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Proteinase 3 (PR 3) ist das wichtigste Zielantigen der antineutrophilen zytoplasmatischen Antikdrper
bei der Wegnerschen Granulomatose. Das Enzym ist eine 29 kD Serinprotease und wird in den
azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten gespeichert. Es besteht eine ausgepragte Homo-
logie mit den Enzymen Elastase und Cathepsin G. Aufgrund seiner enzymatischen Aktivitdt kann PR 3
kultivierte Endothelzellen lysieren und verursacht ein Lungenemphysem, wenn es in Hamsterlungen
instilliert wird. Weiterhin kann es zusammen mit einer Schwellenkonzentration von Cathepsin G
Thrombozyten aktivieren.

Die Wegnersche Granulomatose ist eine nekrotisierende granulomatése Vaskulitis, die vor allem die
Atemwege und Nieren befallt. Die Histologie der akuten Lasion der Erkrankung wird durch die
Infiltration von neutrophilen Granulozyten gepragt. Der Uberwiegende Anteil der Patienten hat anti-
neutrophile cytoplasmatische Antikdrper (CANCA), die im ELISA eine Spezifitat fir PR 3 aufzeigen. Es
ist wahrscheinlich, daf? PR 3 eine Bedeutung bei der Pathogenese der Wegnerschen Granulomatose
hat.

Interleukin-8 (IL-8) ist ein Chemokin der C-X-C Familie und wird unter anderem durch Endothelzellen,
Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten produziert. Ein wichtiger Angriffspunkt des Chemokins sind
neutrophile Granulozyten. Die wesentlichen biologischen Wirkungen von IL-8 auf Granulozyten
beinhalten die Forderung der Chemotaxis, die Stimulation der Expression von Adh&sionsmolekiilen
und die Aktivierung mit Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Granula.

Es ist bekannt, dafl3 die neutrophile Elastase die IL-8-Produktion durch Bronchialepithelzellen stimu-
lieren kann. Daher interessierte uns die Frage, ob die Enzyme der neutrophilen a-Granula Elastase,
Cathepsin G und insbesondere PR 3 die IL-8 Produktion durch Endothelzellen stimulieren und auf
diese Weise zu einer Verstarkung einer Entziindung beitragen kénnen.

Um diese Fragestellung beantworten zu kénnen, kultivierten wir humane Nabelschnurendothelzellen
und behandelten diese mit verschiedenen Konzentrationen hochgereinigter PR 3, neutrophiler
Elastase und Cathepsin G. Die Versuche wurden sowohl mit aktiven als auch mit inaktivierten
Enzymen durchgefiihrt. Die IL-8-Konzentration im Uberstand wurde mit einem ELISA bestimmt. In
einem zusatzlichem Versuch wurde der Einfluld von PR 3 auf die MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein)-Produktion untersucht.

Um die de novo-Synthese von IL-8 zu untersuchen, hemmten wir die Translation mit Cycloheximid
und fiihrten Northern Blots mit Proteinase 3 behandelten Endothelzellen durch.

Sowohl die Anwesenheit von PR3 wie auch die von Elastase filhrte zu einer Verstarkung der IL-8-
Produktion durch Endothelzellen. Optimale Konzentrationen an PR 3 fluhrten zu einer 15,6-fachen
Steigerung der IL-8-Produktion. Elastase filhrte zu einer 4,2-fachen Steigerung. Cathepsin G hatte
keinen Einflud auf die Produktion von IL-8. Die Zugabe von PR 3 fuhrte ebenfalls zu einem
dosisabhéngigen bis zu 2,6-fachen Anstieg der MCP-1-Produktion.

Obwohl die Zugabe von al-Antitrypsin die Elastase vermittelte IL-8 Produktion vollstandig blockierte,
hatte a1-Antitrypsin keinen signifikanten EinfluR auf die PR 3 vermittelte IL-8-Produktion. Sowohl die
durch PR 3 als auch die durch Elastase gesteigerte IL-8 Produktion konnte durch die Zugabe von
Cycloheximid blockiert werden. Im Northern Blot konnte eine erhdhte endotheliale IL-8-m-RNA-
Expression nach Stimulation mit PR 3 nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, daf3 die neutrophile Elastase und PR 3 die IL-8 de novo Synthese
durch Endothelzellen steigern kénnen. Im Gegensatz zu Elastase Ubt PR 3 diese Wirkung unabhangig
von seiner enzymatischen Funktion aus. Die Mechanismen, wodurch diese Enzyme die Chemo-
kinproduktion durch Endothelzellen steuern, sind bisher nicht bekannt.



Wir postulieren, daf? die lysozymalen Enzyme PR 3 und Elastase durch die Stimulation der endo-
thelialen IL-8-Synthese zu einem sich selbst verstarkenden Entzindungsprozel3 beitragen. Hierbei
fuhrt die Freisetzung dieser Enzyme zur erhdhten Freisetzung von IL-8 durch Endothelzellen. Dieses
konnte zu einer verstarkten Chemotaxis, Adhasion und Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
fuhren, was wiederum in einer fortgesetzten Freisetzung von PR 3 und Elastase minden wiirde.

Uber die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir die Pathogenese der Wegnerschen Granulomatose kann
zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden. Es wird interessant sein, den EinfluR von anti-PR 3-
Antikdrpern auf die PR 3 vermittelte IL-8 Produktion zu untersuchen.



