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Aus dem Institut für Veterinärphysiologie der Universität Zürich
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. H.Spörri)

Die Hemmung neutraler Leukozytenproteasen durch
Proteaseinhibitoren des Pferdes1

von R. von Fellenberg2 und A. Pellegrini

Einleitung und Fragestellung

Neutrale Leukozytenproteasen können im Experiment Emphyseme erzeugen
[8]. Ausgehend von dieser Tatsache nimmt man an, dass dieselben Enzyme auch an
der Pathogenese spontaner alveolärer Emphyseme beteiligt sind. Wichtig dafür ist
in vivo das Verhältnis von Proteasen zu den Proteaseinhibitoren [7]. Im Gegensatz
zum menschlichen Alpha-l-Antitrypsin, bei dessen genetischem Mangel ein
panlobuläres Emphysem auftritt, konnte das Alpha-2-Makroglobulin (der zweite men-
genmässig hervorstechende Inhibitor im Blut) nie mit diesem Krankheitskomplex in
Zusammenhang gebracht werden [5]. Verschiedene Mutmassungen wurden darüber

angestellt. Einmal soll Alpha-2-Makroglobulin zu grosse Ausmasse haben, um
die pulmonale Endothel-Epithelschranke zu durchdringen. Dann variiert der Anteil

an inhibitorischer Kapazität, der auf das Alpha-2-Makroglobulin entfällt, je
nach Enzym sehr stark [11, 12].

Das Pferd besitzt als hauptsächliche Proteaseinhibitoren Alpha-2-Makroglobu-
ün und verschiedene Inhibitoren im Alpha-l-Bereich. In den letzteren bestehen
qualitative, individuelle Unterschiede [2]. Eine Frage, die sich aufdrängt, ist, ob das
Fehlen bestimmter Alpha-1-Inhibitoren mit einem erhöhten Emphysemrisiko
verbunden ist.

Obwohl die Alpha-l-Inhibitoren und das Alpha-2-Makroglobulin als Inhibitoren

mit breitem Hemmspektrum gelten, beobachtet man doch eine gewisse Diskri-
minierungsfähigkeit. So ist Alpha-2-Makroglobulin der hauptsächlichste Piasmininhibitor,

währenddem sich Alpha-l-Antitrypsin nur sehr langsam und bei höheren
Temperaturen mit diesem Enzym verbindet [5]. Als anderes Beispiel für unerwartete

Hemmspezifität mag Trasylol dienen, der Gewebsinhibitor aus Rinderlunge.
Obwohl Trasylol sehr viele Enzyme hemmt — einschliesslich die Granulozyten-
elastase des Menschen -, ist es ohne Einfluss auf die Pankreaselastase [4, 16].

Die eben erwähnten Tatsachen haben uns zur Prüfung der Frage veranlasst,
welche der Proteaseinhibitoren aus Pferdeserum die neutralen Leukozytenproteasen

hemmen können. Wir hoffen, dadurch einen weiteren Hinweis auf die Pathogenese

chronisch-obstruktiver Lungenkrankheiten zu erhalten.
1 Die Arbeit wurde mit der Unterstützung des Schweizerischen Nationalfonds durchgeführt (Projekt

Nr. 3.958-078).
2 Adresse: PD Dr. R. von Fellenberg, Institut für Veterinärphysiologie, Winterthurerstrasse 260,

CH-8057 Zürich.



406 R. von Fellenberg und A. Pellegrini

Methoden

Pferdeseren. Die Pferdeseren stammten aus unserer Sammlung und stellten die

fünf verschiedenen, kombinierten Chymotrypsin- und Trypsininhibitorenmuster
dar, die wir bis heute beobachtet haben. Die Inhibitorenformeln [2] sind in der

Legende zu Abbildung 2 angegeben.
Herstellung von Leukozytenextrakten mit neutraler Proteaseaktivität. Die

Vorschrift ist abgeleitet von der Originalmethode von Dubin et al. [1], wurde jedoch im

Laufe der Zeit in verschiedenen Punkten abgeändert. Fünf Liter Zitratblut wurden

während zweier Stunden stehengelassen. Das Plasma mit den Leukozyten wurde

abgehebert, und diese wurden während 15 Minuten bei 600 g zentrifugiert. Die

Leukozyten wurden in 100 ml Hanks-Lösung, die 75 E Heparin/ml enthielt,
resuspendiert. Die Zellen wurden wieder unter denselben Bedingungen zentrifugiert und

in Hanks-Lösung resuspendiert, diesmal jedoch ohne Heparin. Die Leukozyten
wurden zum dritten Male zentrifugiert. Zu den Zellen wurde ein Teil Wasser

gegeben und während 30 Sekunden kräftig geschüttelt, um die Erythrozyten selektiv

zu lysieren. Dann wurde ein Teil 0,28 n NaCl zugegeben, um damit isotone
Bedingungen wieder herzustellen. Die Leukozyten wurden zentrifugiert. Sie wurden dann

in 100 ml 0,25-m-Saccharoselösung, die mit 0,01 m Na-Phosphat auf pH 7,4 gepuffert

war, suspendiert und mit einem Glashomogenisator nach Potter desintegriert.

Nach Zugabe von weiteren 100 ml gepufferter Saccharose wurde die Suspension

während 15 Minuten bei 600 g zentrifugiert. Das Sediment enthielt die Zellkerne

und noch intakte Zellen, der Uberstand alle übrigen Zellorganellen. Das Sediment

wurde in 50 ml gepufferter Saccharoselösung nochmals homogenisiert, zentrifugiert

und der zweite Überstand mit dem ersten vereinigt. Das Gemisch wurde während 30

Minuten bei 20 000 g zentrifugiert. Im Sediment befand sich die lysosomale
Fraktion zusammen mit den Granula der Granulozyten. Das Sediment wurde in 100 ml

gepufferter Saccharoselösung gewaschen. Zuletzt wurde es in 20 ml In NaCl,

gepuffert mit 0,01 n Phosphat, pH 7,4, suspendiert und während 5 Minuten mit

Ultraschall behandelt. Zur vollständigen Zerstörung der Organellen und Freisetzung

der Proteasen wurde die Suspension dreimal in einem Alkohol-Trockeneis-

Kältegemisch gefroren und wieder aufgetaut. Die strukturellen Überreste wurden

während 30 Minuten bei 20 000 g zentrifugiert und weggeworfen. Der Überstand, j

der unter anderem die neutralen Proteasen enthielt, wurde bis zur weiteren Verwendung

tiefgefroren.
Enzymelektrophoretische Darstellung der neutralen Proteasen. Die neutralen

Leukozytenproteasen wurden in den gleichen Fibrinogen-Agaroseplatten bei

pH 8,6 aufgetrennt, die zur Erfassung der Inhibitoren verwendet wurden [3]- Ü

wurde streng darauf geachtet, dass die Temperatur während der Elektrophorese

8 ° C nicht überschritt, damit während dieser Zeit die Fibrinogenverdauung möglichst

klein gehalten werden konnte. Dadurch wurde eine allzugrosse Verwischung de'

Banden vermieden. Die Auftragung erfolgte in der Plattenmitte, das
Probenvolumen war 3 p\, die Laufzeit betrug zwei Stunden, die Spannung 10 V/cm. Nac

der Elektrophorese wurden die Platten in einer feuchten Kammer während zweie'
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Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert, dann mit Wasser bei 4 °C über Nacht
gewaschen, getrocknet und gefärbt. Die Zonen mit Proteaseaktivität erschienen als
helle, nicht mehr färbbare Flecken.

Elektrophoretische Analyse der Seruminhibitoren gegen neutrale Leukozyten-
proteasen. Die elektrophoretische Auftrennung der Serumproben erfolgte wie schon
beschrieben [3]. Nach der Elektrophorese wurden die Platten in speziell zu diesem
Zweck konstruierte Glasküvetten mit kleinstmöglichem Inhalt gelegt (Innenaus-
masse: 9,0x10,0x0,5 cm). 16 ml Leukozytenextrakt, der entsprechend seiner Aktivität

mit 0,1 n Na-Phosphatpuffer, pH 7,4, verdünnt wurde (meistens 1:4), wurden
zugegeben und während 20 Minuten bei 40 °C inkubiert. Darauf wurden die Platten
bei 4 °C in destilliertem Wasser gespült, getrocknet und gefärbt.

Elektrophoretische Analyse der Seruminhibitoren mit einem Gemisch von Chy-
motrypsin und Elastase. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die
Seruminhibitoren mit einem Enzymgemisch entwickelt, das aus IQ «g/ml Chymo-
trypsin und 13 ,ug/ml Elastase zusammengesetzt war. Dies war je die Hälfte der
Konzentration, die wir für den Nachweis der Inhibitoren mit reinen Enzymlösungen
verwendet haben [2].

Bestimmung derproteolytischen Aktivität von Leukozytenextrakten. Die proteolytische

Aktivität wurde halbquantitativ mit Hilfe einer radialen Diffusionstechnik
in Agarosegel, das denaturiertes Fibrinogen enthielt, abgeschätzt. Dies hatte den
Vorteil, dass nur sehr wenig Material für die Bestimmung gebraucht wurde. Ein g
Agarose und 65 mg Fibrinogen wurden in 100 ml 0,1-m-Na-Phosphatpuffer,
pH 7,4, aufgelöst. 10 ml der Lösung wurden auf horizontal gelagerte Glasplatten
(8,4x9,4 cm) gegossen. Nach der Verfestigung wurden die Gelplatten in einer
feuchten Kammer während einer Stunde bei 80 °C erhitzt. Nach dem Abkühlen
wurden mit einer Stanzvorrichtung (Fa. LKB) Löcher mit einem Durchmesser von
4 mm ausgestanzt. 10 p\ Probe wurden in die Löcher geträufelt und die Platten
während 7 Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurden die Platten bei
4 °C mit Wasser über Nacht gespült, getrocknet und mit Amidoschwarz gefärbt. Die
Fläche des nicht mehr färbbaren Hofes, der als Folge der Enzymverdauung
entstand, stellte das Mass für die Enzymaktivität dar. Obwohl nur halbquantitativ,
hatte die Methode den Vorteil, dass die Enzymaktivität mit dem gleichen Substrat
bestimmt wurde, mit dem der Nachweis der Inhibitorenaktivität erfolgte.

Resultate

Neutrale Leukozytenproteasen. In Abbildung 1 sind die neutralen Leukozyten-
proteasen des Pferdes nach elektrophoretischer Auftrennung von Rohextrakten
dargestellt. Die Auftrennung in einzelne Fraktionen war nicht optimal - möglicherweise

weil die Enzyme sich an das im Gel vorhandene Fibrinogen banden-, doch
waren mehrere Fraktionen erkennbar. Die Heterogenität entsprach den Resultaten
von Koj et al. [9] und Dubin et al. [1], die drei neutrale Proteasen in Pferdeleuko-
zyten nachweisen konnten. Zwei dieser Enzyme - Proteinase 2a und 2b - sind
•soliert und als Elastasen charakterisiert worden. Sie haben isoelektrische Punkte
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Abbildung 1 Enzymelektrophorese der neutralen Proteasen aus drei verschiedenen Extrakten von

Leukozytengranula des Pferdes. Pfeil: Auftragstelle.

von 8,8 und von über 10 und sind in unserer Elektrophorese höchst wahrscheinlich

kathodewärts der Auftragsstelle lokalisiert. Proteinase 1 soll einen isoelektrischen
Punkt von 5,3 haben, war nicht stabil in der Polyacrylamidelektrophorese bei

pH 4,5 und konnte noch nicht näher funktionell charakterisiert werden. Unter

unseren Bedingungen entsprach dieses Enzym möglicherweise der langgezogenen,

mikroheterogenen, gegen die Anode wandernden Fraktion.
Die Hemmung der neutralen Leukozytenproteasen durch Seruminhibitoren.

Die Hemmung der proteolytischen Aktivität eines Granulaextraktes von Leukozyten

durch die Proteaseinhibitoren des Blutes ist in Abbildung 2 dargestellt. Der

augenfälligste Befund war die nur in Spuren vorhandene Hemmung durch Alpha-2-

Makroglobulin. Im Bereich der Alpha-1-Proteaseinhibitoren waren verschiedene

Banden an der Hemmung beteiligt, jedoch in unterschiedlicher Stärke. In groben

Zügen glichen die Hemmuster im Alpha-1-Bereich denjenigen gegenüber einem

Gemisch von Chymotrypsin und Pankreaselastase (siehe Abbildung 3).
Die sehr schwache Hemmung der neutralen Leukozytenenzyme durch Alpha-2-

Makroglobulin warf die Frage auf, ob es sich um einen Artefakt handelte, der durch

die Anwesenheit verschiedener Proteasen bedingt war (siehe Diskussion). Deshalb

wurde in einem Modellexperiment die Hemmung eines Gemisches von
Chymotrypsin und Pankreaselastase durch die gleichen Seren geprüft. Das Resultat ist in

Abbildung 3 wiedergegeben. Auf die Hemmung im Alpha-1-Bereich ist im
vorhergehenden Abschnitt eingegangen worden. Das Enzymgemisch wurde durch Alpha-
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Abbildung 2 Die Hemmung der proteolytischen Aktivität eines Granulaextraktes von Leukozyten
durch Seruminhibitoren des Pferdes. a2M Alpha-2-Makroglobulin. ai-PI Alpha- 1-Protease-
inhibitoren.
Inhibitorformeln [2] der Alpha-l-Proteaseinhibitoren der getesteten Seren:
Pferd 1 A: AT2, AC3
Pferd 2 A: ATI, AT2, AC1, AC3
Pferd 21 A: ATI, AT2, AC1
Pferd 14: ATI, AT3, AC1
Pferd 15: AT2, AC2

2-Makroglobulin in ähnlich starker Weise gehemmt wie durch Chymotrypsin oder
Elastase allein [2]. Die auffallend schwache Hemmung der neutralen Leukozytenproteasen

durch Alpha-2-Makroglobulin scheint deshalb wahrscheinlich nicht auf
einem Artefakt zu beruhen.

Diskussion

Unsere Resultate weisen auf die Bedeutung, die verschiedenen Alpha-l-Pro-
feaseinhibitoren für die Neutralisation der Leukozytenproteasen beim Pferd
zukommt, denn Alpha-2-Makroglobulin inhibierte neutrale Leukozytenproteasen
Praktisch nicht. Diese Befunde ermuntern uns, den Inhibitoren im Alpha-l-Bereich,
hauptsächlich den Chymotrypsin- und Elastaseinhibitoren, grösste Beachtung zu
schenken, denn es ist wohl denkbar, dass bestimmte Inhibitorenmuster mit erhöhter
Anfälligkeit für chronisch-obstruktive Lungenkrankheiten einhergehen [2].

Alpha-2-Makroglobulin ist der Plasmainhibitor mit dem breitesten Hemmspek-
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Abbildung 3 Hemmung der Aktivität eines Gemisches von Chymotrypsin und Elastase durch
Seruminhibitoren des Pferdes.
a2M Alpha-2-Makroglobulin. o^-PI Alpha-l-Proteaseinhibitoren. Es wurden die, gleichen

Seren wie in Abbildung 2 getestet.

trum für Proteasen [17]. Die lange Liste der Endopeptidasen, die durch diesen
Inhibitor gehemmt werden, besitzt keine Schwerpunkte oder systematische Ordnung

[17]. Und doch gibt es wenige Beispiele von Enzymen, die durch AIpha-2-Makro-
globulin nicht inhibiert werden wie der Hageman-Faktor [14], Schweinekallikrein

[17] und Renin [15]. Unsere Befunde, die zeigen, dass ein Extrakt mit neutralen

Proteasen durch Alpha-2-Makroglobulin beim Pferd nur in Spuren gehemmt wird,

sind einerseits unerwartet, andererseits haben vergleichbare Experimente beim

Menschen ähnliche Resultate ergeben [6, 10].
Die nur sehr schwache Inhibition der Leukozytenproteasen scheint nicht auf

einem Artefakt zu beruhen, der auf die gleichzeitige Anwesenheit verschiedener

Enzyme zurückzuführen ist. Das Modellexperiment in Abbildung 3 bekräftigt dies.

Ausserdem sind gegenseitige Beeinflussungen verschiedener Enzyme bei der
Bindung an Alpha-2-Makroglobulin sehr unwahrscheinlich: Nur aktive Endopeptidasen

binden sich an den Inhibitor, die Bindung ist irreversibel, und ein zweites Enzym

kann ein einmal gebundenes nicht mehr aus dem Komplex verdrängen. Wohl sind

Komplexe zwischen Alpha-2-Makroglobulin und Proteasen gegenüber niedermolekularen,

synthetischen Substraten noch enzymatisch aktiv, nicht jedoch gegen
hochmolekulare wie das von uns verwendete denaturierte Fibrinogen [17].
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Vergleichende Versuche, in denen die Komplexbildung zwischen Enzymen und
den Seruminhibitoren direkt gemessen wurde, haben interessante Unterschiede
zwischen Mensch und Hund gezeigt. Beim Menschen konnten Komplexe von
Leukozytenproteasen mit Alpha-1-Antitrypsin leicht nachgewiesen werden, nicht jedoch mit
Alpha-2-Makroglobulin. Beim Hund jedoch bildeten sowohl der Alpha-1-Protease-
mhibitor als auch beide Makroglobuline (der Hund besitzt ein Alpha-1- und ein
Alpha-2-Makroglobulin mit Inhibitoraktivität) Komplexe mit neutralen
Leukozytenproteasen [13]. Diese Resultate zeigen, dass es in bezug auf die Neutralisierung

von Leukozytenproteasen durch die Seruminhibitoren tierartliche Unterschiede

gibt, die in die Interpretation der artbedingten Prädispositionsunterschiede
fur chronisch-obstruktive Lungenkrankheiten mit einbezogen werden müssen.

Auf der Suche nach endogenen Faktoren bei verschiedenen Spezies, die
chronisch-obstruktive Lungenkrankheiten entweder begünstigen oder davor schützen,
stiessen wir zuerst auf das Fehlen eines Bronchialsekretinhibitors beim Pferd [4].
Als zweites mag die nur sehr spärlich vorhandene Hemmung neutraler Leukozytenproteasen

durch Alpha-2-Makroglobulin von Bedeutung sein. Auch beim Menschen

ist sie nicht stark ausgebildet [6, 10, 12, 13]. Dagegen verbinden sich die
beiden Alpha-Makroglobuline des Hundes mit den Leukozytenproteasen sehr wirksam

[13] und üben vielleicht bei dieser Spezies - die gegen chronisch-obstruktive
Lungenkrankheiten resistent ist - eine zusätzlich wirksame Schutzfunktion aus.

Zusammenfassung

Die Hemmung der neutralen Leukozytenproteasen durch die Seruminhibitoren des Pferdes
wurde geprüft Verschiedene Inhibitorbanden im Alpha-1-Bereich inhibierten die Aktivität von
Leukozytenextrakten, währenddem Alpha-2-Makroglobuhn neutrale Leukozytenproteasen nur m
Spuren hemmte Die Resultate werden in bezug auf die Pathogenese von chronisch-obstruktiven
Lungenkrankheiten besprochen

Resume

L'inhibition des proteases leucocytaires neutres par les inhibiteurs du serum de cheval a ete analy-
see Plusieurs bandes inhibitrices de la region alpha-t ont mhibe l'activite d'extraits leucocytaires,
'andis que la alpha-2-macroglobuhne ne montrait que des traces d'inhibition des proteases leucocytaires

neutres. La signification de ccs resultats pour la Pathogenese des lesions obstructives chroniques
du poumon est discutce.

Riassunto

Si e studiato l'imbizione delle proteasi leucocitane neutre attraverso gli mibitori sienci del
cavallo Numerose bände mibitrici della regione delle macroglobuhne alfa-1 hanno mibito l'attivita
degh estratti leucocitari, l'imbizione dovuta alle macroglobuhne alfa-2 e risultata invece estremamente
debole Si discutono i nsultati in relazione alia patogenesi delle pneumopatie cromco-ostruttive

Summary
The inhibition of neutral leucocyte proteases by the inhibitors of horse serum was investigated.

Different alpha-l-inhibitor bands were active. In contrast alpha-2-macroglobulm inhibited only very
slightly the leucocyte proteases. The results are discussed with respect to the pathogenesis of chronic-
obstructive lung disease
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Cloth
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Der Inhalt dieses Buches über die Fütterung der Mastrinder in den USA unterscheidet sich vor

allem in zwei Dingen gegenüber europäischen Publikationen: Einmal bedingen die riesigen Bestan

desgrössen eigene computergesteuerte Futtermischanlagen, welche in diesem Buch beschrieben sin

und dann sind auf 16 Seiten über 500 verschiedene Futtermittel und Teilprodukte davon in ihrerge

haltlichen Zusammensetzung - mit bis gegen 25 Gehaltskomponenten - aufgeführt.
In weiteren Kapiteln werden die wesentlichsten Futtermittel und ihr zweckmässiger Einsatz

schrieben. Relativ viel Raum wird dem Futter-Harnstoff gewidmet. Die Silagezubereitung nimn"

entsprechend ihrer grossen Bedeutung in den Staaten viel Raum ein. Die zahlreichen Abbildungen

und Tabellen ergänzen den klaren und straff gehaltenen Text vorzüglich. W. Weber, Bern
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