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Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 35, 283-299 (1979)

Priklinische Forschung, Sandoz AG, CH-4002 Basel

DIE FREISETZUNG VON PROTEINASEN AUS NEUTROPHILEN
LEUKOZYTEN UND MAKROPHAGEN

MARCO BAGGIOLINI

Zusammenfassung

Die Houptquellen der Proteincsen, die im Verloufe einer entzindlichen Reaktion Gewebs-
strukturen zerstiren, sind die neutrophilen Leukozyten und die Mokrophogen. Beide Zellen
enthalten und /oder bilden eine grosse Zohl von sauren und neutralen Hydrolasen einschliess-
lich Vertreter aller vier Klassen von Gewebsproteinasen. Die Neutrophilen sind kurzlebige
Endzellen mit grossen Enzymspeichern {den azurophilen urd spezifischen Granula}, die sie
in der Regel im Verlaufe der Phagocytose entleeren. Maokrophagen sind langlebige Zellen
mit elnem ausgesprochenen Potentiol fur funktionelle Differenzierung. In den Makrophagen
werden Proteinasen und andere lytischen Enzyme durch Phagozytose oder durch Sekretion
freigesetzt (letzteres vor allem bei aktivierten Makrophagen) und durch kontinuierliche
Proteinsynthese erneuvert.

Die sauren und neulralen Proteinasen der Neutrophilen und Makrophagen, ihre subzellul@re
Lokalisierung, ihre Eigenschaft in bezug auf Gewebszerstérung und die Mechanismen ihrer

Freisetzung werden beschrieben,

Abstract

The main source of proteinases that degrade tissue components in the course of inflammation
are neutrophil levkocytes and macrophoages. Both cells contain and/or produce o large variety
of acid and neutral hydrolases including representatives of all four closses of tissue proteinases.
Neutrophils are short-lived end cells with large enzyme stores (i.e. azurophil and specific
granules) which they normally discharge in the course of phagocytosis. Macrophages are long-
lived cells with a great potential for functional differentiation. In macrophages, proteinases
and other |ytic enzymes are rel eased both by phagocytosis and by secretion {the latter partic-

ulorly in activated macrophages) and replaced continuously by de nove synthesis.
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The acid and neutral proteinases of neutrephils and macrophages, their subcellular localization,

their properties in relation to tissue domage and the mechanisms of their release are described.

Die Zellen

Neutrophile Leukozyten und Makrophagen sind die Hauptquellen der Enzyme, die im Verlaufe
gines entzindlichen Prozesses extrazelluldres Moterial verdouen vnd Bindegewebsstrokturen
zersttren. Beide Zellen haben eine dhnliche Ausstattung an sauren und neutralen Hydrolasen
und bei beiden ist die Phagozytose die Hnuptfunkﬁoﬁ.

Die neutralen Leuvkozyten werden im Knochenmark gebildet. Wahrend threr Reifung, die beim

Menschen zwei Wochen davert und damit bei weitem die |dngste Lebensphase dieser Zellen
darstelIt, entstehen aus pluripotenten Stammzellen kurzlebige und hochspezialisierte Phago-
zyten. Der Reifungsprozess ist durch die sequentielle Bildung von zwei Typen von Granula
charakterisiert. Die azurophilen Granule werden zuerst, wihrend des Promyelozytstadiums,

und die spezifischen Granula etwas spiiter, wishrend des darauffolgenden Myelezytstadiums,
gebildet BAINTON et al., 1971}. Mit diesen beiden Phasen ist die Bildung der Enzymspeicher
abgeschlossen. Dies hat zur Folge, dass die reifen Neutrophilen freigesetzte Enzyme nicht
ersetzen kBnnen. Die Ultrastruktur der reifen Zelle ist in Abbildung 1 illustriert. Die Granula
sind ihre wichtigsten zytoplasmatischen Crganellen. Durch die zytochemische Darstellung

des Peroxydase, die ousschliesslich in den azurophilen Granula vorkommt, lassen sich beide
Granulapopulationen leicht unterscheiden. Zusdtzlich sind einzelne Mitochondrien, Membranen,
die zusammen mit der perinukledren Zysterne zum glatten endoplasmatischen Retikulum gehoren,
und einen kleinen, wahrscheinlich ruhenden Golgi-Apparot zu erkennen. Infoige der préparative
Technik ist in diesem Bild das zytoplasmatische Glykogen nicht erkennbar, das die Hauptener-
giequelle der Neutrophilen darstel lt.

Die biochemische Charakterisierung der azurophilen und spezifischen Granula war einer der
wesentlichen Schritte zum Verstandnis der pathophysiologischen Beteiligung der neutrophilen
Leukozyten an den destruktiven Prozessen der Entzindung. Beide Granula wurden durch sub-
zelluldre Fraktienierung aus den heterophilen Leukozyten des Kaninchens (BAGGIOLINI et

al., 196%; 1970a; 19/0b) sowie aus menschlichen Neutrophilen isoliert BRETZ und BAGGIOLIN
1974 SPITZNAGEL et al ., 1974}, In beiden Spezies sind die azurophilen Granula gréssser und
dichter als die spezifischen und knnen daher sowohl durch differentislle Sedimentation als
auch durch Dichtedgquilibrierung getrennt werden BAGGIOLINI et al., 1974). Die erwithnten
Arbeiten und die nachfolgenden Studien zur subzelluldren Lokalisation der neutralen Proteinasen

{(DEWALD et al., 1975; MURPHY &t al., 1277) haben ein umfassendes Bild der Granulazusammen-
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Abb. 1. Elektronenoptische Teilansicht eines neutrophilen Leukozyten aus menschlichem

Blut mit zytochemischem Peroxydasenachweis. Die peroxydase-positiven azurophilen Granula
-und die negativen spezifischen Granule {og und sg} sind im ganzen Zytoplasma verteilt,

Kern (n) mit perinukledrer Zysterne (pnz).

setzung ergeben und damit genave Vorstellungen tiber die Enzyme vermittelt, die in die
phagozytischen Vakuolen und in den extrazelluldren Raum freigesetzt werden. Diese Enzyme
und einige nicht-enzymatische Komponenten der Granula sind in Tabelle 1 angegeben. In
quontitativer Hinsicht sind die Serinproteinasen, die Myeloperoxydase und dos Lysozym am
wichtigsten {Abb. 2). '

Die Makrophagen sind langlebige Phogozyten. Sie stammen cus den Blulmcnozyten und

kommen in den Geweben und in den Kérperhshlen als freie oder sessile Zellen vor VAN
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Tabelle 1. Komponenten der azurophilen und spezifischen Granula von menschlichen
neutrophilen Leukozyten

Azurcphile Spezifische

Granula Granula
Saure g-Glycerophosphatase keine
Hydrolasen MN-Acetyl -B-gl ykosaminidase

g-Glukuronidase

a-Mannosidase

Kathepsin B

Kathepsin D
Neutrale Elastase Kollogenase
Proteinasen Kathepsin G

Proteinase 3
Mikrobizide Myeloperoxidase
Enzyme Lysozym Lysozym
Andere Laktoferrin

Vit B12 bindende Proteine

FURTH et al., 1975). Im Vergleich zu den neutrophilen Levkozyten weisen die Mokrophagen
relativ kleine, morphologisch unauffallige Enzymspeicher auf. Sie haben jedoch die Maglich-
keit, ihre Exportenzyme kontinuierlich zu synthetisieren. Es ist erst in den letzten Jahren
gezeigt worden, dass die Mckrophagen ausgesprochene sekretorische Eigenschaften besitzen,
die unabhiingig von ihren wohlbekannten endozytischen Funktionen zum Ausdruck kommen.
Menschliche Makrophagen sind experimentell schwer zugltinglich. Es liegen Arbeiten Uber
Blutmonozyten und Knochenmarkmakrophagen vor (GORDCON et al., 1974; MEERPOHL et al .,
1976), aber die Erfahrungen mit diesen Zellen sind noch begrenzt. Daos klossische Modell ist

der peritoneale Makrophag der Maus. In meinen AusfUhrungen werde ich mich auf die Patho-
physiologie dieser Zelle begrenzen. Maus;makrophagen werden durch Auswaschen des Peri-
tonealroumes mit physiologischer Kochsal z15sung oder mit Kulturmedium gewonnen. Makro-
phagen haften leicht on den Kulturge fissen und knnen von anderen, weniger zum Hoften
neigenden Zellen getrennt werden. Die hoftenden Zellen lossen sich ohne Probleme wihrend
mehrerer Wochen in Kultur halten, was das experimentelle Studium ihrer Physiologie er-
leichtert (SCHNYDER und BAGGIOLINI, 1978a). Abbildung 3 zeigt die wesentichen
strukturellen Merkmole der Mousmakrophagen. Der grosse Golgi-Apparct, dos stark ent-
wickelte rouhe endoplasmatische Retikulum und die zohlreichen Mitochondrien verleihen

den Eindruck einer in synthetischer und metabol ischer Hinsicht hochaktiven Zelle.

284



~4— ( Triton-

Myelo- —» Artefakt)

péroxidase

‘4— Proteinase 3

Elastase

Kathepsin G

PROTEIN AS-D ©

Abb. 2, Elektrophoretische Analyse eines Exiraktes aus gereinigten azurophilen Granuvla aus
menschlichen neutrophilen Leukozyten, Gel-elekirophorese in 20-prozentigem Polyacrylamid
bei pH 4.3. Nachweis der Proteine mit Coomassie Brillant Blue und Nachweis der neutralen
Proteinasen mit Naphthol AS-D-Azetat als Substrat (DEWALD et al., 1975). Werden die.
Extrokte, wie in diesem Fall, in Anwesenheit von Triton-X-100 hergestellt, so entsteht im
Zymogramm eine zustitzliche Bande.

Die gewebszerstrenden Enzyme

Als Proteine sind die wichtigsten strukturellen Makromolekiile des Bindegewebes wie
Proteoglykane, Kollagen und Elastin natirliche Proteinasesubstrate. Gewebszersttrung ist
daher im wesentlichen als die Folge der Freisetzung von Proteinasen anzusehen. Wie ous
Tabelle 2 hervorgeht, sind alle vier Klassen von Gewebsproteinasen in den Neutrophilen
und den Makrophagen vertreten. Wichtige Eigenschaften dieser Enzyme und ihre miglichen
pathophysiologischen Auswirkungen sind in der Folge dargestellt.
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Abb. 3. Elektronenoptische Teilansicht eines Mausmakrophagen aus der Peritoneal hdhle nach
siebentigiger Kultur. Oben: Perinukletdre Region mit Golgi-Apparat (Ga) bestehend ous
mehreren Gruppen von Zysternen (Gz). Unten: Zytoplasmatische Region reich an rauhem
endoplasmatischem Retikulum {rer) und Mitochondrien (m). Phagozytische Vakuole (pv);
Kern (n) mit perinukledrer Zysterne (pnz).

Serinproteinasen sind die wichtigsten Komponenten der azurophilen Granula der neutrophilen

Leukozyten {vgl. Abb. 2). Aufgrund der katalytischen Eigenschaften gegeniber synthetischen
Substraten unterscheider man Elastose, Kathepsin G und ein drittes Enzym, die Proteinase 3

(DEWALD et al., 1975; BAGGIOLINI et al., 1978). Ein weiteres Serinenzym, Plasminogen-
aktivator, wurde kurzlich an menschlichen Neutrophilen von GRANELLI-PIPERNGC et al.

(1977) beschrieben. Im Gegensatz zu den anderen ist diese Proteinase nicht in den azurophilen
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Tabelle 2. Phogozytenproteinasen

Typ Menschliche Maus-
E.C. Neutrophile Makrophagen
Serinprote inasen Elostase Elastase
3.4.21 Rathepsin G

Proteinase 3

Plasminogenaktivator Plasminogenaktivator
Thiolproteinasen Kathepsin B Kathepsin B
3.4.22
Karbaxylproteinasen Kathepsin D Kathepsin D
3.4.23
Metalloproteinasen Kollagenase Kellagenase
3.4.24

Granula sondern in kleineren, noch nicht chorakterisierten Organellen lokalisiert BRETZ,
1978), die anscheinend durch Sekretion entleert werden (GRANELLI-PIPERNO et al., 1977).
Plasminogenaktivator kommt auch in Makrophagen vor. Er wird von aktivierten Makrophagen
in grosser Mange sezerniert (UNKELESS et al., 1974). Aklivierte Makrophagen produzieren
zustitzlich Elastase WERB und GORDON, 1975b). Die beiden Serinenzyme der Makrophagen
werden nicht Tnirazellultir gespeichert. thre Sekretion ist kontinuierlich und von fortlaufender
Neusynthese abhiingig.

Wegen ihrer Verfligbarkeit in grosser Menge und ihrer geringen Substratspezifitit ist die
Elastase der Neﬁhophilen ein migliches Schlusselenzym der entziindiichen Gewebszerstirung.
Viele |8sliche und strukturelle Proteine sind als ibr Subsirat beschrieben worden (HAYEMAN
und JANQFF, 1978). Barrett und Mitarbeiter (STARKEY et al., 1977: BARRETT, 1978) haben
die Wirkung von gereinigter neutrophiler Elastase und Kathepsin G auf Knorpel fragmente
untersucht und dadurch eine sindrucksvolle Darstellung der Prozesse gegeben, die sich bei
der entziindlichen Zersttrung von Gelenkknorpeln, Basalmembranen und Ghnlichen Strukturen
abspielen ktnnen. Das Proteingerist der Proteaglykane ist ein recht empfindliches Substrat,
Bereits bei niedrigen Enzymkonzentrationen sind Peptidoglykanbruchsticke im Medium nach-
zuweisen, und der Abbauprozess lasst sich bis zur vollstindigen Extraktion des Proteoglykan-
materials aus dem Knorpel fortfUhren. Beide Enzyme, aber besenders die Elastase, wirken auch
auf das Kollagen. Sie hydrolysieren die nicht-helikalen, N-terminalen Peptide, die die intra-
und intermolekul dren Bedingungen iragen, und |dsen dadurch aus dem fibrillsren Kollagen
a-Ketten in monomerer Form heraus. Wir haben vor kurzem gezeigt, dass Elastase und

Kathepsin G, wie andere Proteinasen {/ ISCHER, 1974 ; KAPLAN und BONA, 1974), B-
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Lymphozyten stimulieren und dadurch die Bildung von Immunglobulinen anregen ISCHER
et al., 1978). '

Thiolproteinasen. Kathepsin G, die thiolabhdngige saure Proteinase der Lysosmﬂén,wurde in
den Neutrophilen BAGGIOLINI et ¢l., 1978) und in den Makrophagen nachgewiesen
(WIENER und CURELARU, 1975). Obschon Kathepsin G nicht in grosser Menge vorliegt,

kinnte die Proteinase beim Kollagenohbau beteiligt sein, weil sie wie die Elastase die
Telopeptide zerstort. Kathepsin B durfte auch bei der Aktivierung latenter Kollagenase be-
teiligt sein (EECKHQUT und VAES, 1977), eine Wirkung, die auch Plasmin custibt (WERB et
al., 1977).

Karboxyl proteinasen. Der Vertreter dieser Klasse ist Kathepsin D, die bestbekannte saure

Proteinase der Lysosomen. Kathepsin D hat eine sehr breite Substratspezifitat und ein pH=
Optimum von ca. 3. Deshalb wirkt die Proteinase im wesentl ichen bei intrazellularen Ver-
davungsprozessen, da in phagozytischen oder autaphagischen Vakuolen eher die Miglichkeit
besteht, das Milieu genigend saver zu halten. |
Metal loproteinasen. Menschiiche Neutrophile enthalten gine spezifische Kollogenase
(MURPHY et al., 1977), die das Kollagenmolekiil in die zwei typischen TC ,- und TCB-'

Fragmente spaltet. Dieses Enzym scheint sich jedoch von den klassischen Gewebskollogenasen

zu unterscheiden, da es | 3sliches Kollagen leichter hydrolysiert als fibrilldres. Eine Kollagen-
ase wird auch von aktivierten Makrophagen produziert und, wie im Falle der Serinproteinasen,
fortlqufend sezerniert (WERB und GORDON, 1975a). Die Eigenschaften der Maokrophagen-
kollagenase sind leider weitgehend unbekannt. HAUSER und V AES (1978} haben kirzlich

eine Metal loproteinase in Kaninchenmakrophagen beschrieben, die ebenfolls sekretorisch

freigesetzt wird und Knorpelproteoglykane abbaut, ohne auf das Kollagen zu wirken.

Die Mechanismen der Enzymfreisetzung

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Freisetzung von Enzymen in allen Zellen
grundsatzlich nach dem Prinzip einer selektiven Verschmel zung von Enzymspeicher und
Plasmamembran. Die Speicherorganel len, die uns im Zusammenhang mit Gewebszerstdrung
interessieren, sind die azurophilen und spezifischen Granula, primidre und sekunddre Lysosomen
und sekretorische Vesikel. Letztere sind die noch hypothetischen Tréger von Plasminogen-
aktivator und neutralen Proteasen der Makrophagen. Zum besseren Versténdnis der entziind-

lichen Gewebszerstrungsprozesse ist es wichtig, zwischen Sekretion und Freisetzung wahrend

der Phagozytose zu unterscheiden. Der Unterschied leuchtet sofort ein, wenn man an die qus-

|gsenden Stimuli denkt. Die phagozytosebedingte Freisetzung wird durch die Wechselwirkung
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zwischen Phagozyten und Partikeln ausgelist. Es ist dabei wichtig, dass die als Stimulus
wirkenden Portikel zugleich auch die Substrate der freigesetzien Enzyme sind. Im Vergleich
dozu ist die Sekretion ein allgemeineres Phinomen, das in vielen Zellen vorkommt und das
von verschiedenartigen Stimuli ausgel 8st wird. Es gibt viele Anzeichen dafur, dass die Ent-
leerung von Enzymspeichern in spezialisierte Bereiche der Plasmomembran erfolgt, und es
wird angenommen, dass lokalisierte Verdnderungen in der Zellmembran und im ekioplasma-
tischen Bereich der Freisetzung selbst vorausgehen.

Selbstverstandlich werden lytische Enzyme auch aus absterbenden Zellen abgegeben. Hin-
sichtlich Gewebszerstdrung ist eine solche ungezielte Freisetzung lediglich bei akuten
Prozessen von Bedeutung, die durch massives Absterben von Granulozyten gekennzeichnet
sind,

Freisetzung von Enzymen aus neutrophilen Leuvkozyten. Die Enzyme der Granula werden beim

Neutrophilen in der Regel wihrend der Phagozytose freigesetzt. Der Prozess beginnt mit der
Erkennung einer Partikel (Neutrophile erkennen nur opsonisierte Partikel durch die Fe- und
CS-Rezepioren ihrer Membran). Am erkennenden Pol der Zelle bilden sich um die Partikel
Pseudopoden und innerhalb weniger Sekunden entleeren sich bereits die ersten Granula in
die entstehende phagozytische Vakuole. Diese Sequenz ist sehr rasch und es ist experimentell
kaum mbglich, die exakte Reihenfolge der einzelnen Phtinomene zu bestimmen. In Anlehnung
an Befunde mit sekretorischen Zellen {MELDOLESI et al., 1978} wird jedoch angencmmen,
dass die becbachtete Hyperpolarisation der Membran (KORCHAK und WEISSMANN, 1978)
sowie eine Neuverteilung von Kalziumionen im submembrandren Raum unmittelbar auf die
Partikelerkennung folgen. Die kontraktilen Filamente des Ektoplasmas sind fur die Bildung
der phagozytischen Vakucle massgebend (STOSSEL, 1977). Es ist wahrscheinlich, dass ibre
Umordnung im Bereich der entstehenden Vakucle den Kontakt zwischen Grenula und Plasme-
membran begUnstigt und dadurch die Yoraussetzungen fiir eine selektive Enzymfreisetzung
schofft. Eine weitere Antwort der stimulierten Neutrophilen, welche die Phagazytose begleitet,
ist die Ankurbelung des Pentosephosphatzyklus und die Bildung von Superoxid, das fur die
antimikrobiellen Wirkungen dieser Zellen von grundlegender Bedeutung ist BABIOR et al.,
1973). Das superoxidproduzierende Enzym ist membrangebunden (DEWALD et al., 1979) und
wird beim Kontokt der Zelle mit phagozytierbaren Partikeln aktiviert. Es ist nicht klar, b
die Enzymfreisetzung und die Produktion von Superoxid voneinander abhtingig sind. Es steht
jedoch fest, doss Neutrophile von Individuen mit chronischer Granulomatose, die kein Super-
oxid bilden, hinsichtlich Phogozytose normal sind.

Zur Beurteilung der Rolle der neutrophilen Leukozyten bei der Gewebszerstérung ist wesent-

lich festzuhalten, dass die Freisetzung von Granulaenzymen in der Regel massiv ist (Abb. 4),
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Abb. 4. Elektronenaptische Teilansichr eines neutrophilen Leukozyten aus menschl|ichem
Blut, der eine Hefezelle phagozytiert hat. Zytochemischer Nachweis der Peroxydase.Massive
Entleerung von ozurophilen Granula in die phagozytische Vakuele.

und dass die Grenula bereits wiahrend der Entstehung der phagozytischen Vakuolen, und nicht
erst nach deren Abschluss, entleert werden {(Abb. 5). Das hat zur Folge, doss die Phaogozytose
regelmidssig mit mehr oder weniger cusgeprigter extrazellulidrer Abgabe von Granuloenzymen
einhergeht, und dass die Phagozyten auch Strukturen anbauven kéinnen, die zu gross sind, um

in eine Vakuole eingeschlossen zu werden. Letzteres ist besonders wichtig bei der Zerstérung

von Knorpel oder der Beschiidigung der Basalmembran von Gefdssen. In der schematischen
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Abb. 5. Elektronenoptische Teilansicht zweier neutrophiler Leukozyten aus menschlichem
Blut (N1 und N3), die gemeinsam an der Phagozytose einer Zymosanpartike! (zy) beteiligt
sind, Zytochemischer Nachweis der Peroxydase. Freisetzung von peroxydase-positiven
Granulainhalte in die noch offene Vakuole (Pfeile). Kern (n); azurophile Gronula (ag).

Darstel lung von Abbildung 6 sind domit die Zustinde A und B in mechanistischer Hinsicht
aequivalent. In beiden Fdllen wird die Enzymfreisetzung durch ein partikultres Substrat aus-
gel8st, das von der Zelle als phagozytierbar erkannt wird. Im Fall A ist dos Substrat klein und |
wird daher vollsténdig in die Zelle aufgenommen. In Fall B dagegen ist die Aufnahme des
Substrates unmbglich. Wesentlich ist jedoch, dass das Substrat in beiden Fillen einer massiven
und gerichteten Enzymfreisetzung ausgesetzt ist. In mancher Hinsicht ist Fall B mit Fall D
vergleichbar, der den Abbau von Knochenmatrix durch einen Osteoklasten symbolisiert. Wie
bei B bildet sich auch hier eine Hemivakuole, die optimale Bedingungen fur den lytischen

Vorgang sichert.
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Abb. 6. Freisetzung von Enzymen aus intrazel fuldren Speichern. {A) und (B), Freisetzung
wiihrend der Phagozytose, {C) Freisetzung durch Sekretion (Exozytose) und (D) Freisetzung
an der Front eines Ostecklasten, Weitere Erltuterungen im Text.

Anders als die Granuloenzyme wird bei den neutrophilen Leukozyten Plasminogenaktivator
anscheinend durch Sekretion freigesetzt (GRANELLI-PIPERNO et al., 1977). Wegen ihrer
niedrigen Neusynthesekapazitit sind diese Zellen jedoch kaum imstande, derartige sekretori-
sche Proteine in Mengen bereitzustellen, die mit denjenigen der Granulaenzyme vergleichbar
whren.

Freisetzung von Enzymen aus Mokrophegen. Die beiden besprochenen Mechanismen der

Enzymfreisetzung, die Freiseizung withrend der Phogozytose und die Sekretion, sind bei den
Makrophagen von Bedeutung. Bei phagozytierenden Makrophagen entleeren sich primtre und
sekundtire Lysosomen in die phagozytische Vakuole. Dieser Prozess verlauft grundstitzlich
wie bei den neuirophiln_en Leukozyten {siehe oben). Anders ist jedoch die Zusammensetzung
des freigesetzten Enzymgemisches, da die Lysosomen im Gegensatz zu den ozurophilen
Granulo keine neutralen Proteinasen enthalten. Die neutralen Proteinasen der Makrophagen
werden ousschliesslich durch Sekretion freigesetzt. Aus diesem Grund wurden in den letzten
Johren die sekretorischen Mechanismen dieser Zellen besonders aufmerksam untersucht.
Enzymsekretion und besonders die Sekretion von neutralen Proteinasen ist ein chorakteristi-
sches Merkmal der entziindlichen oder aktivierten Makrophagen. Aktivierung bezeichnet

eine biochemische oder funktionelle Differenzierung dieser Zellen, die durch eine Vielfalt
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Abb. 7. Enzymsekretion bei aktivierten und nicht-aktivierten Makrophagen. Die Makrophagen
wurden aus der Peritonealhhle von nicht-behandelten (€ und von thioglykelatbehondel ten
(B) Mdusen entnommen und als haftende Zellen in Kultur behalten (SCHNYDER und BAGGIO-
LINI, 197Ba). Kumulative Sekretionskurven wurden durch die Bestimmung der entsprechenden
Enzymaktivitdten in den Kulturmedien zu verschiedenen Zeiten erhalten. Jeder Punkt ent-
spricht dem Durchschnittswert aus dreifachen Kulturen. Enzymeinheiten sind jeweils pro
Million Zellen angegeben.

von oft entzUndlichen Stimuli ausgel &t wird {COHN, 1978; BAGGIOLINI und SCHNYDER,
1979). Normale, nicht-aktivierte Makrophagen smmmﬁ;n aus unbehandelten, infektfreien
Muusen und aktivierte Mokrophagen ous Mdusen, die durch eine intraperitoneale Gabe von
Thioglykolatmedium vorbehandelt werden. Die sekretorischen Aktivitsten dieser Makrophagen
sind in Abbildung 7 dorgestellt. Aktivierte und nicht-aktivierte Zellen sezernieren dhnliche
Mengen von Lysozym, ein charakteristisches Produkt der Makrophagen, das jedoch ihren
Aktivierungsgrad nicht widerspiegelt (GORDCN et al., 1974). Beide Zellen sezernieren
auch lyscsomale Hydrolasen, gezeigt hier am Beispiel der B-Glukuronidase. Es sind jedoch
deutliche Unterschiede in der Sekretionsrate und Sekretionskinetik sichtbar. In normalen
Makrophagen beginnt die Sekretion erst nach einem bis zwei Togen in Kultur und die
Sekretionsrate bleibt eindeutig n'ledr'sgr;,r als be! den aktivierten Zellen. Die Beobachtung
der spontanen Sekretion von lysosemalen Hydrolasen (SCHNYDER und BAGGIOLINI, 1978a)
kam Uberraschend, weil wir aufgrund der Ublichen Vorstellungen Uber die Funktion des lyso-
somalen Systems die Freisetzung solcher Enzyme lediglich im Zusammenhang mit Phagozytose

erwarteten. Der grésste Unterschied zwischen normaolen und aktivierten Zellen besteht in der
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Abb. 8. Makrophagenaktivierung durch Phagozytose. Formaldehyd-behandelte Schaferythro-
zyten {----- } oder Latex-Partikel von 1.01 pm Guerschnitt (.....}, 5 bzw. 40 Partikel pro
Makrophag, wurden zu Beginn der Kulturperiode den Kulturen zugegeben. Nicht-phago-
zytierte Partikel wurden nach einer Stunde durch Waschen eliminiert und die Kulturen mit
partikel freiem Medium weitergefuhrt, Die kumulative Freisetzung von B-Glukosaminidase,
Plasminogenaktivator und Lysozym und der intrazelluldre LDH-Gehalt wurden bei phago-
zytierenden (schwarze Symbole) und nicht-phagozytierenden {weisse Symbole) Zellen be-
stimmt und wie in Abbildung 7 dargeste|lt. Fur methedologische Einzelheiten, siehe SCHNY-
DER und BAGGIOLINI {1978k).

Sekretion von neutralen Proteinasen wie Plasminogencktivator (UNKELESS et al., 1974),
Kollagenase und Elastase (WERB und GORDON, 1978a; 1978b). Wie die Abbildung 7 zeigt,
ist die Sekretion von Plosminogenaktivator sehr stark in den aktivierten und kaum nochweisbhar
in den normalen Makrophagen.

Untersuchungen zum Mechanismus der Aktivierung von normaolen Makrophogen unter Kultur-
bedingungen (SCHNYDER und BAGGIOLINI, 1978b; BAGGIOLINI und SCHNYDER, 1979)
hoben die Bedeutung der Phagozytose als Stimulus gezeigt. Die Resultate eines solchen Ex-
perimentes sind in Abbildung B dargestellt. Normale Makrophagen wurden zu Beginn der
Kulturperiode {Zeitpunkt 0} einem Ueberschuss an mit Formaldehyd behandelten Schof-
erythrozyten ausgesetzt, und die Phagozytose wurde nach einer Stunde, durch Auswaschen
der nichtaufgenommenen Partikel, gestoppt. Diese kurze phagozytische Episode bewirkt eine
unmittelbare Freisetzung ven B-Glukuronidase. Kinetische Ueberlegungen und die Tatsache,

dass die Freisetzung die phagozytische Aufnahme sehr lange Uberdauert, lassen den Schluss
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zu, dass es sich dabei um echte Sekreticn handelt. In der initialen Phase, die 1 bis 2 Tage
davert, ist die Rate der beobachteten B-Glukuronidasesekretion shnlich wie diejenige von
aktivierten Mokrophagen. Dieser ersten sekreforischen Antwort folgt, 3 bis 4 Tage nach der
Phagozytose, die Sekretion von Plasmincgenaktivator. Als weiteres Zeichen der funktionellen
Differenzierung beobachtet man eine Zunohme der zelluléren Laktatdehydrogenase, die
parallel mit einer Zunabme des gesomten Zellproteins verlduft, Erwartungsgemdss beeinfl usst
dieser Differenzierungsprozess die Sekretion von Lysozym nicht, die, wie bereits erwihnt,
bei aktivierten und nicht-aktivierten Zellen gleich bleibt. Aehnliche Resultate ergeben sich
nach der Phogozytose von Zymosan, dos im Gegensatz zu den Schaferythrozyten in der Zelle
nicht abgebaut wird (SCHNYDER und BAGGIOLINI, 1978b). Durch Lotex dagegen lossen
sich die Zellen nicht aktivieren. Normale Makrophagen, die Latexpartikeln phagozytieren,
verhalten sich genau gleich wie Kontrollzellen {(Abb. 8). Weitere Versuche haben gezeigt,
dass Latex im Gegensatz zu den beiden andern Partikeln phq'goz:,riierr wird, ochne den
Pentosephosphatzyklus anzukurbeln. Es scheint damit, dass die drastische Erhshung der Zyklus-
aktivitédt, die in der Regel die Phagozytose begléitet, ein wesentl iches Element bei der Aus-
|gsung der Makrophegenaktivierung darstellt. Dies wird durch die Becbachtung erhtrtet, dass
Plasminogenaktivator-Sekretion durch einfache elektrochemische Stimulierung des Pentose-
phosphatzyklus mitte!s Methylenblau, ohne gleichzeitige Phagozytose, induziert wird
BAGGIOLINI und SCHNYDER, 1979; SCHNYDER und BAGGICLINI, Prec. Natl., Acad,
Sci. USA, im Druck),

Alle vier Mechanismen der Enzymfreisetzung, die in Abbildung é schematisch dargestel It
sind, haben - nach dem Gesagten - fUr den (aktivierten) Makrophagen Gultigkeit. Fur Fall
A und B gelten im Prinzip die im Zusammenhang mit den Neutrophilen angestellten Ueber-
legungen. Es ist jedoch wahrscheinlich, doss die Makrophagen wishrend der Phagozytose
kleinere Enzymmengen in den Extrokizelluldrroum abgeben als die Neutrophilen, da ihr
lysosomales Kompartiment bedeutend kleiner ist als dasjenige der Granula. Unsere Resultate
und diejenigen anderer Laboratorien zeigen, dass Fall C, d.h. echte Sekretion, der wahr-
scheinlich wichtigste Freisetzungsmechanismus der Mokrophagen darstellt. Im Hinblick auf
die gezeigte Interrelation zwischen Phagozytose und Sekretion erscheint jedoch Situation D
als Modellvorstel lung der gewebszerstrenden Makrophagen sehr attroktiv. Der Osteoklast,
der in D symbolisiert ist, wird im Ubrigen neuerdings als ein Abk&mmling der Monozyten

und damit als verwandt mit den Makrophagen angesehen (Y AN FURTH et al., 1975).
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