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Aus dem Institut fiir Veterinir-Physiologie der Universitéit Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. H. Sporri)

Die Verstirkung der Bradykininwirkung auf die glatte Muskulatur
durch Proteasen tierischen, bakteriellen und pflanzlichen Ursprungs.
Ein Modell fiir die Luftwegsobstruktion. !

R. von Fellenberg? und A. Pellegrini

Einleitung und Fragestellung

Die Entstehung des Lungenemphysems ist noch weitgehend unbekannt. Einige
Risikofaktoren sind unbestritten, ihre Beziehung zur Pathogenese ist aber ungeklirt.
Wohl wird angenommen, dass ein Missverhltnis zwischen Proteasen und Proteasein-
hibitoren zu iiberschiessender Proteaseaktivitit fithrt, welche die Alveolarwinde zer-
Stort [8]. Wenige Anhaltspunkte und nur vage Vorstellungen hat man dagegen iiber
die pathogenetischen Mechanismen, die an der Obstruktion der Bronchiolen beteiligt
sind. Die Luftwegsobstruktion ist aber sehr hiufig mit dem Emphysem vergesell-
Schaftet. Zwei Beobachtungen deuten darauf, dass iiberschiessende Proteaseaktivitiit
auch hier von Bedeutung sein kénnte. Einmal haben Versuche am Hund gezeigt, dass
die Inhalation von Proteasen die Empfindlichkeit der Bronchialmuskulatur auf Ace-
Ylcholin, das bronchokonstriktorisch wirkt, steigerte [10]. Unter Enzymwirkung re-
Sultierten schwerste Verteilungsstérungen mit pathologischen Blutgaswerten. Des
Weiteren wurde am Meerschweinchenileum nachgewiesen, dass Chymotrypsin die
glatte Muskulatur auf die kontrahierende Wirkung von Bradykinin sensibilisierte [2].

Bradykinin und die damit verwandten Plasmakinine sind Mittlersubstanzen der
Emzundung. Sie wirken erschlaffend auf die Gefdssmuskulatur und senken deshalb
auch den Blutdruck, kontrahieren jedoch die viscerale glatte Muskulatur. Freigesetzt
wird Bradykinin einerseits spezifisch durch Kallikrein, eine Protease, andererseits
aber auch unspezifisch durch Proteasen wie Trypsin und Plasmin. Vorlaufer der Ki-
_nine sind bestimmte Plasmaproteine, von denen die Peptide abgespalten werden. So
Ist der Vorldufer von Bradykinin das Protein Kininogen [4]. Ein Plasmakinin, das
durch saure Proteasen aus den Granula von Neutrophilen freigesetzt wird, ist Leuko-
Kinin [7]. Ein anderes, das neutrale Kinin, entsteht mit Hilfe einer neutralen Protease,
?ie auf der Oberflichenmembran der neutrophilen Granulozyten lokalisiert ist [1, 11,

2.

Die biologische Aktivitdt der Kinine wird oft am Meerschweinchenileum und am
Rattenuterus getestet [6]. Die Wirkung auf die viscerale glatte Muskulatur ist bisher
aber praktisch nicht in pathophysiologische Zusammenhinge gebracht worden. Auf

. ! Diese Arbeit wurde mit der Unterstiitzung des Schweiz. Nationalfonds durchgefiihrt (Pro-
Jekt Nr. 3.958-078).
2 Adresse: PD Dr. R. von Fellenberg, Winterthurerstrasse 260, CH-8057 Ziirich.
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die schon erwihnten Resultate Ederys gestiitzt, dass Chymotrypsin die Empfindlich-
keit des Meerschweinchenileums gegeniiber Bradykinin steigerte [2], haben wir uns
die Frage gestellt, ob durch andere Proteasen eine dhnliche Wirkung hervorgerufen
werden konne. Dies schien uns deshalb wichtig, weil Edery postulierte, dass der von
ihm entdeckte Effekt fiir Chymotrypsin spezifisch sei. Pathophysiologisch interessier
te uns, zu erfahren, ob bestimmte Proteasen nicht nur die Bradykininkontraktion
sondern moglicherweise auch die Histamin- und Acetylcholinkontraktion verander-
ten. Die Versuche dienen uns als Grundlage fiir weitere Untersuchungen iiber di¢
Sensibilisierung der Bronchialmuskulatur verschiedener Tierarten durch Proteasen.

Material und Methoden

Die Losungen von Reagentien und Enzymen wurden in physiologischer Na Cl hergestellt:
Bradykinin (Fa. Sigma) 1 mg/500 ml. Histamin (Fa. Merk) 1 mg/ml, dann 1 : 1000 verdiinnen-
Acetylcholinchlorid (Fa. Serva) 1 mg/ml, dann 1 : 1000 verdiinnen. Atropinsulfat und Mepyramin-
maleat 10 mg/ 100 ml. Beide Substanzen wurden zur Tyrodeldsung in einer Endkonzentration von
10 pg/50 ml gegeben. Die Stammlosungen aller Proteasen enthielten 10 mg Enzymprotein/ml
Chymotrypsin aus Rinderpankreas (Chymotrypsin A4), Proteinase K, Pronase, Subtilisin, neutral¢
Protease (Dispase II), Bromelain und Ficin waren von der Fa. Bohringer. Papain wurde bei der Fa-
Fluka, Elastase bei der Fa. Serva und Trypsin (Trypure®) bei der Fa. Novo Industri gekauft.

Testansatz. Segmente des distalen Ileums von Meerschweinchen (350450 g KG) wurden ver-
wendet. Sie wurden in einem 50 ml fassenden Organbad montiert. Die Tyrodelésung wurde mit ei-
nem Gasgemisch von 97% O2 und 3% CO2 durchperlt, so dass ein pH von 7.4 resultierte. Die Ver-
suche wurden bei einer Temperatur von 37 °C durchgefiithrt. Atropin und Mepyraminmaleat waren
der Tyrodelosung beigegeben wenn Bradykinin, nur Atropin wenn Histamin und nur Mepyramin-
maleat wenn Acetylcholin getestet wurden. Nach erfolgter Kontraktion wurde das Priparat 2 mal
mit Tyrodelosung gespiilt. Zum Nachweis der Enzymwirkung wurde folgendermassen vorgegan-
gen: Zuerst wurde eine Dosis-Wirkungskurve mit Bradykinin aufgenommen. Dann wurde Protease
wihrend einer Minute zum Priparat gegeben und nachfolgend gespiilt. Nach der Enzymbehand-
lung wurde wieder eine Dosis-Wirkungskurve erstellt und mit der ersten verglichen. Bei diesem
Vorgehen stellte sich die Frage, ob die stirkere Kontraktion nach der Enzymbehandlung nicht etwa
durch eine «Eigensensibilisierung» des Darmes als Folge der Einwirkung hoherer Bradykinindosen
vorgetduscht werde. Dies konnte ausgeschlossen werden, indem in zahlreichen Experimenten di¢
Kontraktionen mit zunehmenden und dann wieder abnehmenden Bradykininmengen getestet wur-

den, bevor die Behandlung mit Protease erfolgte. Eine «Eigensensibilisierung» wurde in keinem
Fall beobachtet.

Resultate

Beeinflussung der Bradykininkontraktion durch Proteasen. In Abbildung 1 A-K
sind die Wirkungen der 10 getesteten Proteasen auf die Bradykininkontraktion wie-
dergegeben. Alle Enzyme fithrten zu einer stirkeren Verkiirzung der glatten Musku-
latur, die hauptsichlich bei niedrigen Bradykinindosen zum Ausdruck kam. Die En-
zymmenge, die zum eben erwihnten Effekt fihrte, betrug fiir alle Proteasen 1 mg.
Die entsprechende Konzentration liegt bei der kurzen Einwirkungsdauer durchaus
im Bereich, der in vitro zum Nachweis der katalytischen Funktion verwendet wird.
Eine Ausnahme bildete Proteinase K. Bei diesem Enzym war die Dosierung 0,1 mg,
also 10 ml geringer als bei den iibrigen Fermenten. Mit 1 mg wurde der Darm geschi-
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Abb. 2  Der Einfluss von Proteasen auf die Histaminkontraktion des Meerschweinchenileums.
Dosiswirkungskurve &——e vor Proteasebehandlung und ;=—— & nach Proteasebehandlung.
Ordinate: mm Weg als Mass der Organverkiirzung. Die Enzymkonzentration betrug fiir alle Prote-
asen 1 mg/50 ml mit Ausnahme von Proteinase K. Proteinase K wurde in einer Konzentration von
0,1 mg/50 ml verwendet. Die Einwirkungsdauer der Enzyme betrug 1 Minute.
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Abb. 3 FEinfluss von Proteasen auf die durch Acetylcholin vermittelte Kontraktion des Meer-
Schweinchenileums. Zusammenfassende Darstellung von 8 Experimenten mit den Proteasen Chy-
Motrypsin, Trypsin, Elastase, Pronase, Bromelain, Subtilisin, Papain und Ficin. Ordinate: mm Weg
als Mass der Organverkiirzung. Die Kontraktionen wurden mit je 2 gepaarten Dosen Acetylcholin
Vor und nach Einwirkung von 1 mg Protease wihrend einer Minute gemessen. Die Acetylcholindo-
Sen lagen zwischen 0,05 pg/50 ml und 0,4 pg/50 ml.

digt, so dass das Kontraktionsvermogen aufgehoben war. Proteinase K ist ein Enzym
Mit sehr hoher spezifischer Aktivitit, das vor allem auch die Eigenschaft besitzt, nati-
Ve Eiweisse anzugreifen.

Wirkung von Proteasen auf die Histamin- und Acetylcholinkontraktion. Aus der
Abbildung 2 A-K ist ersichtlich, dass keine der Proteasen einen Einfluss auf die Hi-
Staminkontraktion ausiibte. Ebensowenig wurde die Kontraktion durch Acetylcholin
Verandert (siehe Abbildung 3).

Diskussion

Die vorliegenden Resultate zeigen deutlich, dass alle gepriiften Proteasen die
Empfindlichkeit und Kontraktilitit des Meerschweinchenileums gegeniiber Bradyki-
Nin verstirkten. Die durch Histamin und durch Acetylcholin ausgelosten Kontraktio-
fen blieben demgegeniiber unbeeinflusst. Diese Befunde bestitigen und erweitern
Ederys Resultate [2]. Der Autor, der den Effekt mit Chymotrypsin entdeckte, nahm
an, dass die Wirkung fiir Chymotrypsin spezifisch sei. Ausser mit dem Enzym konnte
Ndmlich die gleiche Wirkung auch mit Chymotrypsinogen, dem inaktiven Proenzym
dusgelost werden. Dies konnte dahin deuten, dass die Wirkung nicht auf einem kata-
lytischen Vorgang beruht, sondern Folge der Bindung eines Liganden ist, der dem
Chyrnotrypsinogen und dem Chymotrypsin gemein ist. Auch wire es vorstellbar,
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dass Verunreinigungen aus dem Pankreas (z.B. Peptide mit Kininwirkung) eine Sen-
sibilisierung vortiuschen. Unsere Resultate schliessen dies weitgehend aus, denn €5
ist sehr unwahrscheinlich, dass Proteasen so verschiedenen Ursprungs die gleiche
Beimengung enthalten.

Die Proteasewirkung war insofern spezifisch, als nur die Bradykininkontraktion
beeinflusst wurde, nicht jedoch die Kontraktion durch Histamin und Acetylcholin. In
diesem Zusammenhang ist die Beobachtung Ederys wichtig, dass die Sensibilisierung
durch Chymotrypsin nicht auf Bradykinin beschrinkt blieb, sondern sich zudem auf
die funktionell sehr nahe verwandten anderen Plasmakinine erstreckte. Im Gegensatz
dazu beeinflusste Chymotrypsin die Wirkung der Peptide Substanz P, Eledaisin und
Angiotensin auf das Meerschweinchenileum nicht [3].

Wie unsere Resultate demonstrieren, verstirkten auf der anderen Seite alle Prote-
asen die Bradykininkontraktion, obwohl die getesteten Enzyme biochemisch-syste-
matisch verschiedenen Gruppen angehoren (Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, Pro-
teinase K und Subtilisin sind Serinesterasen. Bromelain, Ficin und Papain gehoren zu
den Cysteinproteasen. Neutrale Protease ist ein Zinkenzym. Pronase ist kein reines
Enzym, sondern besteht aus einem Proteasegemisch). Gemeinsam ist allen getesteten
Proteasen eine breite Substratspezifitit in bezug auf angegriffene Proteine, und ein€
Aktivitit als Endopeptidase. Innerhalb der Peptidketten aber greifen die verschiede-
nen Enzyme preferentiell Peptidbindungen an, an denen Aminosduren mit distinkten
Seitenketten beteiligt sind [9].

Weder von den eigenen Resultaten noch aus den zitierten Befunden deuten Hin-
weise auf den Wirkungsmechanismus, der dem Enzymeffekt zugrunde liegen konnte.
In Erwigung ziehen konnte man eine Verdnderung der Zelloberfliche durch Prote-
asen, so dass die Rezeptoren fiir Bradykinin leichter zugéinglich werden. Eine andere
Maoglichkeit besteht darin, dass Kininasen durch die Proteasen angegriffen werden
[2]. Kininasen sind Enzyme, welche ihrerseits Kinine abbauen und inaktivieren. Eine
Zerstorung der Kininasen, die auf der Oberfliche von Zellen lokalisiert sind [4],
durch Proteasen wiirde ergeben, dass die gleiche Wirkung durch niedrigere Bradyki-
nindosen erreicht werden konnte.

Die oben beschriebenen Wirkungen am Meerschweinchenileum sind nicht ohne
weiteres auf die gesamte viscerale glatte Muskulatur extrapolierbar. Dazu miissen
sicher auch noch Speziesunterschiede beriicksichtigt werden. Und doch mogen uns
die Resultate als Modell dienen, um sich vorzustellen, wie endogene Proteasen an der
Luftwegsobstruktion beteiligt sein konnten; indem sie ndmlich, zusitzlich zur Kinin-
bildung, die Empfindlichkeit der Bronchialmuskulatur fiir die Kininwirkung erho-
hen. Gerade beim Pferd, das eine so hohe Anfilligkeit fiir chronisch-obstruktive Lun-
genkrankheiten besitzt, konnte der postulierte Mechanismus nicht unwichtig sein. In
einer fritheren Arbeit konnten wir ndmlich nachweisen, dass das Pferd nur sehr be-
schrinkte Moglichkeiten hat, proteolytische Enzymaktivitit in den Luftwegen und
der Lunge zu neutralisieren [12]. :

Herrn H.-R. Zweifel sei fiir die technische Assistenz herzlich gedankt.
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Zusammenfassung

Der Einfluss tierischer, pflanzlicher und mikrobieller Proteasen auf die Kontraktilitit des
cerschweinchenileums wurde gepriift. Alle 10 getesteten Proteasen sensibilisierten die glatte
‘uskulatur far Bradykinin, indem sie die Kontraktionsamplitude vergrosserten und die minimal
Wirksame Bradykinindosis verringerten. Die Enzyme, bei denen es sich um Serinesterasen, Cystein-
Proteasen und Zinkproteasen handelte, hatten jedoch keinen Einfluss auf die Histamin- und die
Acetylcholinkontraktion. Die Versuche wurden durchgefiihrt, um vorerst an diesem Modell zu prii-
0, wie Proteasen die viscerale glatte Muskulatur beeinflussen. Die erhaltenen Resultate weisen in-

Irekt darauf, dass Proteasen durch Erhohung der Kontraktilitit der glatten Muskulatur auch an
der Obstruktion der Atemwege beteiligt sein konnen.

Résumé

Les auteurs ont analysé I’effet de protéases d’origine animale, végétale et microbienne sur la
‘ontractilité de I'iléum chez le cobaye. Toutes les dix protéases testées ont sensibilisé la musculature
hS_Se pour la bradykinine en augmentant 'amplitude des contractions et en diminuant la dose active
Minimale de la bradykinine. Les enzymes comme les sérinestérases, les cystéinoprotéases et les pro-
t€ases au zinc n’ont eu cependant aucun effet sur la contraction due a I’histamine et a I'acétylcho-
line, Ces expériences ont été réalisées en premier lieu pour déterminer par ce modéle comment les
Protéases agissent sur la musculature lisse des viscéres. Les résultats obtenus démontrent indirecte-
Ment que les protéases, en augmentant la contractilité¢ de la musculature lisse, participent aussi a

obstruction des voies respiratoires.

Riassunto

E stato controllato I'influsso di proteasi animali, vegetali e microbiche sulla contrattilita dell’i-
leP di cavia. Tutte le dieci proteasi controllate hanno sensibilizzato la muscolatura liscia per la Bra-
dlC‘hinina, aumentando I’ampiezza di contrazione e diminuendo la dose minima efficace di Bradi-
Chinina. Gli enzimi del tipo Serinesterasi, Cisteinproteasi ¢ Zincoproteasi, non hanno avuto alcuna
Influenza sulla contrazione dovuta ad istamina e ad acetilcolina. Le indagini sono state condotte al
fine die verificare, sulla base di questo modello sperimentale, I'influenza delle proteasi sulla musco-
latura Iiscia viscerale. I resultati ottenuti mostrano indirettamente che le proteasi, in conseguenza
d_e“a loro proprieta di aumentare la contrattilita intestinale, potrebbero avere un ruolo nell’ostru-
Zlone delle vie respiratorie.

Summary

. The influence of animal, plant and microbial proteases on the contractility of the guinea pig
lleum was investigated. All the 10 tested enzymes increased the sensibility of the smooth muscle
Preparation towards bradykinin by augmenting the amplitude of contraction and lowering the mi-
Nimal reacting dose. The enzymes had no effect on the contraction by acetylcholin and histamin.

he experiments were done with the aim to get insight into the effect proteases exert on smooth
Muscle activity. The results indirectly suggest that proteases could also be involved in airway ob-
Struction by increasing the contractility of bronchial muscles.
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BUCHBESPRECHUNG

Beitrige zur Fischpathologie und -toxikologie — Contributions to Fish pathology and Fish toxicology-
Herausgegeben durch H.H. Reichenbach-Klinke in «Fisch und Umwelt», Heft 8, Gustav Fi-
scher Verlag, Stuttgart 1980 mit 156 Seiten, mit 50 Abbildungen und 27 Tabellen. Preis DM
44—,

Das vorliegende 8. Heft ist dem Herausgeber Herrn Prof. H. H. Reichenbach Klinke zu seinem
65. Geburtstag gewidmet.

Der Inhalt der 13, teils in englischer Sprache verfassten Einzelbeitrige ist vielfiltig und befasst
sich mit:

Epizootologie der Fischkrankheiten; Klassifikation und Eigenschaften fischpathogener Viren:
serologische Untersuchungen iiber das Vorkommen von Antikorpern gegeniiber Rhabdovirus cario
bei Karpfen in bayrischen Teichwirtschaften; Untersuchungen des roten Blutbildes bei Viraler
Hiamorrhagischer Septikimie (VHS); neuere Beitriige zur Atiologie der Karpfenpocken; Aromonas
salmonicida als Erreger der «Fleckenseuche der Weissfische»; der asiatische Bandwurm Bothrioce-
phalus acheilognathi in Nord-Amerika; Techniken zur Blutentnahme bei Siisswasserfischen; Un-
tersuchungen zur Gerinnungszeit des Blutplasmas durch verschiedene Gewebsthrombokinasen des
Karpfens; der Fisch als Indikator fiir die Schwermetallbelastung der Gewasser; weitere Untersu-
chungen zur Auswirkung von Kupfersulfat in Fischteichversuchen: Transport und Speicherung
von Quecksilber aus HgCl; und Hg(NO3). in einer Nahrungskette; zum Nachweis von Pestizidver-
giftungen bei Fischen.

Die Beitriige sind sehr heterogen; was aber nicht als Wertminderung dieser Beitragsreihe auf-
zufassen ist: Vermittelt sie doch dem allgemein interessierten Fischpathologen viele neue wissen-
schaftliche Erkenntnisse; die toxikologischen Beitrige diirften zudem auch den Personenkreis, der
sich mit Umweltschutz befasst, ansprechen, ist doch der Fisch ein dusserst sensibler Umweltsindi-
kator.

Generell darf zudem die gute Qualitit der Abbildungen und die iibersichtliche Darstellung der
Tabellen erwihnt werden.

W. Meier, Bern
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