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Institut fiir Veterindr-Physiologie der Universitiit Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. H. Spérri)

Vergleichende Studie iiber die Trypsininhibitoren |
aus der Lunge und dem Serum
von Pferd und Rind

von R. von Fellenberg

Einleitung und Fragestellung

Proteasen haben bei vielen pathophysiologischen Vorgédngen eine grosse Bedeu-
tung. So bestehen bestimmte Gerinnungsfaktoren aus Proteasen. Plasmin, das die
Fibrinolyse bewirkt, und seine Aktivatoren stellen Proteasen dar. Bestimmte
Komponenten des Komplementsystems, das durch Immunkomplexe aktiviert wird,
haben proteolytische Aktivitat. Kinine werden durch ein proteolytisches System,
das Kallikreinsystem, freigesetzt. Neutrophile Granulozyten enthalten Elastase und
Kathepsin G, die zusammen die meisten Proteine aus Bindegewebe abbauen
konnen. Pathophysiologisch besonders interessant ist ihr Angriff auf Elastin der
Lunge, die elastische Lamina der Arterien, Basalmembranen und Gelenksknor-
pel [22].

Die proteolytischen Systeme der Saugetierorganismen laufen normalerweise
nicht unkontrolliert ab, sie sind gesteuert und geregelt [7]. Thre Wirkung wird
hauptsachlich durch Proteaseinhibitoren eingeschrankt. Man findet Proteaseinhibi-
toren einerseits im Plasma, andererseits in Geweben, Organen und Korpersekreten.

Die Proteascinhibitoren des Plasmas sind selbst Glykoproteine [7]. Aus
menschlichem Blut wurden bisher 6 Inhibitoren isoliert, drei weitere sind funktio-
nell charakterisiert worden [7]. Die zwei hervorstechenden Proteaseinhibitoren des
Plasmas sind «-Antitrypsin ( x,-AT) und «,-Makroglobulin. x;-AT hat ein Mole-
kulargewicht von 54 000 Daltons, seine Serumkonzentration betrigt im Mittel 226
mg/100 ml [7]. x,-Makroglobulin besitzt ein Molekulargewicht von 725000 Dal-
tons, seine mittlere Serumkonzentration betriagt 260 mg/100 ml [7]. Die Serumkon-
zentrationen der iibrigen Inhibitoren sind 10—20mal kleiner. Beide eben erwihnten
Inhibitoren haben ein breites Hemmspektrum, sie inhibieren nicht nur die katalyti-
sche Aktivitdt von Trypsin, sondern auch diejenige vieler anderer Proteasen, z.B.
Chymotrypsin, Elastase, Kathepsin D, Plasmin, gewisse bakterielle Proteasen. Eine
iibersichtliche Zusammenfassung der Plasmaproteaseinhibitoren des Menschen gibt
Ref. 7. Bei den Saugetieren scheint grundsitzlich eine ahnliche Situation zu
bestehen wie beim Menschen. Beim Rind sind ein «;- und ein x,-Proteaseinhibitor
isoliert worden [23]. Kaninchen besitzen den Hauptanteil an trypsininhibitorischer
Kapazitit im ~,-Bereich [13], dazu aber noch zwei x,-Makroglobulinfraktionen
[2, 18]. Die gleiche Situation besteht beim Hund [17].

Abkiirzungen: TIC = trypsininhibitorische Kapazitit; «,-AT = o;-Antitrypsin; BAPNA =
N-Benzoylarginin-p-nitroanilid.
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Gewebs- und Sekretproteaseinhibitoren findet man vor allem an Orten, die
durch Proteasen gefahrdet sind: in den Lungen, im Pankreas und auf den Schleim-
hauten. Die Schleimhéute sind weniger endogenen, sondern mehr exogenen, mikro-
biellen Proteasen ausgesetzt.

Spezifische Trypsininhibitoren sind im Pankreas aller untersuchten Haussduge-
tiere und des Menschen gefunden worden [4]. Inhibitoren mit einem breiteren
Wirkungsspektrum wurden in der Submaxillarisdriise (Hund) [4], im Bronchial-
[11],Nasen- [20] und Cervixsekret [8] (Mensch), in den Trianen [12] (Mensch),in
der Samenfliissigkeit [4] (Meerschweinchen) identifiziert. Auch im menschlichen
Urin wurde ein Proteaseinhibitor nachgewiesen [19]. Ein Gewebsproteaseinhibitor
des Rindes ist biochemisch besonders gut untersucht worden. Er ist unter dem
Namen Trasylol® im Handel erhéltlich. Es handelt sich um ein basisches Polypeptid
mit einem Molekulargewicht von 6500 Daltons. Der Inhibitor wurde zuerst in der
Lunge nachgewiesen, kommt aber auch in der Parotis, der Leber und im Pankreas
vor [26]. Der Inhibitor hat —im Gegensatz zum streng fiir Trypsin spezifischen Inhi-
bitor des Pankreas — ein breites Hemmspektrum: Kallikrein, Trypsin, Chymotryp-
sin, Plasmin und einige bakterielle Proteasen werden inaktiviert. Im Gegensatz zum
eben Erwahnten sind die Proteaseinhibitoren des Pferdes bis jetzt nur schlecht
untersucht worden. Die trypsininhibitorische Kapazitat von Pferdeserum wurde in
einer einzelnen Arbeit im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen
bestimmt [1]. Uber den Nachweis von Gewebs- und Sekretinhibitoren sind uns
beim Pferd keine Arbeiten bekannt.

Klinisch sind Proteasen und ~,-AT wahrend der letzten 15 Jahre hauptsachlich
beim Menschen mit chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen — vorwiegend
dem chronisch-alveoldren Lungenemphysem — in Zusammenhang gebracht worden
[16]. Dies geht auf eine Beobachtung von Laurell und Eriksson [14,15] zuriick. Die
Autoren fanden, dass x;-AT-Mangel vererbbar ist und dass eine eindeutige Verbin-
dung zwischen schwerem, genetischem ~;-AT-Mangel und chronisch-obstruktiven
Lungenerkrankungen besteht. In der Folge konnte man experimentell an Versuchs-
tieren Lungenemphyseme mit Hilfe von proteolytischen Enzymen oder Leukozyten-
extrakten, die proteolytische Aktivitdt besitzen, erzeugen [16]. Man vermutet
deshalb heute, dass die elastolytische Aktivitit von Proteasen aus neutrophilen
Granulozyten und Alveolarmakrophagen an der Pathogenese des Lungenemphy-
sems beteiligt sein konnte [7]. Normalerweise wiirden die Enzyme durch Protease-
inhibitoren gehemmt. Bei Inhibitorenmangel — wie dem vererbten ~,-AT-Mangel
des Menschen — konnten die Proteasen destruktive Wirkungen auf das Lungenge-
webe ausiiben [7]. Warum bei Inhibitorenmangel die Lunge als Zielorgan bevor-
zugt betroffen wird, ist eine offene Frage. Eine hypothetische Erklarung dafir mag
sein, dass Leukozyten vorwiegend in den Lungenkapillaren sequestriert wer-
den [10].

x,-AT-Mangel erklart nicht allein die Pathogenese des chronisch-alveoléren
Lungenemphysems beim Menschen: «normale» chronisch-obstruktive Lungen-
krankheiten, die nicht auf «,-AT-Mangel beruhen, sind weitaus haufiger als solche,
die mit einem schweren «,-AT-Mangel vergesellschaftet sind. Andererseits liegt das
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Risiko zu erkranken bei Individuen, die einen schweren, genetischen o,-AT-
Mangel aufweisen, bei 75—-85% [7]. Aus dieser Sicht scheint die Abwesenheit von
Gewebs- und Sekretproteaseinhibitoren als weiterer pathogenetischer Faktor mog-
lich, wurde aber bis heute nur vereinzelt untersucht [24].

Das Pferd besitzt, im Vergleich zu anderen Tierarten, eine auffallende Anfallig-
keit fiir chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen. Diese sind die haufigste Ursa-
che fiir Abgiange in der schweizerischen Pferdepopulation wegen innerer Krank-
heiten [6]. Eine eingehende klinische Differenzierung wurde vorgenommen [21].
Nur der Mensch weist ein dhnlich breites Spektrum von Krankheitssymptomen der
Luftwege auf. In bezug auf das Lungenemphysem besteht ein auffallender tierartli-
cher Unterschied zwischen Pferd und Rind: Beim Pferd beobachtet man am haufig-
sten das alveolare Emphysem, das beim Rind ausserst selten vorkommt. Ein Lungen-
emphysem des Rindes ist fast immer interstitiell.

Aufgrund dieses tierartlichen Unterschiedes haben wir uns entschlossen, vorerst
die Lungen- und Serumtrypsininhibitoren von Pferd und Rind miteinander zu
vergleichen, in der Hoffnung, mehr Einsicht in die Pathogenese des chronisch-
alveoldren Lungenemphysems zu erhalten.

Material und Methoden

Tiere
Pferd
Blut wurde von lungengesunden Patienten der chirurgischen und medizinischen Klinik erhalten.
Lungengewebe stammte von Pferden, die im Tierspital geschlachtet wurden.

Rind
Blutproben wurden im Schlachthof am Tag vor der Schlachtung entnommen. Beim Lungenge-
webe handelte es sich um Schlachthofmaterial®.

Chemikalien
Trypsin: Trypure®, kristallines Trypsin: Novo Industri, Kopenhagen. N-Benzoylarginin-p-nitro-
anilid (BAPNA): Serva, Heidelberg. Tridthanolamin-Hydrochlorid: Bohringer, Mannheim. Per-
chlorsiure, Kaliumcarbonat, Tris (hydroxymethyl)-aminomethan, Didthylbarbitursdure, Calciumlac-
tat, Natriumacid: Merck, Darmstadt. Agarose: Sea Kem*, mci biomedical, distributed by analytical
systems division of Bausch and Lomb. Bovines Fibrinogen: Calbiochem, San Diego, Calif.

Apparate
Beckman-Model 24-Spektrophotometer mit W+ W Schreiber. Sorvall-Kiihlzentrifuge mit den
Rotoren Hb-4 und SS 34. Elektrophoresegerit von LKB, Modell 2117 Multiphor. Densitometer
Beckman. Virtis-Homogenisator.

Bestimmung der Proteaseinhibitoren
Die Proteaseinhibitoren wurden aufgrund der trypsininhibitorischen Kapazitat (TIC) gemessen.
Das Prinzip besteht darin, die katalytische Aktivitat von reinem Trypsin gegeniiber eincrq sypthcti-
schen Substrat — N-Benzoylarginin-p-nitroanilid (BAPNA) —zu hemmen [5]. Unter der Emw1rl.<ung
von Trypsin wird p-Nitroanilin aus BAPNA freigesetzt. Dieser Vorgang kann im Photometer direkt
als Extinktionszunahme bei 405 nm verfolgt und registriert werden, denn das Produkt, p-Nitroanilin,
absorbiert Licht in diesem Wellenldngenbereich. Bei Zugabe von inhibitorhaltigem Material ist die

Extinktionszunahme geringer als im Kontrollansatz.
—_—

! Herrn Dr. P. Engeli, Dircktor des Schlachthofs Ziirich, sei fiir die Uberlassung des Materials
und fiir die gute Zusammenarbeit herzlich gedankt.
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Das von Fritz, Trautschold und Werle publizierte Verfahren wurde eingehalten [5]. Losungen:
1) Tridthanolamin-Puffer, 0,2 M, pH 7,8, 20 mM CaCl, enthaltend (18,6 g Tridthanolaminund 1,47 ¢
Ca(Cl, - 2 H,O in 450 ml Wasser 1osen, mit 2 N NaOH auf pH 7,8 einstellen, dann mit Wasser auf
500 ml auffiillen). 2) Trypsin, 50 gg Protein/ml = 50 Millicinheiten/ml (500 xg Trypsin in 10 ml
0,001 N HCI losen). 3) BAPNA, 2,2 mM (50 mg BAPNA in 50 ml Wasser durch Erwédrmen in
kochendem Wasserbad auflosen). Testansatz: Messstrahlung 405 nm, Schichtdicke 1 em, Temperatur
25 °C, Testvolumen 3,0 ml. 0,2 ml Trypsinlésung und Inhibitor-haltige Losung, deren Volumen je
nach Aktivitat zwischen 0,05 und 0,5 ml variieren kann, wurden gemischt, mit Puffer auf ein Volumen
von 2,0 ml ergdnzt und wihrend 15 Minuten in einem Wasserbad bei 25 ° C vorinkubiert. Dann wurde
1,0 ml BAPNA-L6sung dazugegeben und die Extinktionszunahme in einem registrierenden Photo-
meter wihrend 5 Minuten gemessen. Kontrollansatz: 0,2 ml Trypsinlosung wurden mit 1,8 ml Puffer
gemischt. Nach einer Inkubationsdauer von 15 Minuten wurde 1,0 ml BAPNA-LGsung zugegeben
und die Extinktionszunahme gemessen. Berechnung der Inhibitoraktivitdt: Angabe in Inhibitorein-
heiten (IU). 1 TU hemmt 1 Einheit (U) Trypsin. Eine U entspricht einer Extinktionsdnderung von Egos
= 3,32 pro Minute im 3-ml-Ansatz [5]. Der Inhibitorgehalt einer Probe ist:

( AE/Min.) Trypsin — ( AE/Min.) Inhibitor = 1U
3.9

Durch Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor erhélt man die Inhibitoraktivitdt der Testlo-
sung. Sie wurde hier auf 1 ml Serum oder 1 g Frischgewicht Lungengewebe bezogen. Die Inhibitorakti-
vitét ist bis zu einer 70% igen Hemmung zuverlassig bestimmbar. Bei hoherer Inhibitoraktivitat ist das
Probevolumen zu verkleinern oder die inhibitorhaltige Losung zu verdiinnen.

Aufarbeitung des Materials

Serum wurde zur TIC-Bestimmung 1:25 vorverdiinnt. Das Probevolumen betrug meistens
0,1 ml. Zum Nachweis perchlorsaureloslicher TIC-Aktivitat wurde 1 T Serum mit 1 T Perchlorsaure
6% versetzt. Der gebildete Niederschlag wurde im HB-4-Rotor einer Sorvall-Zentrifuge bei 8000 rpm
wihrend 30 Minuten zentrifugiert. Zum Uberstand wurden einige Tropfen einer 5 M K,CO;-Losung
gegeben, bis das pH einen Wert von etwa 7 erreichte (Indikatorpapier). Die Losung wurde im Kiihl-
schrank wihrend mindestens einer Stunde stehengelassen. Wihrend dieser Zeit wurde die Perchlor-
sdure als Kaliumperchlorat gefallt. Der kristalline Niederschlag wurde unter den schon angegebenen
Bedingungen zentrifugiert. Im Uberstand wurde die TIC-Aktivitit gemessen. Das Probevolumen
betrug meistens 0.4 ml.

Die meisten bis heute bekannten Trypsininhibitoren der Gewebe zeichnen sich durch ihre Stabi-
litdt in Perchlorsdure aus [5]. 1 g Lungengewebe wurde mit 1,0 ml destilliertem, eiskaltem Wasser in
einem Virtis-Homogenisator wihrend 3 Minuten homogenisiert. Dann wurden 2,0 ml 6% ige Per-
chlorséure zugegeben. Das Gemisch wurde nochmals wihrend einer Minute homogenisiert. Die
Suspension wurde wihrend 30 Minuten im HB-4-Rotor einer Sorvall-Zentrifuge bei 10000 rpm
zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen. Zum Uberstand wurden einige Tropfen 5 M K,CO;-
Losung gegeben, bis das pH einen Wert von ungefihr 7 erreichte. Die Losung wurde wéhrend einer
Stunde im Kuhlschrank stehengelassen, um die Perchloratfallung zu vervollstindigen. Dann wurde das
Perchlorat — wie schon beschrieben — zentrifugiert. Im Uberstand befanden sich die perchlorsaure-
l6slichen Trypsininhibitoren des Lungengewebes.

Zum elektrophoretischen Nachweis von Trypsininhibitoren in Lungengewebe, die nicht gegen
Perchlorsdureeinwirkung resistent sind (siche Diskussion), wurde 1 g Lungengewebe mit 3,0 ml
ciskaltem, destilliertem Wasser homogenisiert und wahrend 30 Minuten im SS-34-Rotor der Sorvall-
Zentrifuge bei 20000 rpm (49000 X g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in der Fibrinogenplatten-
elektrophorese untersucht.

Fibrinogenplattenelektrophorese der Trypsininhibitoren
Das Prinzip besteht darin, denaturiertes Fibrinogen in Agarose — als Elektrophoresetrager -
einzubauen. Fibrinogen dient als Substrat fiir Trypsin. Inhibitor-haltiges Material — Serum, Uber-
stande von Lungenhomogenaten — wird elektrophoretisch aufgetrennt. In einem zweiten Schritt wird
die Elektrophoreseplatte mit ciner Trypsinlosung bespiilt. Das Trypsin hydrolysiert das denaturierte
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Fibrin mit Ausnahme der Stellen, wo sich Inhibitoren befinden. Die Stellen konnen durch Firben
sichtbar gemacht werden.

Die urspriingliche Methode von Heimburger und Schwick [9 ], modifiziert nach Kueppers [12],
wurde von uns vereinfacht. Losungen: 1) Tris-Barbituratpuffer, pH 8,6, 4fach konzentrierte Stammlo-
sung: 22,4 g Didthylbarbitursdure, 44,3 g Tris, 0,533 g Kalziumlaktat, 0,650 g Natriumacid werden in
1,01 destilliertem Wasser aufgelost. 2) Agaroselosung 1,5%: 1,5 ¢ Agarose in 100 ml siedendem
destilliertem Wasser 10sen und bis zu weiterem Gebrauch in einem Wasserbad bei 55 ° C aufbewahren.
3) Fibrinogenlosung 0,27%: 27 mg Fibrinogen in 10 ml Tris-Barbituratpuffer-Stammlosung auflo-
sen. 4) Trypsinlosung: 10 xg Trypsin/ml Tridthanolaminpuffer (siche Bestimmung der TIC). Anfer-
tigen der Fibrinogenplatten: Die Fibrinogenlosung wurde im Wasserbad bei 55 ° C vorgewdrmt. Zu
9,0 ml Agaroselosung wurden 3,0 ml Fibrinogenlosung gegeben. 10 ml des Gemisches wurden auf eine
horizontal gelagerte Glasplatte (8,4 X 9.4 cm) gegossen. Nach der Verfestigung wurde die Gelplatte
wihrend einer Stunde in einer feuchten Kammer bei 80 ° C (im Trockenofen) erhitzt. Die Platte wurde
erst nach dem Abkiihlen aus dem Ofen genommen und vor Gebrauch 24 Stunden in der feuchten
Kammer aufbewahrt. Elektrophorese: Das aufgetragene Probevolumen betrug 4 ul, die Spannung
10 V/em, die Laufzeit 30 Minuten. Entwicklung der Trypsininhibitoren nach elektrophoretischer
Auftrennung: Die Elektrophoreseplatte wurde in einer Entwicklerschale mit etwa 50 ml Trypsinlo-
sung wahrend 15 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurde sie iiber Nacht in fliessendem
Brunnenwasser gewaschen, getrocknet, und die Orte mit nicht verdautem, denaturiertem Fibrinogen
(wo Trypsininhibitoren waren) konnten durch Farbung mit Amidoschwarz sichtbar gemacht werden.

Resultate

Trypsininhibitoren im Lungengewebe

Viele der heute bekannten Gewebsinhibitoren werden — im Gegensatz zu den
Seruminhibitoren — durch Perchlorsdure nicht gefallt. Dies ist auch fiir den Inhibitor
Trasylol® in der Rinderlunge der Fall. Wir haben deshalb seine Aktivitat gemessen
und mit derjenigen in der Pferdelunge verglichen.

Die Hiufigkeitsverteilung der TIC von 24 Rinderlungen ist in Abb. 1 wiederge-
geben. Die mittlere Inhibitoraktivitit betrug 0,65 IU/g Frischgewicht (% 0,29), die
Extremwerte lagen zwischen 0,13 und 1,18 IU. Demgegentiber konnte in Pferde-
lungen keine TIC nachgewiesen werden.

Serumtrypsininhibitoren
Die TIC von Pferdeserum wurde mit derjenigen von Rinderserum verglichen
(Abb. 2). Die mittlere Inhibitoraktivitit von Pferdeserum betrug 1,53 IU/ml (+
0,26), diejenige von Rinderserum 1,80 (£ 0,52) IU/ml. Der Aktivitatsunterschied
war statistisch nicht signifikant. Auffallend waren beim Rind vereinzelte, hohe
Werte.

Trypsininhibitoren im Serum, die durch Perchlorsiure nicht gefallt werden

Die auffallende Abwesenheit von trypsininhibitorischer Kapazitit in der Pferde-
lunge fiihrt zur Frage, ob perchlorsaurelosliche Trypsininhibitoren beim Pferd gene-
rell fehlen. Da anzunchmen ist, dass Gewebsinhibitoren — wenigstens in Spuren —
auch im Serum vorhanden sind, fillten wir die Serumproteine mit Perchlorsaure
(siche Methoden) und bestimmten die TIC im resultierenden Uberstand. Di'e Resul-
tate sind in Abb. 3 wiedergegeben. Die mittlere Inhibitoraktivitat betrug beim Pferd
0,027 (= 0,013) TU/ml, beim Rind 0,018 (= 0,010) IU/ml. Der etwas hohere Wert
beim Pferd war statistisch schwach signifikant (P < 0,05). Die restliche Inhibitorak-
tivitit im Serum nach der Fillung mit Perchlorsaure war gering und lag in der Gros-
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Abb. 1 Haufigkeitsverteilung der perchlorsdureldslichen, trypsininhibitorischen Kapazitit von 24
Rinderlungen.

senordnung von 1-2% der gesamten Serumaktivitdt. Sie war jedoch eindeutig
nachweisbar. Die Resultate lassen den Schluss zu, dass auch das Pferd perchlorsdu-
relosliche Trypsininhibitoren besitzt.

Vergleichende elektrophoretische Analyse der Trypsininhibitoren von Pferd und
Rind

Die Trypsininhibitoren in Lunge und Serum von Pferd und Rind wurden elek-
trophoretisch mit Hilfe der Fibrinogenplattentechnik miteinander verglichen, in der
Hoffnung, beim Pferd mit dieser Methode lungenspezifische Inhibitoren erfassen zu
konnen. Die Resultate sind in Abb. 4 dargestellt.

Unter den gewihlten Bedingungen konnte man im Pferdeserum zwei trypsinin-
hibitorische Hauptfraktionen unterscheiden, die gegen die Anode wanderten und
deutlich voneinander getrennt waren. Thre Position stimmte ungefahr mit den ;-
und ~,-Banden von Rinderserum iiberein (siche weiter unten). Andere Fraktionen,
die eine viel geringere inhibitorische Aktivitdt gegeniiber Trypsin besassen, konnten
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nur in Spuren nachgewiesen werden. Im Uberstand des wiisserigen Lungenhomoge-
nates wurde beim Pferd hauptséachlich eine Fraktion erfasst. Thre Wanderungsge-
schwindigkeit stimmte mit der «;-Fraktion im Serum iiberein. Ein geringer Anteil
an «,-Fraktion konnte nur densitometrisch nachgewiesen werden. Im Uberstand
des Lungenhomogenates nach Behandlung mit Perchlorsidure konnte — wie erwartet
— keine trypsinhemmende Fraktion nachgewiesen werden.

In Rinderserum konnten drei deutliche Banden erfasst werden. Die beiden
Hauptbanden entsprachen dem bovinen «;-Antitrypsin und dem ~,-Inhibitor [23].
Sie wurden unter den gegebenen Bedingungen nicht vollstiandig voneinander
getrennt. Eine dritte, deutlich erkennbare Bande mit inhibitorischer Aktivitit
wanderte kathodewirts. Der Uberstand des wésserigen Lungenhomogenates ent-
hielt einmal die ~,- und ~,-Banden des Serums. Dann war eine weitere Inhibitor-
fraktion, deren Position weder dem kathodisch wandernden Seruminhibitor noch
dem perchlorsdureloslichen Lungeninhibitor entsprach, sondern zwischen den bei-
den lag, deutlich erkennbar. Weitere Untersuchungen werden notig sein, um abzu-

Anzahl Tiere
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0,005 0,015 0,025 0,035 0,045 0,055
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Abb. 3a Haufigkeitsverteilung der trypsininhibitorischen Kapazitit von 15 Pferdeseren nach
Fillung der Eiweisse mit Perchlorsiaure.
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Abb. 4 Fibrinplattenelektrophorese. PS: Pferdeserum. PLw: Pferd, wasseriges Lungenhomogenat.
PLp: Pferd, Lungenhomogenat nach Féllung der Eiweisse mit Perchlorsaure. Rs: Rinderserum. RLw:
Rind, wisseriges Lungenhomogenat. RLp: Rind, Lungenhomogenat nach Fillung der Eiweisse mit
Perchlorsaure.

Diskussion

Die Pferde- und Rinderlunge unterscheiden sich in bezug auf Gewebsinhibi-
toren in auffallender Weise. Der einzige Inhibitor, der in der Pferdelunge eindeutig
nachgewiesen werden konnte, entsprach elektrophoretisch dem ~,-Seruminhibitor.
Inwieweit die Anwesenheit des Inhibitors nur auf dem Restblutgehalt des unter-
suchten Lungengewebes beruht oder ob er auch in den Alveolen vorkommt, um dort
eine protektive Funktion auszuiiben, bleibt unbekannt. Zudem wird man mit
biochemischen und immunologischen Methoden die Identitdt mit dem Seruminhibi-
tor noch nachweisen missen.

Das Fehlen von gewebsspezifischer trypsininhibitorischer Kapazitit in der Pfer-
delunge kann nicht mit der Abwesenheit von Gewebsproteaseinhibitoren gleichge-
setzt werden. Beim Hund wurde in Lungenspiilfliissigkeit ein Proteaseinhibitor
gefunden, der wohl pankreatische Elastase, elastolytische Aktivitit von Granulozy-
ten und Chymotrypsin hemmte, nicht jedoch Trypsin [24]. Auch beim Pferd muss
diese Moglichkeit in Betracht gezogen werden und bildet Gegenstand zukiinftiger
Untersuchungen. Zudem ist es moglich, dass Lungeninhibitoren wohl Pferdetryp-
sin, nicht jedoch Rinder- und Schweinetrypsin hemmen.
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Die Lunge des Rindes scheint besser mit Trypsininhibitoren ausgeriistet zu sein
als diejenige des Pferdes. Der in Perchlorséure 16sliche Gewebsinhibitor (Trasylol ®)
konnte nicht mit Wasser extrahiert werden. Er scheint in komplexer Form im
Lungengewebe vorzuliegen und wurde erst frei, als die Lungenproteine mit Per-
chlorsaure gefallt wurden. An welche Strkturen er gebunden ist, bleibt eine offene
Frage, ebenso die damit verbundene Frage nach der physiologischen Funktion des
Inhibitors in der Lunge. Immerhin ist die Beobachtung interessant, dass eine Vorbe-
handlung von Ratten mit Trasylol® die Degranulation von Mastzellen in vivo
verhindern konnte. Die Degranulation war in den Kontrollen eine der Reaktionen
auf hyperbare Sauerstoffexposition der Versuchstiere [3].

Im wisserigen Lungenhomogenat des Rindes befand sich — neben den a ;- und
x ,-Seruminhibitoren — ein weiterer, gut sichtbarer Inhibitor, dessen elektrophoreti-
sche Beweglichkeit weder mit Trasylol® noch mit dem «kathodischen» Seruminhi-
bitor tibereinstimmte. Ob es sich um einen gewebsspezifischen Inhibitor handelt,
der durch Perchlorsaure gefdllt wird, kann aufgrund nur dieses Befundes nicht
gesagt werden.

Die Gesamt-TIC von Pferde- und Rinderserum waren statistisch nicht signifi-
kant verschieden. Neben den Inhibitoren im «-Bereich besass das Rinderserum
jedoch noch zusitzlich einen Inhibitor im kathodischen Bereich. Dieser lag in genii-
gender Konzentration vor, um in der Fibrinogenplattenelektrophorese als gut sicht-
bare Bande zu erscheinen. Er war in Pferdeserum hochstens in Spuren vorhanden.
Bemerkenswert ist auch, dass mit Hilfe einer schr dhnlichen Technik beim
Menschen kein kathodisch wandernder Inhibitor nachgewiesen wurde [9]. Das
Hemmspektrum gegeniiber verschiedenen Proteasen und damit Hinweise auf eine
mégliche spezifische Funktion dieses Seruminhibitors miissen noch ermittelt wer-
den.

Nach der Prizipitation der Serumeiweisse mit Perchlorsdure verblieb eine
Restaktivitdt von 1—-2% perchlorsdureloslicher TIC im Serum. Diese war beim
Pferd — wenn statistisch auch nur schwach gesichert — hoher als beim Rind. Der
Befund zeigt, dass das Pferd grundsitzlich perchlorsiurelosliche Inhibitoren besitzt.
Man kann annehmen, dass die Restaktivitat auf Gewebsinhibitoren zuriickzufiihren
ist, die aufgrund der Zellmauserung ins Serum gelangen. Das Fehlen sdureloslicher
Inhibitoren in der Pferdelunge ist deshalb auffallend.

Aufgrund dieser ersten, vorldufigen Ergebnisse ist es sicher verfriiht, einen
Mangel an Lungentrypsininhibitoren beim Pferd mit der Anfalligkeit fiir chronische
Bronchiolitis und alveolires Lungenemphysem in Zusammenhang zu bringen. Soll-
ten weitere Untersuchungen zeigen, dass dem Pferd Lungenproteaseinhibitoren tat-
sichlich fehlen, so miissten Serumproteaseinhibitoren allein die Lunge vor Protea-
seneinwirkung schiitzen. Ein Mangel an Seruminhibitoren konnte dann an der
Pathogenese des Lungenemphysems beteiligt sein. Ob dies tatsachlich der Fall ist,
wird nur eine klinische Studie zeigen konnen.
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Zusammenfassung

Die Trypsininhibitoren in Lunge und Serum von Pferd und Rind wurden vergleichend analysiert
mit dem Ziel, Einblick in die Pathogenese chronisch-obstruktiver Lungenerkrankungen zu erhalten.
Das Pferd erkrankt sehr hdufig an chronischer Bronchiolitis und alveoldarem Lungenemphysem. Das
alveoldre Lungenemphysem ist jedoch beim Rind dusserst selten. Die Rinderlunge enthielt den
bekannten, perchlorsdureldslichen Gewebsinhibitor Trasylol® und einen weiteren, moglicherweise
gewebsspezifischen Trypsininhibitor, der nicht sdureldslich war. In der Pferdelunge waren Keine
gewebsspezifischen Trypsininhibitoren nachweisbar. Die trypsininhibitorische Kapazitat im Serum
war bei beiden Tierarten statistisch nicht signifikant verschieden.

Summary

Trypsin inhibitors of lung tissue and serum were comparatively analyzed in the horse and cattle.
The purpose was to get insight into the pathogenesis of chronic-obstructive lung diesease. The inci-
dence of chronic-alveolar emphysema and bronchiolitis is very high in the horse, but virtually absent
in cattle. The lung tissue of cattle contained the known tissue inhibitor Trasylol®, which is soluble in
perchloric acid. A second, acid-labile inhibitor which may be tissue specific was also detected. The
lung of the horse lacked any tissue-specific trypsin inhibitors. The trypsin inhibitory capacity of serum
was statistically not significantly different in both species.

Résumé

Les inhibiteurs de la trypsine dans les poumons et le sérum de chevaux et de bovins ont €té soumis
a une analyse comparative dans le but d’obtenir une meilleure vision de la pathologie des affections
chroniques et obstructives des poumons. Le cheval souffre trés souvent d’une bronchiolite chronique
et d’'un emphyseme alvéolaire des poumons, ce dernier étant cependant tres rare chez le bovin. Le
poumon du bovin contenait du Trasylol®, un inhibiteur des tissus bien connu qui est soluble dans
I’acide perchlorhydrique. Le poumon contenait aussi un autre inhibiteur de la trypsine, probablement
spécifique des tissus, qui n’était pas soluble dans un acide. Dans le poumon du cheval il n’a pas éte
possible de déceler la présence d’un inhibiteur de la trypsine spécifique des tissus. Le pouvoir inhibi-
teur de la trypsine dans le sérum ne présentait statistiquement pas de différence notable entre les deux
especes animales.

Riassunto

Sono stati studiati comparativamente gli inibitori della tripsina nei polmoni e nel siero di cavalli ¢
bovini allo scopo di dare un contributo alla conoscenza della patologia polmonare ostruttiva cronica.
Il cavallo si ammala frequentemente di bronchiolite cronica e di enfisema alveolare. Al contrario I'enfi-
sema alveolare ¢ rarissimo nel bovino. Il polmone di bovino contiene:

— il noto inibitore tissutale Trasylol® che ¢ solubile in acido perclorico,

— un altro inibitore della tripsina, probabilmente tessuto-specifico, che non ¢ acido-solubile.

Nel polmone di equino non ¢ stato possibile isolare alcun inibitore della tripsina che sia tessuto-

specifico. La differenza tra le capacita tripsino-inibitrici del siero delle due specie animali ¢ risultata
statisticamente non significativa.
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