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DIE CHRONISCHE POLYARTHRITIS: ROLLE DER POLYMORPHKERNIGEN

LEUKOZYTEN BEI DER ZERSTOER U N G V O N

PANNUS-FREIEM GE LE N K K N OR PE L*

K. FEHR, A. BAICI, M. VELVART, M. KNÖPFEL, M. RAUBER, G. SOMMERMEYER,

P. SALGAM, G. COHEN und A. BÖNI

Zusammen fas sung

Das Gelenkexsudat von Patienten mit chronischer Polyarthritis (cP) enthalt grosse Mengen

von polymorphkernigen Leukozyten (PMN). Granula von PMN besitzen mindestens 2 neutrale

Enzyme (Elastase, Kathepsin G), welche Proteoglykane und natives Kollagen spalten,

sowie 2 neutrale Kollagenasen. Verschiedene indirekte Befunde lassen vermuten, dass PMN

bei der Knorpeldestruktion der cP wichtig sind

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass das Gelenkexsudat von 19 cP Patienten

weder freie Elastase noch freie Kollagenase enthält. PMN des Exsudats - und weniger

Exsudat-Makrophagen -enthalten Elastase nebst a,-Antitrypsin und a,-Makroglobulin.
Periphere PMN von Blutspendern enthalten Elastase, währenddem Blut-Monozyten nicht mit

Anti-PMN-Elastase-Antikörpern reagieren. Beide peripheren Zelltypen enthalten kein

a j-Anti trypsin und kein a.-Makroglobulin. Im oberflächlichen Ponnus-freien cP-Gelenk-

knorpel kann immunhistochemisch PMN-Elastase nachgewiesen werden, Diese Befunde sind

vereinbar mit der Hypothese, dass die im cP-Gelenkraum anfallenden Enzyme durch

physiologische Inhibitoren meist komplett blockiert und von den Phagozyten beseitigt werden Die

Enzym-frihibilorschranke wird vermutlich während der "R-ustrated Phagocytosis" umgangen,

so dass PMN-Enzyme den Knorpel trotzdem schädigen können.

* Projekt unterstützt durch Kredit Nr. 3.873-0.77 des Schweizerischen Nationalfonds zur
Förderung der wissenschaftlichen Forschung sowie durch Kredit der Eidgen. Kommission zur
Bekämpfung Rheumatischer Erkrankungen des Eidg. Gesundheitsamtes.
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Sum mar y

The synovial fluid (SF) of RA patients contains large amounts of PMN which are well

equipped with neutral enzymes to degrade articular cartilage: elastase and cathepsin G,

which both destroy proteoglycans and native collagen, as well as 2 types of collogenases.

Indirect evidence suggests that PMN might be important in the destruction of RA articular

cartilage.

In 19 S F of RA patients no free elastase or collagenose wos found. Using immune histochemical

methods, we observed that PMN and macrophages of SF contain both elastase and a.-anti¬

trypsin and a -macroglobulin. Peripheral PMN - but not monocytes - contain elastase,

however both types of cells lack a,-antitrypsin and a.-macroglobulin. Elastase is demon-

stratable in the superficial layer of pannus free RA articular cartilage.

These findings suggest that neutral proteinases from PMN in RA SFare generally neutralized

by physiologic inhibitors and removed by phagocytes. The enzyme-inhibitor interaction might

be bypassed during "frustrated phagocytosis" so that enzymes like PMN elastase can damage

RA articular cartilage.

Aus klinischen Beobachtungen geht hervor, dass die meisten Gelenkschübe bei chronischer

Polyarthritis (cP) von einem entzündlichen Gelenkexsudat begleitet sind. Rund 80% der

Exsudafzel len sind polymorphkernige Leukozyten (PMN), wel che infolge chemotaktischer

Stimuli in den Gelenkroum einwandern und hier einer regen Phagozyfosetatigkeit - insbe-
3

sondere von Immunkomplexen - unterliegen. Die durchschnittliche Zahl der PMN pro mm

betragt in 40 eigenen Fällen rund 12*000 und die Gesamtzahl der PMN im entzündeten

Kniegelenk erreicht noch BARRETT (1) sowie HOLLINGSWORTH etal. (2) oft mehr als 108.

Da die phagozytierenden PMN im Gelenk eine Halbwertszeit von 3-4 Std. haben (2), darf
o

angenommen werden, dass im Kniegelenk pro Tag oft mehr als 5x10 PMN zerfallen und

unter anderem auf diesem Wege ihren Enzymgehalt ausschütten.

Das in erster Linie durch PMN ladierbare Gewebe im Gelenkraum ist der Knorpel. Dieser

exponiert seine mechanisch bedeutsamen Strukturelemente - also Proteoglykane und darin

eingepackte Kollagenfasern - ungeschützt gegen den Gelenkraum hin. Enzym-haltige Zellen,

welche diese Materialien zerstören können,sind deshalb potentiell wichtige Effektoren für

die bei cP-Patienten auftretende Knorpel Zerstörung.

In den folgenden Ausführungen werden 3 Fragenkomplexe diskutiert, nämlich:

1 Was für Enzyme besitzen die PMN, welche den Knorpel entscheidend schadigen können?

2. In welcher Weise können diese freigesetzten Enzyme der PMN die physiologischen

Schutzwirkungen der Enzyminhibitoren umgehen?
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Tabelle 1, Knorpelmafrix-zersförende Enzyme in neutrophilen Granulozyten.

Name des Enzyms pH-Optimum Substrate der Knorpelmatrix

Elastase neutral Proteoglykan und natives Kollagen
Kathepsin G neutral
Proteinase III neutral
Kollagenase 1** neutral natives Kollagen
Kollagenase II** neutral natives und denaturiertes Kollagen
Kathepsin B sauer bis neutral Proteoglykan und Kollagen

* Kathepsin D nicht aufgeführt, da sehr niedriges pH-Optimum
** Differenzierung gemäss Cohen et al. 1979 (4)

3. Welche indirekten und direkten Beweise liegen vor, dass PMN den Gelenkknorpel bei cP

schädigen?

1. Enzyme der PMN, welche die Knorpelgrundsubstonz in vivo entscheidend schädigen kön-

nen.

Der pH des entzündlichen Gelenkexsudats liegt im allgemeinen höher als 6,7 (3) und

dementsprechend kommen wahrscheinlich nur jene Enzyme für die Knorpeldestruktion in Frage,

die oberhalb dieses pH-Wertes wirksam sind. Die in diese Gruppe fallenden PMN-Enzyme

sind gemäss Tab. 1 die Elastase und Kathepsin G, Proteinase III, Kollagenase I und II sowie

evi. Kathepsin B. Kathepsin D kommt wegen seines tiefen pH-Optimums für den hier besprochenen

Typ der Knorpeldestruktion nicht in Frage.

Die Eigenschaften von Elastase und Kathepsin G hinsichtlich Knorpelmatrix wurden von

STARKEYet al. (5) untersucht, währenddem der Effekt von Proteinase III gegenüber Knorpel-

matrix bisher unbekannt ist (6). Elastase und Kathepsin G bauen zuerst die Proteoglykane

und dann auch die Kollagenfibrillen ab. Im Gegensatz zu den klassischen Kollagenasen

spalten sie die nicht-helikale Portion des Tropokollagens, in welcher die inter- und

intramolekularen Cross-links vorkommen (5). In der Folge zerfallen die Kollagenfasern spontan

und können weiter abgebaut werden.

Gemäss jüngster Befunde enthalten PMN nicht nur die von LAZARUS et al. (7) beschriebene

Kollagenase mit MG von rund 60*000, sondern eine zweite Kollagenase mit MG von s-^mS

150*000, die von COHEN et al- (4) erstmals weitgehend gereinigt wurde (Kollagenase II

gemäss Tab. 1). Beide Enzyme liegen teilweise in inaktiver Form vor (4) und werden durch

einen aus cP-Gelenkflüssigkeif isolierbaren Aktivator aktiviert (8). Dieser Aktivator ist für

beide latenten Kollagenasen hochgradig spezifisch, konnte bislang keinem bekannten Enzym

zugeordnet werden und seine zelluläre Herkunft ist unbekannt (4,8). Die aktivierte gross-
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Tabelle 2. Enzymaktivitäten in Gelenkexsudaten von Patienten mit chronischer Polyarthritis.

Keine freie Elastase in 19 Punktaten Q.)
Keine freie Kollagenase in 19 Punktaten (2.)
Keine Elastase-Inhibifor-Komplexe in Lösung in 10 Punkfaten bei Ueberschuss von a)-Anti-

trypsin und a2-Makroglobulin (3.)

1. Elastase Substrat: Succinyl-Alanil-Alanil-Prolil-Valylaminomethyl-Coumarin (in einigen
Fällen wurde zudem Elastin als Substrat verwendet)

2. Radiomarkierte rekonstituierte Kollagenfibrillen aus Rattenhaut (4) als Substrat.
3. Immunodiffusion mittels spezifischen .Antikörpern gegen PMN-Elastase, ai-Antitrypsin

und a2-Mokroglobulin.

molekulare Leukozytenkollagenase spaltet nicht nur natives, sondern auch denaturiertes

Kollagen, d.h. sie besitzt gleichzeitig kollagenolytische und gelatlnolytische Eigenschaften

(4).

Insgesamt gesehen enthalten PMN olso - nebst den sauren Proteinasen - 4 gut charakterisierte

neutrale Enzyme, welche natives Kollagen spalten, wobei 2 dieser Enzyme auch neutrale

Proteoglykanasen sind. Die doppelte Eigenschaft von Elastase und Kathepsin G als Proteo-

glykanase und Kollagenase erhebt diese Enzyme zu potentiell sehr wichtigen Kandidaten der

c P- Knorpel destru k ti on.

2. Physiologische Schutzmechanismen der Enzymwirkung Im Gelenkraum und deren mögliche

Durchbrechung.

OHLSSON und DELSHAMMAR (9) sowie BARRETT (1) hoben berechnet, dass 106 PMN ca.

4 ug Elastase und Kathepsin G enthalten. Unter den oben erwähnten Bedingungen würden

demzufolge mindestens 2 mg dieser beiden Enzyme pro Tog im Kniegelenk freigesetzt. Diese

Enzymmengen würden genügen, um den gesamten Kniegelenksknorpel in 1 Tag zu zerstören.

Dass diese äusserst massive und schnelle Knorpel des truktion nicht eintritt, ist in erster Linie

den physiologischen Enzyminhibitoren zuzuschreiben, unter denen a, -Antitrypsin und a„-
Mokroglobulin die wichtigsten sind.

PICCINO etal. (10) fanden in rund 20% entzündlich-rheumatischer Gelenkexsudate bei

physiologischem pH freie proteolytische Aktivität gegenüber Casein, wobei die dafür

verantwortlichen Proteinasen noch unbekannt sind. Mittels eines Elostase-spezifischen klein-

molekulären Substrates*, welches kleinste Mengen freier Elastase nachweisen lässt, fanden

wir gemäss Tab. 2 in 19 cP- und 35 weiteren Gelenkexsudafen keine freie Elastase. In den

* Substrat freundlicherweise von Prof. Dr. M. Baggiolini, Bern, zur Verfügung gestellt.
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Tabelle 3- Vorkommen von Elastase und physiologischen Inhibitoren in Phagozyten des

Blutspender-Blutes und des Gelenkexsudats von Patienten mit chronischer Polyarthritis*.

Quelle der Polymorphkernige Leukozyten: Monozyten/Makrophagen:
Phagozyten Blut Gelenkexsudat Blut Gelenkexsudaf

Blutspender
Elastase +

a | -Antitrypsin neg

a 2-Makrogl obu 1 i n neg

Patienten mit chronischer
Polyarthritis
Elastase +
a 1 -Antitrypsin +
a2-Makroglobulin +

neg
neg
neg

* Peroxidase-Anti-Peroxidase Methode mit spezifischen Antikörpern; Methode nach Stern-
berger et al. O-?)-

gleichen 19 cP-Punktaten fand sich ebenfalls keine freie kollagenolytische Aktivität. Unter

der Annahme, dass die Elastase durch physiologische Inhibitoren blockiert sei, wurde mittels

spezifischer anti-Elastase-Anfikörper vom Kaninchen** versucht, gebundene Elastase durch

Immunodiffusion nachzuweisen. 10 cP-Punktate waren auch mit dieser Methode negativ,

hingegen zeigten alle a -Antitrypsin und a.-Makroglobulin. (Antikörper von Cappel Lab.,

Inc., Downingfown, PA 19335 USA). Die Zugabe variabler Mengen von Trypsin zu einigen

dieser Punktafe ergab, dass grössere Mengen freier Enzyminhibitoren vorhanden waren. Zu

einer ähnlichen Schlussfolgerung gelangte BARRETT, der in 20 cP-Exsudaten immer einen

Ueberschuss freier Inhibitoren fand (1).

Da Enzym-Inhibitorkomplexe von phagozytierenden Zellen aufgenommen und eliminiert

werden können (11), wurden mittels spezifischer Antikörper gegen Elostase sowie a.-Anti¬

trypsin und a„-Makroglobulin und unter Verwendung der Peroxidase-Anti-Peroxidase,

Methode nach STERNBERGER et al. (12), die Exsudatzellen von cP-Patienten untersucht und

diese mit Leukozyten von Blutspendern verglichen. Es ergaben sich folgende Befunde Oab.3):

1. Periphere PMN enthalten Elastase in kleinen Granula in Kernnähe, Blul-Monozyfen aber

reagieren nicht mit Anti-PMN-Elastase Antikörpern

2. Periphere PMN und Monozyten enthalten kein a. -Antitrypsin oder a „-Makroglobulin,

wohl aber die PMN und Makrophagen des Exsudats

** Elastase nach eigener Methode (13) aus menschlichen Blutleukozyten gereinigt und damit
Kaninchen immunisiert. Anti-Elastase-Antikörper durch an Cyanobromid aktivierte Sepharose

gekoppelte Elostase absorbiert und eluiert. Diese Antikörper sind spezifisch für PMN-Elastase
(bisher nicht publiziert).
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Fig. 1. Immunfluoreszenzuntersuchung von Ponnus-freiem cP Gelenkknorpel mittels spezifischen

Anti-PMN-Elostase Antikörpern vom Kaninchen.
a) Färbung mit FITC markierten Anti-Elastase Antikörpern: die Elastase hat die oberflächliche

Knorpelschicht penetriert und ist als deutliche Bande erkennbar.
b) Indirekte Färbung mit nicht markierten Anfi-Elastase-Antikörpern und FITC markiertem

Anti-Kaninchen IgG. Die Elastase hat die oberflächliche Knorpelschicht penetriert und
ist als deutliche Bande erkennbar.

c) Die Elastase-Bande im Knorpel ist blockiert, wenn der Knorpel vorerst mit nicht markierten

Anti-Elastase-Antikörpern und danach mit FITC markierten Anti-Elastase-Antikörpern
inkubiert wird.
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3. Exsudat-PMN enthalten Elastase diffus verteilt in grossen zytoplasmatischen Granula in

gleicher Lokalisation wie beide Typen der Enzyminhibitoren und desgleichen enthalten

Exsudat-Makrophagen Granula mit Elastase nebst Enzyminhibitoren

Die Interpretation dieser Befunde im Gelenkpunktat (Tab. 2 und 3) ist vereinbar mit der

äusserst wahrscheinlichen Hypothese, dass im Gelenkraum freigesetzte neutrale Proteinasen

durch physiologische Inhibitoren blockiert und als Enzym-Inhibitorkomplexe von den Phagozyten

rasch beseitigt werden. Damit erseheint es unwahrscheinlich, dass diese Enzyme in der

flüssigen Phase knorpelschädigend wirken und es erhebt sich die Frage, In welcher Weise die

Blockade der Enzyminhibitoren durchbrochen werden kann.

Eine Durchbrechung der Inhibitor-Blockade wäre denkbar, wenn kurzfristig sehr grosse Mengen

von Enzymen freigesetzt würden. Auf diese Möglichkeit weisen die klassischen Versuche

von WEISSMANN et al. (14), wobei Lysosomenextrakt aus Kaninchen-Granulozyten ins

Kniegelenk von Kaninchen Injiziert und dabei massive Knorpelveränderungen festgestellt wurden.

Eine derartige Situation könnte theoretisch bei cP-Patienlen mit sehr hohen Zell zahlen im

Exsudat eintreten. Von weitaus grösserer Bedeutung scheinen jedoch die von COOKE et al.

(15) und ISHIKAWA et al. (16) erhabenen Befunde, dass cP-Knorpel in den oberflächlichen

Schichten eingelagerte Immunkomplexe enthält.

Untersuchungen von JASIN (17) und ORONSKY et al. (18) mit tierischem Knorpel haben

gezeigt, dass sich PMN am Knorpel mit oberflächlich eingelagerten Immunkomplexen

ansammeln bzw. Proteoglykane daraus herauslösen. Der Prozess wurde von HENSON "frustrated

phagocytosis" genannt (19), wobei Lysosomen inhall in einer vom umgebenden Medium isolierten,

gegen den Knorpel hin offenen Vakuole freigesetzt wird und dabei nicht mit Enzyminhibitoren

In Kontakt zu kommen braucht. Dementsprechend kannte die Totsache, dass die cP

eine gelenkständige Immunkomplexkrankheit ist, dafür Anlass sein, dass der Knorpel für die

Schädigung durch PMN prädisponiert ist.

3. Indirekte und direkte Beweise für die Knorpelschädigung durch PMN bei cP

Obwohl die Knorpelschädigung durch PMN bei cP äusserst wahrscheinlich ist, konnten bis

heute keine direkten Beweise dafür erbracht werden. Im allgemeinen wird angenommen, dass

der von der Gelenkkapsel auswochsende Pannus den Knorpel zerstört und dass dabei die PMN

keine wesentliche Rolle spielen. Neuerdings ist jedoch MOHR und WESSINGHAGE der

Nachweis gelungen, dass auch im Pannus-Berelch die PMN mit grosser Wahrscheinlichkeit

am Destruktionsprozess beteiligt sind (20).

Indirekte Hinweise für die Knorpeldestruktion durch PMN Im Pannus-freien Bereich der cP

sind:
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a) Tierversuche (LOWTHER und G ILLARD (21): PMN reiches Exsudat bewirkt raschen Verlust

der Knorpelproteoglykane nach Injektion von Carrageenin).

b) Präsenz grosser Mengen von PMN im Exsudat bei cP

c) Einlagerung von Immunkomplexen in cP-Knorpel, welche die "frustrierte Phagozytose"

ermöglichen. In solchen Zonen lassen sich phagazytierende PMN nachweisen (22).

d) Proteoglykanverlust aus cP-Knorpel im Pannus-freien Knorpel (JANIS und HAMERMAN

(23); LAGIER und TAILLARD (24))

e) Lokalisierte Zerstörung der freien Knorpel Oberfläche bei cPr elektronenmikroskopische

Befunde von KUMURA et al. (25).

Da die Elastase gemäss Untersuchungen von JANOFF et al. (26) nach Inkubation mit

Kaninchenknorpel mittels Immunfluoreszenztechnik im Knorpel nachweisbar ist, haben wir untersucht,

ob mit unseren spezifischen Anti-Elastase Antikörpern Elastase im Pannus-freien cP

Knorpel lokalisiert werden kann und damit direkte Hinwelse für die Knorpel Zerstörung bei

cP durch PMN gewonnen werden können.

Fig. 1 zeigt, dass unter Verwendung der direkten (Fig. la) und der indirekten [mmunfluor-

eszenzmethode (Fig. lb) PMN-Elastase in der oberflächlichen Knorpel zone eines cP-Knie-

gelenks nachweisbar ist. Das Enzym lässt sich in zahlreichen Schnittebenen In bandförmiger

Lokalisation feststellen, hat den Knorpel unterschiedlich tief penetriert und der Fluoreszenzbefund

ist blockierbar durch nicht-markierte Antikörper (Fig. lc). Nebst PMN-Elastase werden

in denselben Knorpel schichten grosse Mengen von a,-Antitrypsin und Spuren von a~-
Makroglobulin gefunden.

Der Nachweis von PMN-Elostase im oberflächlichen Pannus-freien cP-Knorpel liefert unseres

Erachtens ein erstes direktes Argument dafür, dass dieses Enzym für die Knorpel Zerstörung

von cP-Patienten bedeutsam ist. Es lässt sich deshalb vermuten, dass auch andere Enzyme

von PMN an der Knorpel Zerstörung beteiligt sind, deren Rolle durch zukünftige Forschungen

genauer abgeklärt werden muss.
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