ARDS-Patienten und steigender Mortalitét
in diesem Krankenkollektiv beschrieben [14].

Wihrend, wie bereits erwéhnt, bei unseren umfangreichen Mes-
sungen in sequentiellen Plasmaproben von traumatisierten Patienten
(Abb. 4) TNF-Werte nahezu ausschlieBlich im Normbereich gefunden
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wurden, zeigte sich fiir IL-8 ein dhnliches Freisetzungsmuster wie fiir
Kathepsin B und IL-6, das unter anderem in die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen involviert ist. Demzufolge scheint nach einer
frihen Aktivierungsphase fiir Monozyten/Makrophagen (verbunden
mit einer massiven Freisetzung der genannten Faktoren) eine gewisse
Refraktirphase im posttraumatischen Krankheitsverlauf aufzutreten,
in der diese Zellpopulation im Gegensatz zu PMN-Granulozyten nur
noch bedingt zur Ausschiittung von Entziindungsmediatoren aktivier-
bar ist. Im Hinblick auf die Entwicklung und den Schweregrad eines
spiteren Organversagens war somit eine hohe pradiktive Wertigkeit
von 1L-8/1L-6 (Abb. 4) und Kathepsin B (Abb. 2) nur in den ersten
3 Tagen nach Trauma gegeben.

Demgegeniiber konnten wir ebenso wie eine andere Arbeitsgrup-
pe [15] hohe Plasmakonzentrationen von IL-8 parallel zu ebenfalls
stark erhohten Werten von IL-6 und komplexierter PMN-Elastase bei
Sepsispatienten iiber eine lingerfristige Beobachtungsphase nachwei-
sen. Dabei waren insbesondere zum Zeitpunkt der Sepsisdiagnose,
aber auch im anschlieBenden Krankheitsverlauf deutlich hohere 1L-8-
und 1L-6-Werte bei spiter versterbenden Patienten im Vergleich zu
iberlebenden festzustellen.

In Peritonitisexsudaten 146t der nahezu parallele Verlauf von
komplexierter Elastase und den Zytokinen TNF, IL-8 und IL-6 in
Korrelation zum Ausmaf} des Entziindungsprozesses eine Beteiligung
aller Faktoren in der Pathogenese der lokalen Infektion (proteoly-
tisch/oxidativ ausgeloster Opsonindefekt) als gesichert erscheinen
{13]. Die Evaluierung der diagnostisch/prognostischen Bedeutung der
einzelnen Mediatoren in diesem Krankengut bedarf allerdings weite-
rer Untersuchungen.

Schlufifolgerung

Die bisherigen Ergebnisse aus unseren klinischen Studien und
denen anderer Forschergruppen haben klar aufgezeigt, daB3 bei chirur-
gischen Intensivpatienten die Freisetzung der leukozytidren Proteina-
sen PMN-Elastase und Kathepsin B eng mit dem extrazelluldren
Auftreten der Zytokine IL-6 und IL-8 in der frithen posttraumati-
schen/postoperativen Phase korreliert und eine hohe pradiktive Wer-
tigkeit fiir den Schweregrad des weiteren Entziindungsverlaufes be-
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sitzt. Der TNF scheint dagegen nur bei septischen Komplikationen
eine pathogenetische und demzufolge auch eine diagnostisch/progno-
stische Bedeutung zu haben.

Falls die moglicherweise durch den EinfluBB von Zytokinen ver-
starkte Freisetzung lysosomaler leukozytarer Enzyme und ihre extra-
zellulédre proteolytische Wirkung (Verbrauch wichtiger regulativer Pro-
teinaseinhibitoren, Bildung von entzlindungspotenzierenden Pepti-
den) — wie aus den vorliegenden Resultaten abgeleitet werden kann —
eine so wesentliche Rolle fiir die Manifestation schwerer Organ-
dysfunktionen nach Unfalltrauma und Operation spielen, sollte durch
die friithzeitige Applikation wirksamer exogener Proteinaseinhibi-
toren eine entscheidende Verbesserung dieser akuten Entziindungs-
prozesse zu erzielen sein. Erste klinische und tierexperimentelle Pilot-
untersuchungen haben den positiven Effekt eines derartigen Therapie-
konzeptes weitgehend bestitigt [1].
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