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Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 35, 317-327 (1979)

DIE CHRONISCHE POLYARTHRITIS: ROLLE DER POLYMORPH-
KERNIGEN LEUKOZYTEN BEI DER ZERSTCERUNG VON
PANNUS-FREIEM GELENKKNORPEL*

K. FEHR, A. BAICI, M. VELVART, M. KNOPFEL, M. RAUBER, G. SOMMERMEYER,
P. SALGAM, G. COHEN und A. BONI

Zusammenfassung

Das Gelenkexsudat von Patienten mit chronischer Polyarthritis (cP} enthilt grosse Mengen
von polymorphkernigen Leukozyten (PMN). Granula von PMN besitzen mindestens 2 neutro=
le Enzyme (Elostase, Kathepsin G), welche Proteoglykane und natives Kellagen spalten, so-
wie 2 neutrole Kollagenasen. Verschiedene indirekte Befunde lassen vermuten, doss PMN
bei der Knorpeldestruktion der ¢P wichltig sind.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass das Gelenkexsudat von 19 ¢P Patienten
weder freie Elastase noch frele Kollagenase enthalt. PMN des Exsudats - und weniger
Exsudat-Makrophagen - enthalten Elastase nebst @, ~-Antitrypsin und Cr.z-qurcgl obulin.
Periphere PMN von Blutspendern enthalten Elastase, wishrenddem Blut-Monozyten nicht mit
Anti-PMN-Elastase-Antikiirpern reagieren. Beide peripheren Zelltypen enthalien kein
al—Anritf}-'psin vnd kein az—Mokroglobulin. Im oberfléchlichen Pennus-freien cP-Gelenk-
knorpel kann immunhistochemisch PMN-Elastase nachgewiesen werden. Diese Befunde sind
vereinbar mit der Hypothese, dass die im ¢P-Gelenkraum anfallenden Enzyme durch physio-
logische Inhibitoren meist komplett blockiert und von den Phagozyten beseitigh werden. Die
Enzym-Inhibitorschranke wird vermutlich wishrend der "Frustrated Phogocytosis”" umgongen,

so doss PMN-Enzyme den Knorpel trotzdem schidigen kénnen.

* Projekt unterstutzt durch Kredit Nr. 3.873-0.77 des Schweizerischen Nationalfonds zur
Férderung der wissenschaftlichen Forschung sowie durch Kredit der Eidgen. Kommission zur
Bekampfung Rheumatischer Erkrankungen des Eidg. Gesundheitsomtes.
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Summory

The synovial fluid (SF) of RA patients contains lorge omounts of PMN which are well
equipped with neutral enzymes to degrade articular cortilage: elastose and cathepsin G,
which both destroy protecglycons and notive collagen, as well as 2 rypes of collagenases.
Indirect evidence suggests that PMN might be important in the dastruction of RA articulor
cartilage.

In 1% SF of RA patients no free elastase or collagenase was found. Using immune histochemical
methods, we observed that PMN and macrophages of SF contain both elastose and @ -anti-

1

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

however both ;tzypes of cells lack o -antitrypsin and u2-macrogiabu|in+ Elastase is demon-
stratable in the superficial layer of pannus free RA articular cartiloge.

These findings suggest that nautral proteinases from PMN in RA SF are 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 domage

RA articular cartilage.

Aus klinischen Becbachtungen geht hervor, dass die meisten GelenkschUbe bei chronischer
Polyarthritis (cP) von einem entzindlichen Gelenkexsudat begleitet sind. Rund 80 % der
Exsudatzellen sind polymorphkernige Leukozyten {PMN), welche infolge chemotaktischer
Stimuli in den Gelenkroum einwandern und hier einer regen Phagozytosetdtigkeit - insbe-
sondere von Immunkemplexen - unterliegen. Die durchschnittliche Zahl der PMN pro r1-'-nr13
betrdgt in 40 eigenen Fallen rund 12'000 und die Gesamtzahl der PMN im entzUndeten
Kniegelenk erreicht nach BARRETT (1) sowie HOLLINGSWORTH et al. (2) oft mehr als IUB.
Da die phagozytierenden PMN im Gelenk eine Halbwertszeit von 3 - 4 5td. haben (2}, darf
ongenommen werden, dass im Kniegelenk pro Tog oft mehr als 5x1 DB PMN zerfallen und

unter anderem auf diesem Wege ihren Enzymgehalt ausschitten.

Das in erster Linie durch PMN ladierbare Gewebe im Gelenkraum ist der Knorpel. Dieser
exponiert seine mechanisch bedeutsamen Strukturelemente - also Proteoglykane und darin
eingepuckte Kollagenfasern - ungeschiitzt gegen den Gelenkraum hin. Enzym-haltige Zellen,
we |che diese Materialien zerstéren kinnen, sind desholb potentiell wichtige Effektoren fur
die bei cP-Patienten aufiretende Knorpelzerstérung. .

In den folgenden AusfUhrungen werden 3 Fragenkomplexe diskutiert, namlich;

1. Was fur Enzyme besitzen die PMN, welche den Knorpel entscheidend schadigen konnen?
2. In welcher Weise kiénnen diese freigesetzten Enzyme der PMN die physiologischen Schutz-

wirkungen der Enzyminhibitoren umgehen?
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Tabelle 1. Knorpelmatrix-zerstsrende Enzyme in neutrophilen Granulozyten.

Name des Enzyms pH-Optimum Substrate der Knorpelmatrix
Elastose neutral Proteoglykan und natives Kollagen
Kathepsin G neutral

Proteinase Il| newiral ?

Kollagenase 1** neutral natives Kollogen

Kollagenase |1** neutral natives und denaturiertes Kollagen
Kathepsin B saver bis neutral Proteoglykan und Kollagen

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

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

1. Enzyme der PMN, welche die Knorpelgrundsubsianz in vivo entscheidend schadigen kon-

nen.

Der pH des entzundlichen Gelenkexsudats liegt im allgemeinen hther als 6,7 (3) und dem-
entsprechend kommen wahrscheinlich nur jene Enzyme fir die Knorpeldestruktion in Froge,
die oberhalb dieses pH-Wertes wirksam sind. Die in diese Gruppe fallenden PMN-Enzyme
sind gemdss Tab. | die Elastase und Kathepsin G, Proteinase |11, Kollagenase | und |l sowie
evh. KathepsinB. Kathepsin D kommt wegen seines tiefen pH-Optimums fur den hier bespro-
chenen Typ der Knorpel destruktion nicht in Frage.

Die Eigenschaften von Elastase und Kathepsin G hinsichtlich Knorpelmatrix wurden von
STARKEY et al. {5) untersucht, wihrenddem der Effekt von Proteinase |l gegentber Knorpel -
matrix bisher unbekannt ist {6}. Elastase und Kathepsin G bauen zuerst die Proteogl ykane
und dann auch die Kollagenfibrillen ab. Im Gegensatz zu den klassischen Kollagenasen
spalten sie die nicht-helikale Portion des Tropokeollagens, in welcher die inter- und intra-
molekultdren Cross-links vorkommen (3). In der Folge zerfallen die Kollogenfasern spontan
und knnen weiter abgebaut werden.

Gemiiss jlngster Befunde enthalten PMN nicht nur die von LAZARUS et al. {7) beschriebene
Kollagenase mit MG von rund 60'000, sondern eine zweite Kollogenase mit MG von ~wr
150000, die von COHEN et al. {4) erstmals weitgehend gereinigt wurde (Kollagenase Il
gemiss Tab. 1}. Beide Enzyme liegen teilweise in inoktiver Form vor (4) und werden durch
einen ous cP-GelenkflUssigkeit isolierbaren Akfivater aktiviert (8). Dieser Aktivator ist fUr
beide |latenten Kollagenasen hochgradig spezifisch, konnte bisiang keinem bekonnten Enzym

zugeordnet werden und seine zelluldre Herkunft ist unbekannt {4, 8}. Die aktivierte gross-
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Tabelle 2. Enzymaktivitdten in Gelenkexsudaten von Patienien mit chronischer Polyarthritis.

Keine freie Elastase in 1% Punktaten (1.)

Keine freie Kollagenase in 19 Punktaten {2.}

Keine Elostase-Inhibitor-Komplexe in Lésung in 10 Punktaten bei Ueberschuss von a1 -Anti-
trypsin und a2-Makroglobulin (3.)

1. Elastase Substrat: Succinyl =Alanil -Alanil -Prolil-Valylaminemethyl -Coumarin {in ginigen
Fil len wurde zudem Elastin als Substrat verwendat)

2. Rodiomarkierte rekonstitvierte Kollagenfibrillen aus Rattenhaut (4) als Subsiret.

3. Immuncdi ffusion mittels spezifischen Antikérpern gegen PMMN-Elastase, aj-Antitrypsin
und a 5-Makroglobulin.

molekulédre Leukozytenkaollagenase spaltet nicht nur natives, sondern auch denaturiertes
Kollagen, d.h. sie besitzt gleichzeitig kollagenclytische und gelatinolytische Eigenschaften
(4).

Insgesamt gesehen enthalten PMN also - nebst den sauren Proleinasen - 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 Protec-
glykonase und Kollagenase erhebt diese Enzyme zu potentiell sehr wichtigen Kandidaten der

cP-Knorpel destruktion.

2. Physiologische Schutzmechanismen der Enzymwirkung im Gelenkrdum und deren mogliche

Durchbrechung.
OHLSSON und DELSHAMMAR (%) sowie BARRETT (1) haben berechnet, dass 106 PMN ca,

4 pg Elostase und Kathepsin G enthalten. Unter den oben erwghnten Bedingungen wirden
demzufolge mindestens 2 mg dieser beiden Enzyme pro Tag im Kniegelenk freigesetzt. Diese
Enzymmengen wirden geniigen, um den gesamten Kniegelenksknerpel in 1 Tag zu zerstéren.
Dass diese dusserst massive und schnelle Knorpeldestruktion nicht eintritt, ist in erster Linie
den physiclogischen Enzyminhibitoren zuzuschreiben, unter denen @ -Antisrypsin und "
Makroglobulin die wichtigsten sind.

PICCING et al. (10} fanden in rund 20 % entzindlich-rtheumatischer Gelenkexsudate bej
physiclegischem pH freie proteolytische Aktivitat gegentiber Casein, wobel die dofur ver-
antwortlichen Proteinasen noch unbekannt sind. Mittels eines Elastase-spezifischen klein-
molekuldren Substrates®, welches kleinste Mengen freier Elastase nachweisen ldsst, fanden

wir gem#ss Tab. 2 in 19 ¢P- und 35 welteren Gelenkexsudaten keine freie Flastase. In den

*  Substrat freundlicherweise von Prof. Dr. M. Boggiolini, Bern, zur VerfUgung gestel [t.
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Tabelle 3. Vorkommen von Elastase und physiologischen Inhibitoren in Phagozyten des Blut-
spender-Blutes und des Gelenkexsudats von Patienten mit chronischer Polyorthritis*,

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

Elostase + neg

a | -Antitrypsin neg neyg

o 2-Makroglobulin neg neg

Patienten mit chronischer
Polyarthritis

Elastase + +
a 1-Antitrypsin i+ +
a 7-Makroglobulin + +

* Peroxidase-Anti-Peroxidase Methode mit spezifischen Antikérpern; Methode nach Stern-
berger et al. {12).

gleichen 19 cP-Punktoten fand sich ebenfalls keine freie kollagenolytische Aktivitdt. Unter
der Annohme, doss die Elostase durch physiologische Inhibitoren blockiert sei, wurde mitrels
spezifischer anti-Elastase-Antiksrper vom Kaninchen** versucht, gebundene Elastase durch
Immuncdiffusion nachzuweisen. 10 cP-Punktate waren auch mit dieser Methode negativ, hin-
gegen zeigten alle a]-AnIEfrypsin und uz-Mukroglobul'm. (Antiksrper von Cappel Laob.,
Inc., Downingtown, PA 19335 USA). Die Zugobe variabler Mengen von Trypsin zu einigen
dieser Punktate ergab, dass grissere Mengen freier Enzyminhibitoren vorhanden waren. Zu
einer dhnlichen Schlussfolgerung gelangte BARRETT, der in 20 cP-Exsudaten immer einen
Ueberschuss freier Inhibitoren fand (1},

Da Enzym-Inhibitorkomplexe von phogozytierenden Zellen oufgenommen und eliminiert
werden kiinnen (11), wurden mittels spezifischer Antikivrper gegen Elastase sowie Cl]-Anh'-
trypsin und az-Mukroglobulin 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 (Tab.3):

1. Periphere PMN enthalten Elastase in kleinen Granula in Kernndhe, Blut-Monozyten aber
reagieren nicht mit Anti-PMN-Elastase Antikbrpern

2. Periphere PMMN und Monozyten enthalten kein o, -Antifrypsin oder u2-Makrag{Gbulin,
wohl aber die PMN und Makrophagen des Exsudats

** Elastase nach eigener Methode (13) aus menschlichen Blutleukozyten gereinigt und damit
Kaninchen immunisiert. Anti-Elastase-Antiksrper durch an Cyanobromid aktivierte Sepharcse
gekoppelte Elastase absorbiert und eluiert. Diese Antikirper sind spezifisch fur PMN-Elastase
bisher nicht publiziert).
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Fig. 1. Immunflucreszenzuntersuchung von Pannus-freiem cP Gelenkknorpel mittels spezifi-

schen Anti-PMN-Elastase Antikérpern vom Kaninchen.

a) Farbung mit FITC markierten Anti-Elastase Antiktrpern: die Elastase hat die oberflachliche
Knorpelschicht penetriert und ist als deutliche Bande erkennbar.

b) Indirekte Farbung mit nicht markierten Anti-Elastase-Antikérpern und FITC markiertem
Anti-Kaninchen IgG. Die Elastase hat die oberflichliche Knorpelschicht penetriert und
ist als deutliche Bande erkennbar.

c) Die Elastase-Bande im Knorpel ist blockiert, wenn der Knorpel vorerst mit nicht markier-
ten Anti-Elastase~Antiktrpern und danach mit FITC markierten Anti-Elastase-Antikérpern

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

gusserst wahrscheinlichen Hypothese, dass im Gelenkraum freigesetzte neutrale Proteinasen

durch physiologische Inhibitoren blockiert und als Enzym=Inhibitorkomplexe von den Phago-
zyten rosch beseitigt werden. Damit erscheint es unwahrscheinlich, dass diese Enzyme in der
flussigen Phase knorpelschidigend wirken und es erhebt sich die Frage, in welcher Weise die

Blockade der Enzyminhibitoren durchbrochen werden kann.

Eine Durchbrechung der Inhibitor-Blockade wire denkbar, wenn kurzfristig sehr grosse Men-

gen von Enzymen freigesetzt wirden. Auf diese Miglichkeit weisen die klassischen Versuche

von WEISSMANN et al. {14), wobei Lysosomenextrakt aus Koninchen-Granulozyten ins Knie-
gelenk von Koninchen injiziert und dabei massive Knorpelverdnderungen festgestel |t wurden.

Eine derartige Situation kdnnte theoretisch bei cP-Patienten mit sehr hohen Zellzahlen im

Exsudat eintreten, Von weitaus grisserer Bedeutung scheinen jedoch die von COCKE et al.

(15) und ISHIKAWA et al. (18} erhcbenen Befunde, dass cP-Knorpel in den oberflzichlichen

Schichten eingelagerte Immunkomplexe enthilt.

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

gezeigt, dass sich PMN am Knorpel mit cberflichlich eingelagerten Immunkomplexen an-

sammeln bzw. Proteoglykane daraus herousi ssen. Der Prozess wurde von HENSON "frustrated
phagocytosis" genannt (19), wobei Lysosomeninhall in einer vom umgebenden Medium isolier-
ten, gegen den Knorpel hin offenen Vakuole freigesetzt wird und dabei nicht mit Enzyminhi-
bitoren in Kontakt zu kommen braucht. Dementsprechend kinnte die Totsoche, doss die cP
eine gelenkstdndige Immunkomplexkrankheit ist, dafur Anlass sein, doss der Knorpel fir die
Schidigung durch PMN pradisponiert ist.

3. Indirekte und direkte Beweise fir die Knorpelschiddigung durch PMN bei <P

Obwchl die Knorpelschiédigung durch PMN bei cP dusserst wahrscheinlich ist, konnten bis
heute keine direkten Beweise dafir erbracht werden. Im allgemeinen wird ongenommen, dass
der von der Gelenkkapsel auswachsende Pannus den Knorpel zerstdrt und dass dabei die PMN
keine wesentliche Rolle spielen. Neuverdings ist jedoch MOHR und WESSINGHAGE der
Nuchweis gelungen, dass auch im Pannus-Bereich die PMN mit grosser Wahrscheinlichkeit
am Destruktionsprozess beteiligt sind (20).

Indirekte Hinweise fur die Knerpeldestruktion durch PMMN im Pannus-freien Bereich der cP

sind:
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o} Tierversuche (LOWTHER und GILLARD (21}: PMN reiches Exsudat bewirkt raschen Verl ust
der Knorpelproteoglykane nach Injektion von Carrageenin).

b) Prasenz grosser Mengen von PMN im Exsudat bei cP

¢) Einlagerung von Immunkomplexen in cP-Knorpel , welche die “frustrierte Phagozytose" er-
miglichen. In solchen Zonen lassen sich phagozytierende PMN nachweisen (22).

d) Proteoglykanverlust aus ¢cP-Knorpel im Pannus-freien Knorpel (JANIS und HAMERMAN
(23): LAGIER und TAILLARD (24))

e) Lokalisierte Zerstérung der freien Knorpeloberfische bei cP: elektronenmikroskopische
Befunde von KUMURA et al. (25).

Da die Elostase gemdss Untersuchungen von JANQFF et al. (28) nach Inkubation mit Konin-

chenknorpel mittels Immunflucreszenztechnik im Knorpel nachweisbar ist, haben wir unter-

sucht, ob mit unseren spezifischen Anti-Elastase Anfikdrpern Elastase im Pannus-freien cP

Knorpel lokalisiert werden kann und damit direkte Hinwelse fir die Knorpel zersttrung bei

¢P durch PMN gewonnen werden kénnen.

Fig. 1 zeigt, doss unter Verwendung der direkten {Fig. 1a) und der indirekten Immunfluor-
eszenzmethode (Fig. 1b} PMMN-Elastase in der oberflschlichen Knorpel zone eines ¢P-Knie-
gelenks nachweisbar ist. Das Enzym lasst sich in zahlreichen Schnittebenen in bqndfﬁrﬁiger
Lokalisation feststellen, hat den Knorpel unterschiedlich tief penetriert und der Fluoreszenz-
befund ist blockierbar durch nicht-markierte Antikérper (Fig. 1c). Nebst PMN-Elastase wer~
den in denselben Knorpelschichten grosse Mengen von a]-AntHr)«‘pan und Spuren von a,-
Makroglobulin gefunden.

Der Nachweis von PMIN-Elastase im oberfldchlichen Pannus-freien cP-Knorpel liefert unse-
res Erachtens ein erstes direktes Argument dafur, dass dieses Enzym fur die Knorpel zerstsrung
von cP-Patienten bedeutsam ist. Es 1dsst sich deshalb vermuten, dass auch andere Enzyme
von PMN an der Knorpel zerstorung beteiligt sind, deren Relle durch zukinftige Forschungen

genaver abgeklidrt werden muss.
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