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Pathobiochemie und Labordiagnostik
der Entzundung '

Pathogenesis and laboratory tests of inflammation

L. Thomas, Maren Messinger

Laboratoriumsmedizin, Krankenhaus Nordwest, Frankfurt/Main

Zusammenfassung:

Die Entziindung ist eine Folge von Reaktionen mit der Zielsetzung, die Ausbreitung einer
Gewebeschédigung . oder eines Infektionserregers einzuddmmen. Zelluldre und humo-
rale Mechanismen interagieren dabei in einem komplexen Netzwerk. In diesem
Ubersichtsbeitrag zeigen wir die wichtigsten Wege des inflammatorischen Reaktions-
geschehens auf und diskutieren die Bedeutung von Laboratoriumsuntersuchungen fir
die Diagnostik und das Monitoring von Entziindungen.

Wesentliche Schritte im Ablauf der Entziindungsreaktion sind

— die Synthese von Prostaglandinen aus Arachidonséure, die durch Phospholipasen A,
(PLA,)-katalysierte Hydrolyse aus Membranphospholipiden gebildet wird;

— Interaktionen zwischen GefdBBendothel und Leukozyten, die Leukozytenextravasation
und die Freisetzung freier Sauerstoffradikale und von Elastase im Gewebe;

— die Bildung inflammatorischer Cytokine, ihr Effekt auf Entziindungszellen und ihre sy-
stemische Wirkung auf Organe;

— die Synthese von Akute-Phase-Proteinen, deren Plasmakonzentration bei Entziindung
als Antwort auf eine Vielfalt von Schadigungen ansteigt.

Zur Diagnostik und Verlaufsbeurteilung entziindlicher Krankheiten hat die Bestimmung
des C-reaktiven Proteins den héchsten Stellenwert. Die Elastase hat nur eine begrenzte
Bedeutung. Die Bestimmung von PLA,, der inflammatorischen Cytokine TNFa, IL-1, IL-6
und des sIL-2R als generelle Entziindungsmarker kann in der Routinediagnostik noch
nicht empfohlen werden. Eingehende klinische Untersuchungen zur diagnostischen Be-
deutung miissen noch abgewartet werden.

Schliisselwérter:

Entziindung — Phospholipasen A, — Prostaglandine — Cytokine — Akute-Phase-Proteine —
CRP

Summary:

An inflammatory response is a complex series of events designed to eliminate or limit
the spread of injurious or infectious agents. Cellular and humoral mechanisms are in-
volved in a network of complex interactions. Here we wish to review current views on
the role of the following main pathways in the pathogenesis of inflammatory reactions
and to discuss laboratory tests for monitoring.

Essential points in the pathogenesis of inflammation are
- prostanoid biosynthesis from arachidonic acid, which is hydrolyzed from membrane
phospholipids through the action of phospholipases A, (PLA;);

"~ endothelial cell interactions with leukocytes, the leukocyte entry into tissues, and the

role of free radicals and neutrophil elastase;

- inflammatory cytokines, their local and their systemic effects on inflammatory cells
and organ systems;

— acute phase reactant proteins, whose levels rise in inflammation as a response to a
wide variety of injuries.

As aids for the diagnosis and monitoring of inflammatory diseases, C-reactive protein
testing has the greatest clinical impact; elastase is of limited value. PLA,, the inflamma-
tory cytokines TNF, IL-1, IL-6 and the sIL-2R need further clinical evaluation and cannot
be recommended as inflammation markers in routine analysis.

. Keywords:

Inflammation — phospholipase A, — prostanoids — cytokines — acute phase reactants —
CRP . o

Lab.med. 17: 179 (1993) 179



| Obersicht

1.0 Einleitung

Die Entziindungsreaktion ist die Antwort des Organismus
zur Abwehr schidlicher Reize, verursacht durch fremde
oder verdnderte kdrpereigene Substanzen. Es handelt sich
bei der entziindlichen Antwort um eine komplexe Folge
regulativer Ereignisse mit dem Ziel, die Ausbreitung der
Schadigung oder einer infektiosen Substanz zu begrenzen
(1). Die entziindliche Reaktion kann grob in drei Phasen
untergliedert werden:

- Ausgangsphase nach Setzung des entziindlichen Rei-
zes, auch als proinflammatorische Phase bezeichnet,

— Verstirkungs- und Erhaltungsphase, auch systemische
Phase genannt,

- und die Auflésungsphase.

Auslésende Ereignisse einer Entziindungsreaktion kdnnen
sein (Tab. 1):

-~ Gewebeschidigung, z.B. Trauma, Nekrose, Hitze, Kilte,
Strahlen,

~ Infektion durch Mikroorganismen,

— Toxine, z.B. toxisches Schock-Syndrom durch Staphy-
lokokken- oder Streptokokken A-Toxin.

— Immunkomplex-Ablagerung, z.B. bei Medikamenten-
allergie, Serumkrankheit oder primér immunologischen
Erkrankungen wie dem systemischen Lupus erythema-
todes.

Klassische und neuere Laboratoriumsuntersuchungen,
die zur Diagnostik, Verlaufs- und prognostischen Beurtei-
lung von Entziindungen empfohlen bzw. klinisch evaluiert
werden, sind in Tab. 2. aufgefihrt.

2.0 Entziindungsphasen

Entziindungsauslésende Ereignisse induzieren primar
proinflammatorische Aktivitditen von Gewebezellen (z.B.
GefaRendothelzellen, Langerhanszellen), Entziindungszel-
len (polymorphkernigen Granulozyten (PMN), Monozyten/
Makrophagen, Lymphozyten) und Thrombozyten. Die von
diesen Zellen gebildeten inflammatorischen Cytokine
16sen sekundar die systemische Reaktion aus.

2.1 Entziindungsausldsende Ereignisse

Ein wichtiger Stimulator der Auslésung zeIIuIéEér proin-
flammatorischer Aktivititen ist das Komplementsystem
(3, 4).

Aktivierung, z.B. des alternativen Weges durch Oberfls-

chenstrukturen von Bakterien oder anderen kérperfrem-
den Substanzen und des kiassischen Weges durch Anti-
gen-Antikdrperkomplexe fiithrt zur Bildung des terminalen
Komplexes C5b-9, der lytischen Einheit der Komplement-

Tab. 1: Stimuli der Entziindungsreaktion (2)

Gewebeschadigung: Trauma, Nekrose, Hitze, Kilte, Strahlen
Infektion mit Mikroorganismen
Toxine, z.B. Staphylokokken-Toxin

Immunkomplex-Ablagerung: Medikamenten-Allergie,
Serumkrankheit, primar immunologische Erkrankung,
2.B. SLE .

kaskade (5). Dieser Komplex kann an jede Stelle der Cyto-
plasmamembran von Zellen binden, wo Komplement akti-
viert wird (Abb. 1). Der Komplex dringt unter Bildung einer
Pore in den Lipidbilayer der Cytoplasmamembran ein und
bewirkt dort Unordnungszustinde, die dann proinflam-
matorische Aktivitaiten mit Anderung des Zellstoffwech-
sels ausldsen.

2.2 Zelluldre proinflammatorische Aktivititen

Die proinflammatorischen Aktivitaten von Zellen am Ort
des entziindlichen Ereignisses sind (Abb.2):

- die Phospholipasen A,-induzierte Bildung lokaler Ent-
ziindungsmediatoren, wie der Prostaglandine, der Leuko-
triene und der Plattchen aktivierenden Faktoren (PAF).

— die Aktivierung von Leukozyten, insbesondere der poly-
morphkernigen Granulozyten (PMN).

— die Bildung inflammatorischer Cytokine durch z.B.
Monozyten/Makrophagen und GefalRendothelzellen.

2.3 Systemische Reaktion (Phase)

Zu einer Selbstverstarkung und systemischen Reaktion,
d.h. Mitbeteiligung des Gesamtorganismus am Entzin-
dungsgeschehen kommt es durch die verstarkte Freiset-
zung inflammatorischer Cytokine wie Tumornekrosefak-
tora (TNFa) und der Interleukine 1 und 6 (IL-1 und IL-6).
Partialfunktionen dieser systemischen Reaktion sind
(Abb.2):

- die Auslésung von Fieber.

- die verstarkte Ausschittung und Bildung von Blut-
zellen, insbesondere von PMN.

— die Synthese von Akute-Phase-Proteinen mit kompen-
satorischer Verminderung der Anti-Akute-Phase-Proteine.
— die Aktivierung von Immunzellen.

— die vermehrte Ausschiittung von Glucocorticoiden.

2.4 Labordiagnostik

Labordiagnostische Ansatzpunkte zum Monitoring einer
akuten Entziindungsreaktion sind (Abb.2):

- die PLA,-Konzentration im Serum. Sie ist nicht so sehr
ein Marker fir die Bildung lokaler Entzindungsmediato-
ren, sondern mehr ein Indikator fir die Phagozytose bei
Entziindung.

Tab.2: Klassische und neue Laboratoriumsuntersuchungen zur
Diagnostik, Verlaufsbeurteilung und Prognostik von Entziindun-
gen

klassische Untersuchu_ngen

neue Untersuchungen

— Blutkdrperchensenkungs--
geschwindigkeit (BSG)

- Leukozytenzah! und Diffe-
rentialblutbild

~ ay-saures Glykoprotein
(AGP)-Mikroheterogenitat
- Phospholipasen A, (PLA,)

- C-feaktives Protein (CRP)
- polymorphkernige neutro-
phile Granulozyten-Ela-.

stase (PMN-Elastase)

inflammatorische Zytokine

— Tumornekrosefaktor a
(TNFa)

~ Interleukin 1 (IL-1)

~ Interleukin 6 (IL-6)

~ loslicher IL-2-Rezeptor
(sIL-2R)
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Abb. 1: Bildung und Eindringen des C5b-9-Komplexes in die Cyto-
plasmamembran (mit freundlicher Genehmigung aus Lit. 3 ent-
nommen). Der Komplex C5b6 reagiert reversibel mit der Cyto-
plasmamembran (1). Durch_.nachfolgende Bindung von C7, C8, C9
ermdglichen neu exprimierte hydrophobe Seitenketten das Ein-
dringen des Komplexes (2-4). Die hydrophilen Proteinanteile
arrangieren sich unter Bildung einer Pore. Die Porenbildung kann
auch schon im C5b8-Stadium erfolgen. Die Poren werden gréf3er
durch Bindung von C9 (5). In Gegenwart groBer Mengen C9 for-
men sich zusétzliche C9-Aggregate unter Ausbildung der soge-
nannten , Poly-C9-Kanale”

— die PMN-Elastase-Konzentration im Plasma als Indika-
tor der Leukozytenaktivierung im Gewebe.

- die Konzentration von TNFg, IL-1 und IL-6 im Serum zur
Abschitzung der Entziindungsaktivitat. ’

- die Konzentration von slL-2R im Serum als Indikator zur
Beurteilung der Aktivierung des Immunsystems.-

- die Leukozytenzahl; eine Vermehrung der PMN mit
reaktiver Linksverschiebung ist z.B. charakteristisch fiir
bakterielle Infektionen.

- der Anstieg der Akute-Phase-Proteine, insbesondere
des C-reaktiven Proteins, als Indikator der systemischen
Reaktion des Entziindungsgeschehens. Dieser Zeitab-
schnitt wird auch als Akute-Phase-Reaktion bezeichnet.
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Abb.2: Proinflammatorische und systemische Phase der Ent-
ziindungsreaktion und labordiagnostische Untersuchungen zur
Kontrolle der Einzelreaktionen

3.0 Proinflammatorische Phase

Ausgelost werden die Vorgange der proinflammatori-
schen Phase im wesentlichen durch:

— Unordnungszustinde in der Cytoplasmamembran von
Gewebezellen, z.B. Langerhanszellen der Haut oder
Intimazellen der Gefae und von Entziindungszellen. Uber
die Aktivierung zellstandiger Phospholipasen erfolgt die
Bildung lokaler Entziindungsmediatoren wie Prostaglan-
dine, Leukotriene und Plattchen aktivierender Faktoren
(PAF).

— lokale Entziindungsmediatoren mit chemotaktischer
Wirkung. Sie induzieren gemeinsam mit inflammatori-
schen Cytokinen die Leukozytenextravasation.

— inflammatorische Cytokine wie TNFag, IL-1 und IL-6. Sie
werden von ortsstindigen Zellen, z.B. Intimazellen der
GefiRe und von an die Lasionsstelle eingewanderten
Makrophagen gebildet. Vermittels der Cytokine wird der
Gesamtorganismus in die Entziindungsreaktion mit einbe-
zogen, und die Einzelreaktionen des Entziindungsge-
schehens werden gesteuert.

3.1 Bildung lokaler Entziindungsmediatoren

Die Bildung lokaler Entzindungsmediatoren wie Prosta-
glandine, Leukotriene, Lipoxine und PAF geschieht stufen-
weise. Folgende Schritte werden unterschieden:

— die Aktivierung von Phospholipasen zur Freisetzung
von \Vorlauferphospholipiden aus der Cytoplasma-
membran.

- die Freisetzung der in C,-Position veresterten Arachi-
donsiure durch die Phospholipasen A, (PLA;).

- die Verstoffwechselung der Arachidonséure unter Bil-
dung der verschiedenen Eicosanoide.

- die Zell-spezifische Umwandlung der Eicosanoide in
aktive Produkte.

3.1.1 Freisetzung von Vorléuferphospholipidén
Unspezifisch, ausgelést durch Unordnungszustédnde der
Cytoplasmamembran, z.B. aufgrund der Anlagerung des
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Abb. 3: Hydrolyse von Phospholipiden durch die verschiedenen Phospholipasen. Aufgrund der Wirkung von Phospholipase A, ent-
stehen Arachidonséure und ein entsprechendes Lysophospholipid. Bei dem Rest X kann es sich handeln um: Inositol (Pl = Phos-
phatidylinositol), Cholin (PC = Phosphatidyicholin), Ethanolamin (PE = Phosphoethanolamin) oder Serin (PS = Phosphatidylserin)

terminalen lytischen Komplexes C5b-9 oder spezifisch’

durch Rezeptoren vermittelt, werden membranstandige,
eventuell auch cytosolische Phospholipasen aktiviert, die
eine Hydrolyse von Zellphospholipiden bewirken. Bei
polymorphkernigen Granulozyten (PMN) soll die Aktivie-
rung ilber den FMetLeuPhe-Rezeptor erfolgen (6). Die
freigesetzten Phospholipide stammen aus der Cytoplas-
mamembran, moglicherweise auch von Low Density Lipo-
proteins (LDL), die in die Zelle aufgenommen wurden (7).

Fiir die Freisetzung der Phospholipide werden die Wege
uber die Phospholipase C, die Phospholipase D oder
direkt die Phospholipasen A, (PLA,) diskutiert (7). In Abb.3
sind die Angriffspunkte der einzelnen Phospholipasen und
in Tab.3 die Freisetzungswege der Membranphospholi-
pide aufgezeigt. Die freigesetzten Phospholipide werden
auch als Vorlauferphospholipide bezeichnet, da sie das
Ausgangssubstrat zur Bildung der Arachidonséure sind.
Arachidonsaure ist eine mehrfach ungesittigte C,,-Fett-
séure mit vier nicht konjugierten Doppelbindungen. In der
Cytoplasmamembran liegt sie verestert mit C, von Glyce-
rin, z.B. in Form des Phosphoinositols oder anderer Phos-
pholipide vor. PLA, katalysieren die Hydrolyse der Phos-
pholipide (8). Als direkte Produkte entstehen Arachidon-
séure und Lysophospholipide.

Die fiir Entziindungsgeschehen wichtigen PLA, sind ubi-
quitér in Geweben, besonders aber in Entziindungszellen
wie Granulozyten, Makrophagen, GefiRendothelzellen
und auch Thrombozyten lokalisiert. Ihre Aktivierung kann
spezifisch, z.B. durch Unordnungszustinde in der Zell-
membran oder, wie in Abb. 4 dargestellt, Rezeptor-gekop-

pelt erfolgen (9). Beteiligte Rezeptoren sind z.B. Fc,R,-

IL-1R, IL-2R, TNFeR, Thrombin R usw. Die PLA, sind iiber
G-Proteine an diese Rezeptoren gekoppelt. Die Familie der
heterotrimeren (a, -, y-Einheit) Guaninnukleotid-binden-
den Regulatorproteine spielt eine wichtige Rolle fiir die
Weiterleitung Rezeptor-vermittelter Signale durch die
Cytoplasmamembran. G-Proteine stellen eine Verbindung
zwischen den Rezeptoren auf der AuBenseite und den
Effektoren der Innenseite der Zellmembran, in diesem Fall
den PLA, dar (10).
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Die Bedeutung der PLA, liegt in der Transformation auRBe-
rer in intrazelluldre Signale, die in Form der Bildung von
lokalen Entziindungsmediatoren eine physiologische Ant-
wort der Zelle auf einen Reiz darstellen. Im Falle des PMN
bedeutet das z.B. Adharenz, Aggregation, Chemotaxis,
Freisetzung exkretorischer Granula und die Aktivierung
der NADPH-Oxidase (respiratory burst) (6).

Erhéhungen der PLA, im Serum erfordern entweder
akut-entziindliche Geschehen mit Nekrose (hierbei wird
wahrscheinlich meBbar nur pankreatische PLA, freige-
setzt) oder die verstirkte PLA,-Neusynthese, z.B. bei
langerfristigen entziindlichen Prozessen, bei denen Cyto-
kine Rezeptor-vermittelt d|e Expression der PLA, indu-
zieren.

Es gibt verschiedene, membrangebundene und cytosoli-
sche Formen der PLA,, die moglicherweise alle, auBer der
pankreatischen PLA,, eine Bedeutung in der Signaltrans-
formation haben (Tab. 4).

3.1.2 Bildung von Eicosanoiden

Die Aktivierung von Phospholipasen bewirkt die Freiset-
zung von Phospholipiden der Cytoplasmamembran, aus

denen PLA,-katalysiert. Arachidonsaure freigesetzt wird.

Tab. 3: Phospholipasen-katalysierte Freisetzungswege von Mem-
branphospholipiden (6)

1. Phospholipase C (PLC)-Weg Sequentieller Abbau von Pl,
PC oder PE beginnend durch die PLC und dann weiterfiih-
rend iber Di- und Monoglyceridlipasen.

2. Phospholipase D (PLD)-Weg: Initiale Hydrolyse von PE
und PC in Phosphatidsiduren und Ethanolamin bzw. Cholin
und nachfolgende Umwandlung zu Di- und Monoglyceriden
vermittels Phosphatase, Di- und Monoglyceridlipase.

3. Phospholipase A, (PLA,)-Weg: Direkte Wirkung von PLA,
an einem Membranphospholipid, z.B. 1,2-diacetyl- oder 1-0-
alkyl-2-acetyl-Pl, -PE oder -PC.
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Ubersicht

Receptoren|

Abb. 4: Cytoplasmamembran mit Rezeptoren, G-Proteinen (a, 3, y)
und angebundener PLA,. Die Metabolisierungswege (ber Lipoxy-
genasen (LO) zu HPETE/HETE, Leukotrienen (LT) und Lipoxinen
(LX), iiber Cyclooxygenase (CO) zu Prostaglandinen (PG), Throm-
boxan A, (TXA,), Prostacyclin (PGl,) und liber Lyso-PAF und Ace-
tyltransferase zu PAF sind dargestellt. 20:4-AA = Arachidonséure,
0-CO-R = Fettsdure in Esterbindung, Alky! = Fettséure in Etherbin-
dung (mit freundlicher Genehmigung aus Lit. 9 entnommen)

Diese kann metabolisiert werden (Abb.5):

— {ber den Cylooxygenaseweg zu den Prostanoiden (Pro-
staglandine, Prostacycline und Thromboxane).

— iiber den Lipoxygenaseweg zu den Leukotrienen und
Lipoxinen.

— durch Oxidation {iber das Cytochrom P-450-System zu
Metaboliten wie z.B. Hydroxyeicosatetraensduren, Epoxy-
eicosatetraensauren (nicht in Abb.5 dargestellit).

Wichtige Metabolisierungsprodukte des Eicosanoidstoff-
wechsels sowie auch von PAF und deren Funktion sind in
Tab.5 aufgezeigt. Die genannten Metabolite. des Eicosa-
noidstoffwechsels wirken als lokale Entziindungsmediato-
ren. PGH, ist der direkte Vorldufer fiir die Synthese der
Thromboxane, Prostaglandine und Prostacycline. Alle im
Entziindungsgeschehen aktiven Produkte, die aus dem
PGH, entstehen, werden Prostanoide genannt, ihre Kon-
zentration in den Korperfliissigkeiten ist physiologischer-
weise etwa 0.3-0.5ug/g Gewebe.

3.1.2.1 Prostaglandine

Die Funktionen einzelner Prostaglandine sind in Tab.5 auf-
gefiihrt. Sie werden bei Entziindungen in erhéhter Kon-
zentration am und in der Umgebung des Entziindungsher-
des gemessen. Die meisten Zellen sind hochselektiv in der
Bildung bestimmter Prostaglandine in gréf3eren Mengen
(12). Prostaglandine der E-Reihe und Prostacyclin inhi-
bieren die Chemotaxis des PMN und seine Adharenz am
Gefaendothel.

Tab. 4: Isoformen der Phospholipasen A, (PLA,) (7)

Typ I-PLA;: Sekretorische pankreatische PLA,, MW = 14000
Daltons, Ahnlichkeit mit Cobra- -Schlangengift, alkalisches
pH-Optimum, benoétigt mehr als 1 mmol/l Ca**.

Typ II-PLA;: Sekretorische, nichtpankreatische PLA,, MW =
14000 Daltons, isoliert aus Leber, Synovialflissigkeit, Throm-
bozyten. Die Membran-assoziierten PLA, der Gewebe
scheinen dieser PLA, vergleichbar zu sein.

Typ HI-PLA;: Cytosolische PLA,, MW 85500 Daltons, isoliert
aus humanen Monozyten und Nierengewebe. Aktivierung
durch Ca** in Konzentration von nmol/l, was der intrazellula-
ren Ca*-Konzentration entspricht. Die Typ IlI-PLA, scheint
ein wichtiger Kandidat fiir die entziindlithe PLA; zu sein.

3.1.2.2 Prostacycline (PGl)

PGl werden von der PGI-Synthase gebildet, die vorwie-
gend in der Intima der Arterien aber auch in der Lunge
und der Magenschieimhaut lokalisiert ist. PGl, ist ein
potenter Thrombozytenaggregationshemmer und GefaR-
dilatator. Das von Thrombozyten gebildete Thromboxan
A, und das PGIl, der GefaBwand haben gegensitzliche
Wirkung. Sie vermitteln aber beide ihre Wirkung lber
die Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat
(c-AMP). PGl, ist ein Stimulator, TXA, ein Inhibitor der
c-AMP-Bildung (11).

3.1.2.3 Thromboxane (TXs).

Thromboxane werden aus PGH, gebildet (Abb.5). Throm-
boxane des A-Typs sind sehr instabil und werden rasch in
die biologisch inaktiven Thromboxane des B-Typs umge-
wandelt. Das fiir inflammatorische Geschehen wichtigste
Thromboxan ist TXA,. Es ist in hoher Konzentration in den
Thrombozyten, wird aber auch von anderen Gewebe-
zellen und Leukozyten gebildet. Seine Halbwertszeit ist 30
Sekunden, es wirkt proaggregatorisch auf Thrombozyten
und vasokonstriktorisch auf Gefaf3e.

3.1.2.4 Leukotriene (LTs)

Sie werden durch Wirkung der 5-Lipoxygenase auf viel-
fach ungesittigte C,o-Fettsduren wie die Arachidonséure
gebildet. Die 5-Lipoxygenase katalysiert die Umwandlung
von Arachidonsdure zu einer 5-Hydroxyperoxitetraen-
saure (HPETE), die sehr instabil ist und dann zu LTA, um-
gewandelt wird (Abb.5). Nachfolgende Produkte sind LTB,
und die Cyteinyl-LTs LTC,, LTD, und LTE,. Zielzellen von
LTB, sind hauptsachlich PMN und Monozyten/Makropha-
gen, es wirkt chemotaktisch und bewirkt eine Aggregation
dieser Zellen am Entziindungsherd. Die Cysteinyl-LTs
haben vorwiegend konstriktorische Wirkung auf GefaRBe
(11).

3.1.2.5 Lipoxine

Die Lipoxine entstehen durch Wirkung der 15-Lipoxy-
genase (11). Sie wandelt Arachidonséaure in 15-HPETE um,
aus denen durch Oxidation Substanzen dhnlich wie die
Leukotriene entstehen aber mit vier anstatt drei Doppel-
bindungen (nicht in Abb.5 dargestelit).

Lab.med. 17: 183 {1993) 183



L_ “Ubersicht

P

)

:

Arachidpnséuren

—— Cyclooxygenase

'

PGG,

\— Peroxidase

;

PGH,

/N

TX-Synthetase

Prostaglandin-Synthetase

Abb. 5: Bildung von Eicosanoi-
den (aus Lit. 11). Der Cyclooxy-
genase- und der 5-Lipoxy-
genaseweg sind dargestelit
Abkirzungen siehe Tab.5

TXA,

PGs der ,2" Serie

Membran-
Phospholipide

Phospholipasen A,

—_—
Lipoxygenase

PGI-Synthetase

/ Isomerasen\

PGCl,

5- LTA-

LTC4-Synthetase

LTC,

Gamma-Glutamyl-Transpeptidase

LTD,

Aminopeptidase

;

LTE,

Lipoxine kontrahieren Lungengewebe, modifizieren Natu-
ral-Killerzellaktivitdten und aktivieren PMN zur Bildung
von Superoxidanionen. ‘

3.1.2.6 Synthese von Pléttchen aktivierenden Faktoren
(PAF)

PAF sind Eicosanoide, denn sie entstehen durch Reacety-
lierung an C,-Position eines Lysophosphatides (Lyso-PAF),
das durch die PLA,-Wirkung entstanden ist (Abb.4). PAF
wird von vielen Zelltypen gebildet, z.B. Granulozyten,
Mastzellen, Endothelzellen, Makrophagen, Thrombozyten
(12). Eine ganze Reihe proinflammatorischer Aktivititen
sind PAF-induziert, so z.B. die Chemotaxis von PMN, de-
ren Aggregation und Sekretion von Superoxidanionen,
oder die Freisetzung von Prostaglandinen und Leuko-
trienen aus endothelialen und epithelialen Zellen.-

3.1.3 Hemmung der Synthese von Eicosanoiden

und PAF (11-13)

Die Hemmung kann durch nicht steroidale antiinflamma-
torische (NSAI) Pharmaka und durch Corticosteroide er-
folgen.

184 Lab.med. 17: 184 (1993)

3.1.3.1 Hemmung der PLA,

Corticosteroide hemmen die PLA, und damit die Bildung
von Eicosanoiden. Wahrend natiirliche Steroide wie
Cortisol und Corticosteron einen direkten EinfluB auf die
Aktivitat der PLA, habeh, stimulieren synthetische Corti-

" costeroide wie Dexamethason und Prednisolon die Bil-

dung des Proteins Lipocortin, das die PLA,-Wirkung ein-
schrankt (13).

3.1.3.2 Hemmung der Cyclooxygenase

NSAI wie Indometacin, .Fenoprofen, Ibuprofen und
andere, hemmen die Cyclooxygenasewirkung durch kom-
petitive Verdrangung der Arachidonsdure von der Sub-

stratbindungsstelle. Acetylsalicylsdure (Aspirin) acetyliert.

irreversibel einen Serinrest im aktiven Zentrum der Cyclo-
oxygenase.

3.1.3.3 Hemmung der Thromboxan-Synthetase

Imidazol und Dazoxiben hemmen in vitro dieses Enzym
und sind deshalb potentiell antiaggregatorische Substan-
zen zur Verhinderung von Thromboembolien.
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Tab. 5: Wichtige Metabolisierungsprodukte der Eicosanoide und deren Funktion, sowie die Funktion von PAF (11-13)

Abkiirzung  Name Bildungsort Funktion

Cyclooxygenase-Produkte

PGG, .. Prostaglandin alle Gewebe Kontraktion der glatten Muskulatur an GefaR, Auge,

PGH, Gz bzw. H, . Gastrointestinaltrakt und der Bronchien

PGE, Prostaglandin E, Monozyten/Makrophagen, Fibro- Vasodilatation, Bronchorelaxierung, PMN-Inaktivie-

blasten, Endothelzellen, Neben- rung, down-Regulierung aktivierter Monozyten/
. nierenmarkzellen Makrophagen und Lymphozyten

PGD, Prostaglandin D, Mastzellen Wird bei Allergien und anderen Stimuli freigesetzt.
Systemischer Vasodilatator und Pulmonalarterien-
Konstriktor

PGl, Prostacyclin siehe PGE; siehe PGE,

TXA, Thron‘}boi(an A, Thrombozyten, PMN, Monozyten/ Thrombozytenaggregation, Vasokonstriktion

Lipoxygenase-Produkte

Makrophagen, Fibroblasten,
Endothelzellen

HETE Hydroxyeicosa- Zellen, die ihren Ursprung im PMN-Aktivierung, Chemotaxis

tetraensaure Knochenmark haben
HPETE Hydroxyperoxyei- (auBer Erythrozyten)

cosatetraensaure ’
LTB, Leukotriene B,, C,, PMN, Monozyten/Makrophagen, Chemotaktisch, besonders fiir PMN, Stimulierung
LTC, D., E, Mastzellen, Endothelzellen, der PMN-Adhéasion am GefalRendothel, Degranula-
LTD, Thrombozyten tion von Mastzellen
LTE, .
LXA, Lipoxine A,, B, siehe LTB, Inhibition von NK-Zellen, Aktivierung des oxidativen
LXB. . burst der PMN
PAF Plattchen-akti- Thrombozyten, Monozyten/ ~ Thrombozyten- und Granulozyten-Aggregation,

vierender Faktor

Makrophagen, PMN, Endothel-
zellen, NK-Zellen

Vasodilatation, Erh6hung der Gefa3permeabilitat,
Freisetzung von Prostaglandinen und Leukotrienen

Tab. 6: Charakterisierung der Selectine

P-Selectin

vermutete Funktion

Adharenz an Zelltyp --

aktivierung

Endothelien der GefiBe und
Lymphknoten

neutrophile Entziindungsreak-
tion; lymphozytére Rezirkula-

L-Selectin E-Selectin
Vorkommen Leukozyten GefaRendothel GefaBendothel, Thrombozyten
Expression nimmt ab nach Leukozyten- Stunden nach Aktivierung Minuten nach Aktivierung

durch TNFg, IL-1, LPS*

Monozyten, neutrophile Gra-
nulozyten, T-Zell-Subpopula-
tionen

Leukozytare Entziindungs-
reaktion

durch Thrombin, Histamin,
Peroxide

siehe E-Selectin

siehe E-Selectin

tion in periphere Lymph-
knoten (homing)

*LPS = Lipopolysaccharide

3.1.3.4 Verminderung der TXA,-Bildung

Die Wirkung niedriger Dosen Acetylsalicylséure in der
Atheroskleroseprophylaxe basiert auf der Kenntnis, da
Acetylsalicylsdure das Enzym_Cyclooxygenase irreversi-
bel hemmt. im Thrombozyten ist das Enzym fiir die TXA,-
Synthese verantwortlich, in der GefaBendothelzelle fiir
die PGl,-Synthese. Beobachtungen zeigen, dafl die Wir-
kung von Acetylsalicylsdure auf die GefaBendothelzellen
nur kurzfristig und daher unvolistandig ist, wahrend sie
bei den Thrombozyten 8-10 Tage betragt. Ursache ist, daf
Thrombozyten kernlos sind und keine neue Cylooxyge-

nase bilden kénnen und somit die Thrombopoese der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, wahrend dem-
gegeniiber die kernhaltigen Gefaendothelzellen rasch
neues Enzym nachbilden. Da TXA, proaggregatorisch auf
Thrombozyten und konstriktorisch auf GefaRe wirkt, PGl,
aber genau den entgegengesetzten Effekt hat, wirkt Ace-
tylsalicylsdure antithrombotisch.

3.2 Leukozytenextravasation

Die Auswanderung von Leukozyten aus den GeféfRen in
das Gewebe (Extravasation) ist neben der Bildung lokaler

Lab.med. 17: 185 (1993) 185
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Abb.6: Adhédsive Glykoproteine (Selectine) und Adhédsionspro--

teine auf der Cytoplasmamembran von Entziindungszellen (PMN,
Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten) und GefdBendothelzel-
len. (Abbildung entnommen von RD-Systems aus Science). Ab-
kirzungen: LFA-1 = Leukocyte Function Associated-1 antigen,
ICAM = Intercellular Adhesion Molecule, Mac-1 = Macrophage re-
ceptor for the complement component C3bi

Entziindungsmediatoren ein weiterer pathobiochemisch
wichtiger Schritt der proinflammatorischen Phase (14, 15).
Wichtige Teilschritte der Leukozytenextravasation sind:

— die Verlangsamung des Leukozyten in den postkapil-
laren Venolen derart, da® er an der GefaBwand entlang-
rolit.

- die Expression von Adhédsionsproteinen durch Leukozy-
ten und das GefaBendothel. Uber diese wird der Leukozyt
an die GefaBwand gebunden.

— die Wanderung des Leukozyten durch die GefaBwand
und anschlieend

- die Auslibung leukozytarer Funktionen am Entziin-
dungsherd im Gewebe.

3.2.1 Aktivierung und Adhésion von Leukozyten
Die Einbeziehung der Leukozyten, insbesondere der PMN,

aber auch von Monozyten/Makrophagen und Lymphozy--

ten in das inflammatorische Geschehen erfordert Ver-
énderungen dieser Entziindungszellen und des GefaR-
endothels, die in folgende Schritte untergliedert werden
kénnen:

- das Selectin-vermittelte Entlangrollen des Leukozyten
am GefaBendothel.

- die Aktivierung der Entziindungszellen und des GefaR-
endothels unter Ausbildung von Oberflachenrezeptoren.
- die hochaffine Bindung und Rezeptor-vermittelte Ad-
hasion der Entziindungszellen an das GefaRendothel als
erster Schritt der Extravasation.

3.2.1.1 Selectine (16)

Leukozyten und GefidBendothelzellen haben bestimhte,
als Selectine bezeichnete Glykoproteine auf ihrer Mem-
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branoberfiache (Tab.6). So kann z.B. das L-Selectin des
PMN mit der Membranoberfldche der GefaBendothelzelle
reagieren und das E- und P-Selectin der Endothelzelle mit
der Zellmembran des PMN (Abb.6), was insgesamt zu
einem Entlangrollen des Leukozyten am GefalRendothel
flihrt. Wodurch eine verstarkte Expression der Selectine
induziert wird, so daf3 eine Verlangsamung des Leukozy-
ten in der allerfriihesten Phase eines entziindlichen Ge-
schehens stattfinden kann, ist noch spekulativ. Das L-Se-
lectin wird von der Zellmembran abgelost, wenn der PMN
aktiviert wird, Oberflachenrezeptoren ausbildet und fest
an das GefaBendothel bindet. P- und E-Selectin sind adha-
sive Glykoproteine des GefaBendothels und kénnen PMN
sowie Monozyten/Makrophagen mit niedriger Affinitat
binden. ‘

P-Selectin ist in Granula der Endothelzelle gespeichert
und kann innerhalb von Minuten exprimiert werden, z.B.
nach Aktivierung durch Thrombin, Histamin, Substanz P
und Peroxide. Die kurzfristige reversible P-Selectin-ver-
mitteite Adhdsion des Leukozyten mit dem Endothel soll
in Zusammenarbeit mit PAF erfolgen, der mit einem
Rezeptor der G-Proteinfamilie des Leukozyten reagiert
(Abb.7).

Das E-Selectin des GefdRendothels, dessen Expression
gleichfalls induzierbar ist, wird nicht im Cytoplasma
gespeichert und mu3 neu synthetisiert werden. Die Ex-
pression erfolgt deshalb mit einer Verzégerung von meh-
reren Stunden.

Im Ablauf der Leukozytenextravasation treten Selectine
frei in der Zirkulation auf und sind im Plasma mefRbar. Die
diagnostische Bedeutung der Selectinbestimmung ist in
der klinischen Evaluation.

3.2.1.2 Adhésionsproteine (17, 18)

Die Uber P-Selectin und PAF vermittelte Bindung des PMN
an das GefdaBendothel ist von nur geringer Affinitat. Fur
die feste Bindung, die eine Voraussetzung der Leukozyten-
extravasation ist, sind spezifische Rezeptoren, sogenannte
Adhésionsproteine, auf dem GefaBendothel und der Leu-
kozytenmembran erforderlich (Abb.6). Sie werden expri-
miert:

— auf der Membran des PMN nach Stimulation durch z.B.
PAF, Leukotrien B,, C5a und das bakterielle Produkt For-
myl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (FMLP).

— am GefaBendothel mach Stimulation durch z.B. TNFa,
IL-1, Leukotriene, C5a und IL-8 dhnliche Molekiile. Fir die
jeweilig stimulierenden Substanzen haben Granulozyten
und Endothelzellen Rezeptormolekiile.

Leukozytare Adhasionsproteine sind die Integrine LFA-1
(CD 11a), Mac-1(CD 11b) und p150/95 (CD 11a/CD 18) (19).
Sie reagieren mit den ICAM-1 und ICAM-2 Adhasionspro-
teinen, die von der GefiRendothelzelle exprimiert werden
und Mitglieder der Immunglobulin-Supergenfamilie sind.
Waéhrend LFA-1 von allen Leukozyten exprimiert wird,
sind Mac-1 und p150/95 nur auf PMN und Monozyten/Ma-
krophagen zu finden.

LFA-1 bindet nicht nur mit korrespondierenden Adha-
sionsproteinen des GefalRendothels, sondern auch mit
dem inaktiven Komplementprotein C3bi wenn dies an die
Oberflache von Bakterien angelagert ist.



0 Schnelligkeit
quantitative Einzelbe-
stimmung in 20 Minuten
(30 Bestimmungen
manuell in 40 Minuten).

ABICAP zur quantitativen
Bestimmung von Antikér-
pern/Antigenen verbindet
die Vorteile sdulenchroma-
tographischer Techniken
mit der hohen Spezifitat
und Empfindlichkeit von
Immunoassays.

ABICAP ist eine kleine,
standardisierte, mit Anti-
koérpern beladene analyti-
sche Saule fir den Einmal-
gebrauch.

An der Trégermatrix im
ABICAP ist ein Fanganti-
koérper immobilisiert, der
aus einer Probe den ge-
suchten Analyten bindet.
Mittels eines FITC-markier-
ten Zweitantikérpers wird
nach Eluierung und Mes-
sung im Fluorometer an-
hand der beigeftigten
Eichkurve die Konzentra-

o Sicherheit

Variationskoeffizient
kleiner 4%

tion des Analyten be-
stimmt.

ABICAP erreicht das Bin-
dungsgleichgewicht in nur
einer Minute und erlaubt
damit eine Endpunktbe-
stimmung.

Das zu den Anaphylatoxi-
nen gehorende Komple-
mentpeptid C3a besitzt ein
hohes inflammatorisches
Potential und ist kausal be-
teiligt an der Induktion und
Aufrechterhaltung akut so-
wie chronisch entzindli-
cher Erkrankungen.

Eine quantitative Erfassung
von C3a ist von diagnosti-
scher Bedeutung bei Pati-
enten mit ARDS-Risiko
(Adult Respiratory Distress
Syndrome), einem Lungen-
versagen infolge gramne-
gativer Sepsis, eines Poly-

o Einmaligkeit
Einzelbestimmungen
sind ohne Standard-
vergleich méglich

traumas oder schwerer
Verbrennungen. Normal-
werte fur C3a-Konzentra-
tionen liegen bei gesunden
Erwachsenen zwischen 50

Indikationen

¢ Unabhéangigkeit
von Temperatur, Zeit
und Umgebungs-
einflissen

und 150 pg/ml. ABICAP
erlaubt die Bestimmung
von C3a im Bereich von 10
bis 100 pg/ml.

® Frihdiagnostik eines ARDS (Adult Respiratory Distress

Syndrome)

© bei septischem Schock (Outcome)

© Frihdiagnostik einer klinischen Exazerbation beim SLE
(systemischer Lupus erythemathodes)

© Aktivitdtsmarker der rheumatoiden Arthritis

0 Kompatibilitatsprifung von Biomembranen (z.B. Dialyse,

Bubble oxygenator)

allpha.

DIAGNOSTIC GMBH
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D-6070 Langen
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Telefax 06103/7 9320




ABICAP - Arbeitsschema

Komplement C3a (des Arg)
Farbkode: heligriin

1. Vorbereitung

Zuerst obere, dann untere VerschiuBkappe entfernen,
ABICAP in Rack einsetzen, .
ca. 2 min. warten, bis keine FlUssigkeit mehr lauft.

Plasmaverdinnung 1:3 herstellen:

[:j z. B. 100 Serum + 200 ul Waschpuffer W-500.

2. Probenaufgabe

250 der verd. Probe auftragen.
ca. 3 min. warten, bis keine Flissigkeit mehr tropft

3. Erster Waschschritt

750 1l ABICAP Waschpuffer W-500 zugeben,
ca. 3 min. warten, bis keine Flissigkeit mehr tropft.

4. Zugabe Zweitantikorper - Konjugat

250 ul Gebrauchsverdinnung des Zweitantikdrpers
zugeben,

gemischt mit der Streptavidin/FITC-L&sung
(Mischung siehe Gebrauchsanleitung)

ﬁ ca. 3 min. warten, bis keine FlUssigkeit mehr tropft.

. 5. Zweiter Waschschritt

750 ul ABICAP Waschpuffer W-500 auftragen,
ca. 3 min. warten, bis keine Flissigkeit mehr tropft.

[Eﬂal H—lﬁ' Waschschritt 1 x wiederholen.
@
[———_—] J_U_I LLLL , Im Eluatréhrchen 30 ul Neutralisationspuffer vorlegen.

6. Elution

- ' Rack Uber die Reagenzglaser umpositionieren,
o il e e ol ' 750 ul Elutionspuffer zugeben,
H—H l-ﬁl lé ca. 3 min. warten, bis keine Flissigkeit mehr tropft.

Eluatréhrchen gut mischen, umfiillen in eine Klvette aus

I:l 'LLI_U__,LI_IJ .| Acrylglas und messen.




© Schnelligkeit

quantitative Einzelbe-
stimmung in 20 Minuten
(30 Bestimmungen
manuell in 40 Minuten) -

ABICAP zur quantitativen
Bestimmung von Antikér-
pern/Antigenen verbindet
die Vorteile sédulenchroma-
tographischer Techniken
mit der hohen Spezifitat
und Empfindlichkeit von
Immunoassays.

ABICAP ist eine kleine,
standardisierte, mit Anti-
kérpern beladene analyti-
sche Saule fur den Einmal-
gebrauch.

An der Tragermatrix im
ABICAP ist ein Fanganti-
korper immobilisiert, der
aus einer Probe den ge-
suchten Analyten bindet.
Mittels eines FITC-markier-
ten Zweitantikérpers wird
nach Eluierung und Mes-
sung im Fluorometer an-
hand der beigefligten
Eichkurve die Konzentra-

© Sicherheit

Variationskoeffizient
kleiner 4%

tion des Analyten be-
stimmt.

ABICAP erreicht das Bin-
dungsgleichgewicht in nur
einer Minute. IgG macht
bei gesunden Erwachse-
nen ca. 75% der Immun-
globuline aus. Normal-
seren enthalten eine Mi-
schung der vier IgG~Sub-
klassen von ca. 65% IgG 1,
25% 1gG 2, 5% IgG 3 und
5% IgG 4.

Antikérper gegen Viren ge-
héren Giberwiegend zu den
Subklassen 1und 3, IgG 2
kommt hauptséchlich als
Immunantwort auf Poly-
saccharide vor.

19G 4 hat aufgrund seiner
hohen Reaktionsféhigkeit
auf wiederholten Kontakt
mit Umweltantigenen groBe
Aufmerksamkeit erlangt.

© Einmaligkeit
Einzelbestimmungen
sind ohne Standard-
vergleich méglich

© Unabhéngigkeit
von Temperatur, Zeit
und Umgebungs-
einflissen

Indikationen

Padiatrie: Rickfallinfektionen der Atemwege und des
Darmes, IgA-Mangelzustande, fehlende Immunantwort
nach Impfungen

Neurologie: virale Erkrankungen des ZNS, Multiple
Sklerose, Autoimmunerkrankungen, Morbus Alzheimer

Pneumologie: Atemwegsinfekte, Bronchiektasen

Allergologie: Nahrungsmittelallergie, atop. Dermatitis,
Mukoviszidose, Asthma bronchiale

Nephrologie: Glomerulonephritis, diabetische Nephropathie,
diabetische Proteinurie

Virologie: Herpes, EBV, CMV, HIV, Varizella Zoster

Innere Medizin: Leberzirrhose, M. Crohn, Colitis ulcerosa

SiemensstraBe 32
D-6070 Langen

Telefon 06103/7 40 61
Telefax 06103/79320

alphea.
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ABICAP - Arbeitsschema

19G 4

ABICAP - Farbcode

rot

IgG2

grin

blau

I9G3
9G4

gelb

1. Vorbereitung

Zuerst obere, dann untere VerschluBkappe entfernen,
ABICAP in Rack einsetzen, .
ca. 2 min. warten, bis keine.Flussigkeit mehr lauft.

Serumverdiinnung 1:4000 herstellen:
z.B. 10 Serum + 990 ul Waschpuffer (1:100)
dann 40 ui der 1:100 Verd. + 1560 pl Waschpuffer (1:40)

2. Probenaufgabe

Von der 1:4000 verd. Serumprobe auftragen

flr Subklasse IgG1 : 100w

flr Subklasse 1gG2 : 100wl

flr Subklasse 1gG3 : 500ul

flr Subklasse 1gG4 : 500wl

ca. 3 min. warten, bis keine FlUssigkeit mehr tropft

3. Erster Waschschritt

750 ul ABICAP Waschpuffer W-500 zugeben,
ca. 3 min. warten, bis keine Fllissigkeit mehr tropft.

4. Zugabe Zweitantikorper

250wl Gebrauchsverdiinnung des Zweitantikdrpers
zugeben,
ca. 2 min. warten, bis keine Flissigkeit mehr tropft.

. 5. Zweiter Waschschritt

750 ABICAP Waschpuffer W-500 auftragen,
ca. 3 min. warten, bis keine Fllissigkeit mehr tropft.
Waschschritt 1 x wiederholen.

Im Reagenzglas 30 ul Neutralisationspuffer vorlegen.

6. Elution

Rack Uber die Reagenzgléser umpositionieren,

750l Elutionspuffer zugeben,

ca. 3 min. warten, bis keine Flussigkeit mehr tropft.
Eluatréhrchen gut mischen, umflllen in eine Kivette aus
Acrylglas und messen.
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PMN nicht aktiviert

, P-Selectin— [& P-Selectin—> “~LFA-1
T — PAF—
[ ktivierung ) [ T_ICAM-1
- . der EZ
EZ nicht aktiviert (Histamin,
’ Thrombin)

Abb. 7: PMN-Adhésion an Thrombin- oder Histamin-aktivierten Endothelzellen (EZ) (modifiziert nach Lit. 15). Durch Aktivierung der EZ
exprimiert diese innerhalb von Minuten P-Selectin und PAF. P-Selectin und PAF binden jeweils an einen Rezeptor des PMN. Durch PAF
induziert wird der PMN in einen aktivierten Zustand versetzt und z.B. das Adhésionsprotein LFA-1 so verandert, da3 es mit dem

korrespondierenden Adhésionsprotein der EZ bindet

3.3 Leukozytére Funktionen im entziindlichen Gewebe

Die Bindung von PMN an das GefaRBendothel und die
Migration in das Gewebe geht vorwiegend von den post-
kapillaren Venolen aus. Im Gewebe verursachen die PMN
inflammatorische Veranderungen durch die Freisetzung
von Entziindungsmediatoren und phagozytieren, vermit-
telt durch Komplement (C3bi)- und Immunglobulin (Fc)-
Rezeptoren, Mikroorganismen und Gewebetrimmer.

Bei der Phagozytose umflieRt der PMN die Fremdsubstanz
unter Ausbildung eines Phagosoms. AnschlieBend kommt
es durch Degranulation des PMN zur Freisetzung von Sub-
stanzen in das Phagosom und nach auBerhalb der Zelle
in das Gewebe. Folgende wichtige Substanzen werden
freigesetzt:

— Myeloperoxidase, kationische Proteine, saure Hydrola-
sen; sie haben digestive und mikrobizide Funktionen.

— Lysozym, Elastase, Kollagenasen und weitere Enzyme
mit hydrolysierenderer Wirkung auf Gewebefasern.

— Rezeptoren wie Compiement Rezeptor 1 (CR1), CR3 und
Rezeptoren fiir N-Formylpeptide. Durch Translokation
dieser Rezeptoren auf die Cytoplasmamembran werden
die Funktionen des PMN wie Adhédsion, Chemotaxis,
Phagozytose und ,respiratory burst”-Aktivitit gesteuert
(20).

3.3.1 Oxidativer burst

Wahrend 'der Phagozytose lauft in den PMN ein soge-
nannter oxidativer burst ab, d.h. es werden freie
Sauerstoffradikale gebildet, die sowohl in die Phagoso-
men als auch nach auRen abgegeben werden.

Der oxidative burst wird durch die Aktivierung der
NADPH-Oxidase ausgelést (Abb.8). Sie ist an eine At-
mungskette gekoppelt und iibertragt freie Elektronen auf
Sauerstoff unter Bildung von Superoxidanionen und
NADP-. Letzteres wird zur Bildung von NADPH in den Pen-
tosephosphatzyklus eingeschleust. Durch Wirkung der Su-
peroxiddismutase entsteht H,O,. Aus dem H.,0, werden
im Rahmen des oxidativen burst Zwischenprodukte mit
bakterizider und zellzerstorender Wirkung gebildet, und
zwar:

— Hydroxylradikale (OH-) in der Gegenwart von Eisen und
Kupfer

— und Hypochloridionen (OCI-) katalysiert durch die
Myeloperoxidase.

Die Produkte des oxidativen burst kénnen unschadlich ge-
macht werden durch (Abb.8):

— Aktivierung der Katalase, es entstehen H,0 + O..

— Aktivierung der Glutathjonperoxidase, die aus H.0,
oxidiertes Glutathion und H;O bildet. Auf den genannten
Wegen schiitzen sich die PMN vor Autooxidation.

3.3.2 Elastase

Im Rahmen des oxidativen burst und der PMN-Degranula-
tion werden OH-, OCI- und Enzyme, darunter die Serinpro-
tease Elastase auch in das Gewebe abgegeben. Sie haben
auf dieses eine schadigende Wirkung, werden aber rasch
durch Proteine gebunden und deaktiviert. Die Elastase
wird durch Bindung an den in der interstitiellen Flissigkeit
vorhandenen a,-Proteinaseinhibitor (a,-Pl) a,-Antitrypsin
inaktiviert, der 80-90% der von PMN freigesetzten Ela-
stase bindet. Freie Elastase kommt praktisch nicht im Ge-
webe vor, denn a,-Antitrypsin ist ein Akute-Phase-Protein,
dessen Konzentration in der Interstitialfliissigkeit parallel
der Entziindungaktivitat ansteigt.

Bei starken Infektionen, Sepsis und Schock kénnen die
PMN so stark aktiviert sein, daB sie den gesamten Gehalt
ihrer Granula freisetzen. Dadurch werden Methioninreste
des a,-Pl oxidiert, wodurch die Fahigkeit der Elastase-
hemmung verlorengeht (21). Die groBe freigesetzte
Elastaseaktivitat wird nicht mehr gehemmt und 16st Ge-
webeschiaden durch die Hydrolyse von kollagenen und
elastischen Fasern aus. Besonders empfindlich sind die
Schockorgane Lunge, Leber, Niere.

Die Messung der PMN-Elastase-Konzentration im Plasma
gibt Auskunft {iber den Aktivierungszustand der PMN im
entziindlichen Gewebe. Die Elastase ist kein allgemeiner
Entzindungsmarker wie die Leukozytenzah! und hat fol-
gende wesentliche Indikationen (Tab.7):

.
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Abb. 8: Oxidativer burst der rij H
PMN (modifiziert nach Lit. 20).
Uber den Hexosemonophos- Katalase
phatshunt (HMP), auch als N ADP 2GSH Hzog 7 H20+02
Pentosephosphatzyklus be- . o,,%/-
kannt, wird NADPH generiert. . % 2
NADPH ligfert die Elektronen Glutathion- Glutathion- °*HOCI
zur Bildung von Superoxid- Reduktase Peroxidase
anionen (0z), aus denen die
Hydroxylradikale (OH") und
die Hypochloridionen (OCI-) NADP* GSSG H.O
gebildet werden. G6P = Gluco- Gamma- 2
se-6-Phosphat, GSH = Gluta- Glutamyl- —Glutathion-_,, g4
thion, GSSG = oxidiertes Glu- Cystein  Synthetase
tathion

- Intensivmedizin; prognostischer Marker fir Komplika-
tionen bei postoperativen und posttraumatischen Patien-
ten. Ein Wert lber 85ug/l zwischen dem 3. und 8. Tag
weist auf eine Komplikation an den darauffolgenden
Tagen hin. Bei Entzindungsprozessen, die langer als drei
Wochen andauern, ist die Elastasekonzentration kein
MaRstab der Schwere des Krankheitsprozesses mehr (22).
- neonatale Sepsis oder Meningitis; ein Wert (iber
75ug/l in den ersten 10 Lebenstagen weist darauf hin (23).
~ Abgrenzung bakterieller von viralen Infektionen bei
Kindern. Werte liber 65pug/l sprechen fiir die bakterielle
Genese (23).

4.0 Systemische Phase

Die proinflammatorische Sekretion von Cytokinen durch
aktivierte Monozyten/Makrophagen am Entziindungsherd
ist nach der PLA,-induzierten Bildung lokaler Entziin-
dungsmediatoren und der Leukozytenextravasation pa-
thobiochemisch der dritte wichtige Schritt der Entziin-
dungsreaktion (Abb.2). Werden in Abhingigkeit von der
Entziindungsursache und dem Entziindungsmodus Kon-
zentrationen inflammatorischer Cytokine von 10~ bis
10~° Mol/l im Plasma erreicht, kommt es zur. Auslésung

einer systemischen Reaktion. Viele Organsysteme werden

in das Entziindungsgeschehen mit einbezogen. Wichtige
inflammatorische Cytokine sind TNFag, IL-1, IL-2 und IL-6.
Sie werden neu synthetisiert und haben regulatorische
Funktion auf inflammatorische und immunologische Re-
aktionen im Ablauf des entziindlichen Geschehens (24,
25).

Die inflammatorischen Cytokine haben ein vergleichbares
Wirkungsspektrum und sind an vielen Reaktionen syner-
gistisch oder additiv beteiligt. Nicht selten wird ihre Wir-
kung durch den gegenregulatorischen Effekt eines an-
deren Cytokins oder Entziindungsmediators tiberspielt
oder aufgehoben.

Bei Auslosung der systemischen Reaktion soll TNFq 'die
Bildung von IL-1 induzieren und beide gemeinsam die-
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jenige von IL-6. Alle drei Marker zeigen aufgrund einer
kurzen Halbwertszeit von nur wenigen Minuten einen
raschen Konzentrationsanstieg im Plasma und soliten
theoretisch einen sehr friihen Entziindungsnachweis er-
lauben.

Die inflammatorischen Cytokine vermitteln ihre Signal-
wirkung auf Effektorzellen iiber spezifische Membranre-
zeptoren. Dabei handelt es sich meist um Glykoproteine,
die bei Aktivierung der Zelle durch das Cytokin neu syn-
thetisiert und danach extrazellular abgegeben werden. So
wird z.B. die aktivierende Wirkung von IL-2 auf T-Lympho-
zyten durch einen Anstieg des l0slichen IL-2-Rezeptors
(slL-2R) im Plasma signalisiert. sIL-2R ist aufgrund seiner
langeren Halbwertszeit ein besserer Indikator der Aktivie-
rung als die Konzentration von IL-2.

4.1 Tumornekrosefaktoren (TNF)

TNF haben ein Molekulargewicht von 17 Kilodalton, ihre
Gene sind in der Ndhe der MHC-Region auf dem 6. Chro-
mosom lokalisiert. Unterschieden werden TNFa und TNFS.
Beide Polypeptide. haben eine gewisse Aminosauren-
sequenzhomologie. TNFa und TNFS werden zwar von ver-
schiedenen Zelltypen gebildet, binden aber beide an die
bisher bekannten zwei TNF-Rezeptoren (26-28). TNF, auch

Tab. 7: Bedeutung der PMN-Elastase

- Gemessen wird die Konzentration des Elastase-a,Pl-Kom-
plexes

- Die Plasmakonzentration liefert eine Aussage uber den
Aktivierungszustand der PMN im entziindlichen Gewebe

- Indlkatlonen

1. prognostlscher Parameter fiir Komplikationen bei post-
operativen Patienten.

2. Verdacht 9uf neonatale Sepsis.

3. ABgrenz‘urig bakterieller von viralen Infektionen bei
Kleinkindern.
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als Kachektin bezeichnet, wurde frither als Anti-Tumor-
substanz angesehen, daher der Name Tumornekrosefak-
tor. Alle Kérperzellen, auBer den Erythrozyten, haben Re-
zeptoren fiir TNF. Die GefaRendothelzelle soll die gréRte
Sensitivitat fiir TNF haben (28). Wenn TNF mit seinem Re-
zeptor reagiert, kommt es zur Auslosung vieler biologi-
scher Funktionen, die noch fiir 24-36 Std. nach Ablosung
des TNF vom Rezeptor andauern.

4.1.1 TNFa
TNFa hat folgende wesentliche Funktionen:

- proinflammatorisch verstarkt er die Leukozytenextrava-
sation durch Stimulierung der Expression von Adhéasions-
molekiilen (siehe 3.2.1.2). AuBerdem aktiviert TNFa die
Phagozytose und Zytotoxizitat dieser Zellen.

— erinitiiert die systemische Phase der Entziindungsreak-
tion, unter anderem durch Stimulierung der Synthese von
IL-1, IL-6, IL-2 und der Eigensynthese.

— er wirkt immunregulatorisch durch Verstarkung der An-
tigen- und Mitogen-induzierten T-Lymphozytenprolifera-
tion, durch Aktivierung der Expression von MHC-Klasse-
II-Antigenen auf CD4+-Zellen und der Expression des slL-
2R. TNFa aktiviert auBerdem die Proliferation von T-Zel-
len, insbesondere zytotoxischer Lymphozyten (29).

Die diagnostische Bedeutung der TNFa-Konzentrationsbe-
stimmung im Plasma und in Kérperfliissigkeiten ist nicht
klar umrissen. Folgende mdogliche Indikationen sind in
klinischer Evaluation: '

— prognostischer Parameter beim septischen Schock. In
der frilhen Schockphase sollen Nichtiiberlebende héhere
TNFa-Werte als Uberlebende haben. Die Uberlappung ist
aber groR (30). In einer anderen Studie an Patienten mit
intraabdominal bedingter Sepsis hatten diejenigen, die
die Intensivstation lebend verlassen haben, in den letzten
12 Tagen signifikant hohere TNFa-Konzentrationen als die
Patienten mit letalem Ausgang (31).

— Aktivitdtsparameter bei AIDS. Die TNFa-Konzentration
im Plasma korreliert mit der Krankheitsaktivitat (32).

— Akute-Phase-Parameter bei Infektionskrankheiten wie
Masern (33) und Parasitosen.

— prognostischer Parameter bei Lebertransplantation.
TNFa-Werte (ber 100 pg/ml nach Beendigung der Trans-
plantation waren in einer Studie (34) in 82% der Falle mit
einer TransplantatabstoBung verbunden.

4.1.2 TNFB

Eine bekannte Funktion von TNFg wahrend der systemi-
schen Phase eines Infektionsgeschehens ist die Suppres-
sion der Synthese bestimmter Plasmaproteine, der soge-
nannten Anti-Akute-Phase-Proteine, in der Leber (Abb.2).
Es handelt sich um Proteine wie Praalbumin, Albumin,
Lipoproteine und Transferrin. Wahrscheinlich greift TNFS
auf der Ebene der Transskription in die Proteinsynthese
ein.

Die quantitative Bestimmung von TNliﬂ im Plasma und
in Korperflissigkeiten ist klinisch zur Zeit nicht bedeut-
sam.

4.2 Interleukin 1 (IL-1)

IL-1, auch als Alarmcytokin bezeichnet, spielt eine zentrale
Rolle im Netzwerk der Cytokine. Es wird von Monozyten/

Makrophagen, Endothelzellen, Epithelzellen und Fibro-
blasten gebildet. IL-1 ist ein Peptid mit dem Molekularge-
wicht von 17 Kilodalton und kommt in zwei Formen vor,
IL-1a und IL-18. Beide Formen haben nur eine geringe
Aminosédurensequenzhomologie, sind aber in den biologi-
schen Funktionen ahnlich. Es gibt zwei verschiedene IL-1-
Rezeptorén (IL-1R):

— IL-1-RI hat ein Molekulargewicht von 80 Kilodalton und
wird von T-Zellen, Fibroblasten und Endothelzellen expri-
miert.

— IL-1RIl hat ein Molekulargewicht von 60 Kilodalton und
ist vorwiegend auf B-Zellen, Monozyten und PMN lokali-
siert (35).

Beide IL-1R gehoren der Immunglobulinsupergen-Familie
an, nach Bindung von IL-1 an seinen Rezeptor wird der
Rezeptor-Ligandenkomplex in die Zelle aufgenommen
und das Proteinkinase-C-Signaliibermittlungssystem akti-
viert (36).

IL-1 hat systemische und proinflammatorische (lokale)
Effekte. Erstere werden von IL-1f ausgeldst, dessen Pro-
duktion von TNFa reguliert werden soll. Wesentliche
Funktionen von IL-1 im inflammatorischen Geschehen
sind:

— Induktion der Synthese von chemotaktisch wirksamen
Mediatoren wie Prostanoiden und Cytokinen (IL-8, IL-9)
und von IL-6, das die Synthese von Akute-Phase-Pro-
teinen’in den Hepatozyten anschaltet.

— Stimulierung der Expression von Komplementrezepto-
ren auf PMN und Monozyten/Makrophagen dadurch Stei-
gerung der Phagozytoseleistung.

— Stimulierung der Expression von Adhas:onsmolekulen
auf Leukozyten und GefaBendothelzellen und somit For-
derung der Leukozytenextravasation.

— Aktivierung des GefaBendothels zur Umwandlung von
einer antikoagulanten in eine prokoagulatorische Ober-
flache.

— Einbeziehung von Organsystemen in das Infektionsge-
schehen, z.B. Temperaturregulationszentrum mit Ausbil-
dung von Fieber, Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
mit vermehrter Sekretion von Glucocorticoiden, Knochen-
mark mit verstarkter Ausschiittung von Zellen, insbeson-
dere PMN.

Die Indikation von IL-2-Bestimmungen im Plasma und den
Korperfliissigkeiten ist noch nicht eindeutig. So werden
zwar z.B. hohe Werte von IL-18 bei Patienten mit Fieber
und septischem Schock (37)-im Plasma und bei aktiver
rheumatischer Arthritis im Plasma und der Synovialflis-
sigkeit (38) und bei bakterieller Meningitis im Liquor (39)
gefunden, differentialdiagnostische Wertigkeit haben
solche Befunde jedoch noch nicht.

4.3 Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 hat ein Molekulargewicht von 26 Kilodalton und ist
ein multifunktionelles Cytokin mit regulativer Wirkung auf
die Akute-Phase-Reaktion, die Immunantwort und die Ha-
matopoese (40). Proinflammatorisch wird IL-6 von akti-
vierten Monozyten/Makrophagen synthetisiert. Auch an-
dere Zellen kdnnen IL-6 bilden nach der Stimulation durch
IL-1-und TNFe, z.B. Endothelzellen, Fibroblasten, T-Lym-
phozyten, B-Lymphozyten, Keratinozyten, Schilddrisen-
epithelzellen und Tumorzellen (40, 41).

Lab.med. 17: 189 (1993) 189



| Ubersicht |
IL-6 wirkt GUber einen Rezeptor in der Cytoplasmamem-

bran. Es soll sich um ein Glykoprotein von 80 Kilodalton
handeln (40).

4.3.1 IL-6 und Immunantwort

IL-6 wirkt synergistisch mit IL-1 bei der T-Zell-abhangigen
Immunantwort und der nachfolgenden T-Zellproliferation.
Es ist involviert in den terminalen Reifungsschritt von der
B-Zelle in die Antikérper-produzierende Plasmazelle. IL-6
ist ein autokriner Wachstumsfaktor fiir Myelomzellen (42),
und die IL-6-Konzentration im Plasma zeigt beim muiti-
plen Myelom und der Plasmazell-Leukdmie eine direkte
Korrelation mit der Schwere der Erkrankung (43).

4.3.2 IL-6 und Héamatopoese

IL-6 verstarkt die IL-3-induzierte Proliferation hdmatopoe-
tischer Stammzellen und hat z.B. Granulozyten-, Monozy-
ten- und Megakaryozyten-Kolonie-stimulierende Aktivita-
ten (44). Hohe IL-6-Konzentrationen im Plasma werden bei
Promyelozytenleukamie gemessen (45).

4.3.3 IL-6 und Akute-Phase-Reaktion

IL-6 spielt als ,,second messenger” von TNFa und IL-1 eine
wichtige Rolle in der Akute-Phase-Reaktion. Diese ist ein
Bestandteil der systemischen Phase einer Entziindungs-
reaktion und kann labordiagnostisch an einem mehr als
25prozentigen Anstieg bestimmter Proteine im Plasma
erkannt werden. Diese, auch als Akute-Phase-Proteine
genannte Proteingruppe wird in der Leber von den Hepa-
tozyten synthetisiert, wenn IL-6 an seinen Rezeptor bindet.

Die Expression von IL-6-Rezeptoren auf der Hepatozyten-
membran wird aktiviert durch Glucocorticoide (diese wer-
den durch Einwirken des Alarmcytokins IL-1 auf die Hypo-
physen-Nebennierenrinden-Achse verstéarkt sezerniert),
IL-1, IL-6 und Lipopolysaccharide (46).

Die genetische Steuerung der Akute-Phase-Proteinsyn-
these lauft Gber zwei bisher bekannte Wege (47):

— einer aktiviert HLA-Klasse-l-Gene; C-reaktives Protein
(CRP), Serumamyloid-A-Protein (SAA) und Komplement
C3 sind typische Syntheseprodukte dieses Weges.

~ der andere Weg wird vermittels HLA-A-Klasse-lI-Genen
reguliert; typische Plasmaproteine, die Gber diese Regula-

tion synthetisiert werden, sind a,-Antitrypsin, Fibrinogen.

und a,-Makroglobulin (Untersuchungen an der Ratte).

IL-6 schaltet die Synthese der Akute-Phase-Proteine auf
der Ebene der Transkription an.

4.3.4 IL-6 bei entziindlichen Erkrankungen

Bei akuten Entziindungen ist IL-6 der direkte Vorlaufer der
Akute-Phase-Proteine. Aufgrund seiner kurzen Halbwerts-
zeit von etwa 19min und der maximalen Anstiege von
unter 10ng/| bis auf Werte iiber 1000 ng/l nach etwa 4 Std.
bei z.B. bakteriellen Infektionen, ist es theoretisch der
dynamischere Indikator einer Entziindungsreaktion im
Vergleich zu den Akute-Phase-Proteinen. Entsprechende
klinische Untersuchungen fehlen aber noch. Als mégliche
Indikationen der IL-6-Bestimmung kénnen z.B. gelten:
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- die Abschétzung des chirurgischen Traumas nach Ope-
rationen. So soll die IL-6-Konzentration im Plasma mit der
Schwere des operativen Traumas korrelieren (48).

- die Beurteilung der Schwere einer akuten Pankreatitis.
Nekrotisierende Formen haben hdhere IL-6-Plasmakon-
zentrationen als unkomplizierte Verlaufe (49).

- entziindliche Lebererkrankungen (50). Bei Patienten mit
akuter alkoholischer Hepatitis korreliert die Hohe der IL-6-
Konzentration im Plasma mit der Krankheitsaktivitat (51).
— nach Lebertransplantation am Ende der Operation ge-
messene |L-6-Konzentrationen {ber 800ng/l wiesen in
75% der Falle auf eine Infektion in den darauffolgenden
10 Tagen hin (34). :

- die Erfassung der Frithphase eines Entziindungsschu-
bes bei seropositiver chronischer Polyarthritis. In einer
Studie (52) wurden in 30% der Falle erhdhte IL-6-Konzen-
trationen im Plasma gemessen. Andere Studien geben
hohere Prozentsatze an.

- entziindliche Darmerkrankungen (25). Erhohte Konzen-
trationen von IL-6 im Plasma werden haufiger bei M.
Crohn als bei Colitis ulcerosa gefunden. Beim M. Crohn
liegt eine positive Korrelation von IL-6-Konzentration und
dem van Hees-Index, einem Marker der Entziindungsakti-
vitat, vor (25).

4.4 Interleukin 2 (IL-2) und IL-2-Rezeptoren (IL-2R)

Die Aktivierung ruhender, nicht in eine Immunreaktion
einbezogener T-Lymphozyten zu reifen aktivierten T-Zel-
len, erfordert die Synthese von Interleukinen und deren
Bindung an korrespondierende Rezeptoren auf der Cyto-
plasmamembran der T-Zellen. So aktiviert von Monozy-
ten/Makrophagen gebildetes IL-1 die T-Lymphozyten zur
Bildung von IL-2 und der Expression von IL-2-Rezeptoren.
Die Bindung von IL-2 an seinen korrespondierenden Re-
zeptor induziert die Proliferation der T-Zellen. Die Sekre-
tion von IL-2 erfordert jedoch nicht nur IL-1, sondern auch
die HLA-restringierte Erkennung eines von Makrophagen
prasentierten Antigens durch den T-Zell-Antigenrezeptor
(53, 54).

IL-2 ist mit 15 Kilodalton ein relativ kleines Molekil und
wird nur von lymphatischen Zellen gebildet. Neben seiner
Funktion als T-Lymphozytenstimulator aktiviert IL-2 auch
NK-Zellen, verstarkt die zytotoxische Potenz von Monozy-
ten/Makrophagen und fungiert als Differenzierungsfaktor
bei der B-Zellreifung.

Die bei der Aktivierung von T-Zellen gebildeten IL-2-Re-
zeptoren werden nicht nur auf die Cytoplasmamembran
exprimiert, sondern ebenfalls in groReren Mengen in die
interstitielle Flissigkeit und damit auch in das Plasma ab-
gegeben und sind dort als 16sliche IL-2-Rezeptoren (slL-
2R) nachweisbar. Die Bestimmung der Konzentration von
sIL-2R wird als ein frithes und besseres Zeichen der T-Zeli-
aktivierung erachtet als die Konzentrationsbestimmung
von IL-2. '

4.4.1 Léslicher Interleukin-2-Rezeptor (sIL-2R)

Der auf die Cytoplasmamembran exprimierte IL-2-Rezep-
tor besteht aus einer a- und einer g-Kette. Die a-Kette hat
ein Molekulargewicht von 55 Kilodalton, wurde durch den
monoklonalen Antikérper anti-Tac charakterisiert und wird
deshalb auch als Tac-Protein bezeichnet. Die f-Kette hat
ein Molekulargewicht von 75 Kilodalton. Der komplette
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Rezeptor aus ¢- und S-Kette bindet IL-2 mit hoher Affinitat
(110" Mol/l), die p-Kette bindet mit mittlerer Affinitat
(6x10~° Mol/l) und die a-Kette (Tac-Protein) mit niedriger
Affinitat (1x10-® Mol/l). Ruhende T-Zellen haben nur die
B-Kette, diese hat Signalfunktion in das Zellinnere. Das
Tac-Protein hat keine Signalfunktion und wird erst nach
Aktivierung der T-Zelle gebildet. Es hat Helferfunktion und
in kooperativer Interaktion mit der schon bestehenden f-
Kette bildet es den hochaffinen membranstindigen IL-2-
Rezeptor.

Der I5sliche IL-2-Rezeptor (sIL-2R) hat ein Molekular-
gewicht von 45 Kilodalton. Es handelt sich um die ver-
stimmelte aber noch voll glykosylierte Form des Tac-Pro-
teins, die wahrschéinlich durch enzymatische Spaltung
des membranstindigen IL-2-Rezeptors freigesetzt wurde
(65). Es besteht eine positive Korrelation zwischen dem
AusmalR der Lymphozytenaktivierung und der Plasmakon-
zentration von slL-2R. Die obere Grenze des sIL-2R beim
Gesunden ist 650 U/ml (56).

Die Bestimmung von siL-2R als Indikator der T-Zellaktivie-
rung kann zur Beurteilung der Immunaktivierung bei
Krankheiten genutzt werden. Dies hat z.B. eine Bedeutung
bei Autoimmunkrankheiten, infektidsen und malignen Er-
krankungen des lymphatischen Systems sowie Organ-
transplantationen. Die Verlaufsbeurteilung der sIL-2R-
Konzentration kann bei diesen Erkrankungen helfen, die
Krankheitsprogression oder die Effektivitat einer Therapie
zu beurteilen.

Als mdgliche Indikationen der sIL-2R-Bestimmung kénnen
z.B. gelten:

— virale Erkrankungen. Im akuten Stadium ist die Plasma-
konzentration erh6ht bei Patienten mit Masern, infektioser
Mononukleose, Kawasaki-Syndrom, HIV-positiver Lymph-
adenopathie (55).

— die rheumatische Arthritis (RA). Im Vergleich zu Patien-
ten mit Osteoarthritis haben RA-Patienten hohere slIL-2R-
Werte. Es soll eine positive Korrelation zwischen der siL-
2R-Konzentration und der Krankheitsaktivitat vorliegen
(52, 55, 57). .

~ der systemische Lupus erythematodes (SLE). Die Kon-
zentration von slL-2R ist ein Indikator der Krankheitsaktivi-
tat (55), besonders, wenn die Nieren involviert sind. So
korreliert bei Lupusnephritis sIL-2R positiv sowohl klinisch
als auch histologisch mit der Krankheitsaktivitat. Patien-
ten mit einer aktiven Form hatten im Mittel Werte lber
1000 U/ml (58). .

- die Wegnersche Granulomatose. Bei dieser Erkrankung
korreliert die Plasmakonzentration von slIL-2R positiv mit
der Krankheitsaktivitat. siL-2R sind bei Wegnerscher Gra-
nulomatose immer erhoht und bei der deneralisierten
Form im Mittel 5fach. Auch in der Remission ist der Wert
noch etwa 2fach erhéht. Bei einem drohenden Rickfall
kénnen die Werte schon Monate vorher ansteigen (59).

— der Morbus Basedow. Patienten mit erhéhten siL-2R-
Werten zeigten eine bessere Ansprechbarkeit auf Dexa-
methason als Patienten mit niedrigen (56).

— die Verlaufsbeurteilung Nierentransplantierter. Bei Ab-
stoBungskrisen sind sIL-2R und TNFa signifikant erhéht,
ebenfalls bei Cytomegalieinfektion und Urdmie. Eine
Unterscheidung zwischen Cytomegalieinfektion mit oder
ohne AbstoRung kann nicht getroffen werden. Eine Cyclo-
sporin-A-Nephrotoxizitit kann jedoch ausgeschlossen

werden, wenn die sIL-2R-Werte und die Werte von TNF«
gleich denjenigen bei unkomplizierter Nierentransplanta-
tion sind (69).

- maligne h@matologische Erkrankungen. Bei Hodgkin-
und malignen Non-Hodgkin-Lymphomen soll die sIL-2R-
Konzentration positiv mit der Krankheitsaktivitat korrelie-
ren. siL-2R-Werte unter 1000 U/ml| weisen auf eine gute
therapeutische Ansprechbarkeit und hohe 5-Jahres-
Uberlebensrate hin, Werte dariiber auf das Gegenteil (55).
Haarzelleukdmien haben Werte von 10%-10° U/ml.

4.5 Akute-Phase-Proteine

Akute-Phase-Proteine.werden von den Hepatozyten nach
Stimulation durch IL-6 gebildet. IL-6 steuert nicht nur die
Synthese, sondern auch die Glykosylierung dieser Pro-
teine, denn bis auf das C-reaktive Protein (CRP) und das
Serumamyloid-A-Protein (SAA) sind die Akute-Phase-Pro-
teine Glykoproteine (61).

Zu den Akute-Phase-Proteinen zdhlen alle Plasma-
proteine, deren Konzentration wahrend eines akuten Ent-
zlindungsgeschehens um mehr als 25% ansteigt (62). Die
Reaktionsablaufe und der Zeitraum, wiahrend dessen die
Akute-Phase-Proteine erhoht sind, wird als Akute-Phase-
Reaktion bezeichnet. Entsprechend ihrer Reaktionszeit
und der Hohe des Anstiegs werden die Akute-Phase-Pro-
teine in drei Gruppen eingeteilt (Tab.8).

Die Akute-Phase-Proteine haben folgende wichtige Funk-
tionen im Entzindungsgeschehen:

~ sie sind primare, im Vergleich zum Immunsystem zwar
unspezifische, aber mit nur geringer zeitlicher Latenz rea-
gierende Mechanismen in der Abwehr kérperfremder
Substanzen, z.B. Komplexierung von Fremdsubstanzen
durch CRP. .

— sie wirken regulierend auf die von Entziindungszellen
freigesetzten, auch kdrpereigene Strukturen zerstérende
Substanzen, z.B. Hemmung der Serinprotease Elastase
durch a,-Antitrypsin.

-~ Proteine wie CRP (ben eine Kontrollfunktion auf die
Cytokinbildung inflammatorischer Zellen im Sinne eines
feedback-Mechanismus aus.

4.5.1 C-reaktives Protein (CRP)

CRP gehort zur Proteinfamilie der Pentraxine, deren
Namen sich von ihrer pentameren Struktur ableitet. Sie

Tab. 8: Einteilung der Akute-Phase-Proteine in drei Gruppen nach
Kushner (62)

Protein (oM | R it (Std.) | Anstieg (x normal)
CRP <0010 6-10 10-1000
SAA <0030 6-10 10-1000
a,-Antichymotrypsin | 03-06 10 10
saures a,-Glyko-
protein 05-14
ag-Antitrypsin 19-35

« | Haptoglobin 07-36 24-48 . 2-3
Fibrinogen 20-45
[x] 05-1.2
C4 0.2-05 48-72 <2
Coeruloplasmin 0.15-060 f
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Tab. 9: Funktionen des C-reaktiven Proteins (CRP)

1. Bindung und Komplexierung von Molekiilen

- Polyanionen (z.B. Nukleinsiuren) und Phosphoryl-
cholin iiher Ca-abhiingige Bindungsstelle,

- Tolykationen (z.B. Histone) iiber Ca-unabhingige Bin-
dungsstelle.

SekundiirefTekte der Komplexierung sind

- opsonierende Wirkung auf Phagozyten,

- Komplementaktivierung,

- Stimulierung Fc-Rezeptor-tragender Zellen.

2. Hemmung der proinflammatorischen Aktivitit aktivierter
PMN.

bestehen aus finf identischen nicht glykosylierten Unter-
einheiten, die Uiber nicht kovalente Bindungen zusammen-
gehalten werden. Die fiinf Monomere sind planar, das
heilt, wie eine Scheibe in einer Ebene angeordnet (61).

Das Molekulargewicht des CRP ist 120 Kilodalton, und das
humane CRP besteht wie das CRP aller Sdugetiere aus 204
bis 206 Aminosauren pro Monomer. Jedes Monomer hat
zwei funktionelle Regionen zwischen den Aminoséaure-
resten 52 und 66 sowie 133 und 147.

Eine der funktionellen Regionen bindet Ca-lonen-abhan-
gig Phosphatmonoester und besonders gut Phosphoryl-
cholin sowie andere polyanionische Substanzen wie
Nukleinsduren. Phosphorylcholin ist Bestandteil der C-
Polysaccharide in der Zellmembran vieler Bakterien, Para-
siten und Pilze und auch Bestandteil der Phospholipide
menschlicher Zellmembranen.

Die andere funktionelle Region ist eine Ca-lonen-unabhén-
gige Bindungsstelle fir polykationische Substanzen wie
z.B. Protamine, Histone und Polylysine.

Die Funktionen des CRP sind mit denjenigen der Immun-
globuline vergleichbar (Tab.9). Indem CRP an Mikroorga-
nismen oder die Trimmer korpereigener Zellen bindet,
kénnen diese neutralisiert und markiert werden, so daR
sie dann durch die Abrdumsysteme der Immunabwehr
aus der Zirkulation geklart werden kénnen. Zur Aktivie-

rung der Abrdumsysteme bedient sich das CRP der glei-

chen Mechanismen wie z.B. Immunglobuline der Klasse
M und zwar:

- der Opsonierung durch Komplexbildung mit Mikro-
organismen oder mit DNA und Fragmenten lysierter Zel-
len. Die Komplexe werden dann von Phagozyten erkannt
und aufgenommen.

- der Stimulation von Fc-Rezeptor-tragenden mononu-
kledren Zellen, also von B-Zellen, T-Zellen, Monozyten/
Makrophagen.

~ der Komplementaktivierung. Diese erfolgt entweder im
Komplex mit einem Liganden, z.B. Phosphorylcholin oder
unter Bildung von Autoaggregaten.

CRP hemmt ebenfalls die proinflammatorische Aktivitat
der polymorphkernigen Granulozyten (PMN). Bindet CRP
an die PMN-Oberflache, wird es von einer membranstin-
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digen Serinprotease lysiert. Es entstehen Tuftsin-dhnliche
Peptide, die nicht wie Tuftsin selbst die PMN-Funktion
aktivieren, sondern eine Hemmung bewirken (63).

Der intrazelluldre CRP-Pool ist im endoplasmatischen
Retikulum. Der limitierende Schritt der CRP-Synthese ist
wie bei anderen Plasmaproteinen der Transfer des Pro-
teins vom endoplasmatischen Retikulum in den Golgi-Ap-
parat. Nach Stimulation mit IL-6 vermindert sich in isolier-
ten Hepatozyten des Kaninchens die Verweildauer des
CRP von 18 Std. auf 2,5 Std., die intrazelluldre Konzentra-
tion nimmt um das 17fache zu und die Sekretionsrate um
den Faktor 100. ’

Grundsatzlich kann jeder Hepatozyt eines Leberldappchens
CRP bilden. Bei starker Stimulation werden zunehmend
Hepatozyten ausgehend von der periportalen in Richtung
mediolobuldre Zone in den Syntheseprozess mit einbezo-
gen. Es besteht aber eine Heterogenitéat der Leberlapp-
chen in der CRP-Bildung, das heif3t, es existieren mehr
und weniger stimulierte Lobuli. Wahrend der Akute-Pha-
se-Reaktion nimmt der Plasmaproteinumsatz von 3,5%
des Gesamtproteinumsatzes auf etwa 10% zu. Die Halb-
wertszeit des CRP-Anstiegs betrdgt 5-7 Std., die des Ab-
falls 2-4 Std.

4.5.1.1 Klinische Bedeutung des CRP (64-66)

Sowohl der CRP-Einzelwert als auch das CRP-Monitoring
sind diagnostisch bedeutsam. Voraussetzung fir das Auf-
treten einer CRP-Erh6hung ist das Vorliegen eines zyto-
pathogenen Effektes. So bewirken z. B. bakterielle Infektio-
nen, die immer mit einer Gewebeschadigung einherge-
hen, einen deutlichen CRP-Anstieg. Virusinfektionen, die
keinen wesentlichen zytopathogenen Effekt bewirken, wie
die Hepatitis B, Pneumonie, Meningitis, Poliomyelitis ver-
ursachen demgegeniber nur eine leichte CRP-Erhéhung.
Die Hohe des CRP-Anstiegs kann deshalb ein wichtiges
differentialdiagnostisches Kriterium bei Infektionen sein.
Pauschal gilt, daR maximale Anstiege bis 50 mg/l eher fir
virale Infektionen und dariiberliegende fiir bakterielle
sprechen.

Bei bekannter Entziindungsursache besteht eine direkte
Beziehung zwischen der Aktivitat bzw. dem Ausmald der
Entziindung und der Hohe der CRP-Konzentration. Es gibt
jedoch Ausnahmen. So scheint bei bestimmten Auto-
immunerkrankungen kein oder nur ein geringer Stimulus
fiir eine Akute-Phase-Reaktion vorzuliegen, trotz einer er-
heblichen Entziindungsreaktion. Beispielhaft sind zu nen-
nen der systemische Lupus erythematodes, die Dermato-
myositis, die Sklerodermie und die Colitis ulcerosa. Inter-
kurrende Infektionen konnen jedoch bei diesen Auto-
immunerkrankungen eine CRP-Erhéhung verursachen.

Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit ist CRP ein dynami-
scher Parameter, der rasch die Verdnderungen im inflam-
matorischen Ablauf anzeigt. Die wiederholte CRP-Bestim-
mung ermoglicht deshalb die Uberwachung eines Ent-
zlindungsgeschehens. Eine wichtige Bedeutung hat das
CRP-Monitoring z.B.:

- nach operativen Eingriffen. Wahrend CRP nach 3-5
Tagen bei unkompliziertem Verlauf signifikant abféllt, zeigt
z.B. die Leukozytenzahl und die Blutkérperchensenkungs-
geschwindigkeit kein eindeutiges Verhalten. Treten Kom-
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Tab. 10: Indikationen zur CRP-Bestimmung (67)

o

B Erkennung systemischer Entziindungsgeschehen

(Ausnahmen: zum Beispiel gewisse Entziindungen wie
SLE, Colitis ulcerosa

B Beurteilung des Erfolgs einer Antibiotikatherapie bakte-
rieller Infektionen .

B Erkennung intrauteriner Infektionen bei vorzeitigem Bla-
sensprung .

0 Differenzierung zwischen aktiver Erkrankungsform und
inaktiver Form mit zusétzlicher Infektion:
— zum Beispiel bei Patienten mit SLE und Colitis ulcerosa

B Einschatzung der Krankheitsaktivitdt rheumatischer
Krankheiten und Beurteilung einer antiinflammatorischen
Therapie B

B Friherkennung postoperativer Komplikationen (Wundin-
fektion, Thrombose, Pneumonie)

B Abgrenzung der Infektion von einer AbstofRungsreaktion
bei Knochenmarktransplantierten

plikationen auf wie Wundinfektion, Pneumonie oder
Thrombose, falit CRP nicht ab, sondern steigt sogar noch
an. Die CRP-Konzentration ist abhangig von dem Ausmal
des Eingriffs und z.B. bei Cholecystektomie héher als bei
einer Lymphknotenbiopsie.

— bei entziindlichen Organerkrankungen. So steigt bei
hamorrhagischen Verlaufsformen der akuten Pankreatitis
der CRP-Wert auf iiber 200mg/l an, wéhrend er beim un-
komplizierten Verlauf abfallt.

— zur Auswahl und Erfolgskontrolle einer Antibiotika-
therapie. . . .
— zum Auffinden und der Dosierung einer giinstigen
entziindungshemmenden Therapieform. Bei effektiver
Therapie kommt es innerhalb von 48 Std. zu einem Abfall
des Fiebers und zur Besserung des klinischen Zustands-
bildes.

Das CRP ist zwar ein hochsensitiver Parameter fiir akut-
entziindliche Geschehen,-hat aber nur eine geringe diffe-
rentialdiagnostische Wertigkeit in akuten klinischen Situa-
tionen oder fiir spezifische Infektionskrankheiten. In ei-
nem kritischen Ubersichtsbeitrag (67) wurden die in
Tab. 10 genannten Indikationen empfohlen.

5.0 Schilu3folgerung

Dieser Beitrag bietet eine Ubersicht zur Pathobiochemie,
Diagnostik und der Literatur der Entziindung. Wéhrend
das CRP ein Entziindungsparameter mit relativ breiter
Indikation ist, hat die Bestimmung der inflammatorischen
Cytokine nur eine eng begrenzte Bedeutung. Klinische
Studien werden in den niachsten Jahren zeigen, ob die
inflammatorischen Cytokine als bedeutsame Gréen fir
die Diagnostik, Differenzierung und Verlaufsbeurteilung
entziindlicher Geschehen herangezogen werden kénnen.
Zumindest fir die friihe Diagnostik von Infektionen ist die
quantitative Bestimmung inflammatorischer Cytokine mit
den kommerziell verfiigbaren Immunoassays wertlos im
Vergleich zur CRP-Bestimmung (68).
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