Untersuchungen iiber die Aktivierung von Serum-Proteasen
durch Antigen-Antikorper-Reaktionen

Auns dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Wien

E.Kaiser

Das Vorkommen von proteolytischen Fermenten im Blute (Serumprotease,
Plasmin, Fibrinolysin) ist bereits seit langer Zeit bekannt (8). Seit den Unter-
suchungen von Delezenne und Pozersky (9) iiber die Aktivierung der
Serumprotease durch Chloroformbehandlung, haben eine Reihe von Autoren
auf verschiedene andere Aktivierungsmdglichkeiten aufmerksam gemacht. So
gelingt eine Aktivierung der Serumprotease durch Kaolin, Stirke, Agar, Pepton
und verschiedene andere Mucopolysaccharide (vgl. 47). Weitere Aktivatoren,
die von besonderem Interesse sind, finden sich im Gewebe und im Blute selbst
(vgl. 1). Die kriftigsten Aktivatoren sind neben Chloroform, Streptokinase und
Staphylokinase, die aus Kulturen von Streptokokken bzw. Staphylokokken iso-
liert wurden. Zusammenfassende Darstellungen iiber das Serum-Protease-System
und seine Bedeutung finden sich bei Macfarlane und Biggs (31), Per -
min (33) und Astrup (1).

Im Jahre 1915 haben Jobling und Mitarbeiter (22, 23) sowie Bron -
fenbrenner (3—5) unabhingig voneinander iiber die Aktivierung der
Serumprotease durch Antigen-Antikorper-Reaktionen berichtet. Ungar und
Mitarbeiter (41—47) haben diese Versuche wieder aufgenommen und konnten
neuerlich den Beweis erbringen, dafl antikdrperhaltiges Serum vom Meerschwein-
chen durch Zusatz von Antigen eine Steigerung der proteolytischen Aktivitdt
erfahre. In jlingster Zeit hat Geiger (15, 16) diese Versuche beim Kaninchen
mit gewissen Einschrinkungen bestitigt. Im Gegensatz dazu haben Jemski
und Mitarbeiter (21) keine eindeutige Aktivierung durch Antigen-Antikorper-
Reaktion nachweisen konnen.

In diesem Zusammenhang mufl auf die Untersuchungen von Seelich und
Stockinger (38, 39) hingewiesen werden, die gezeigt haben, daf bei Ver-
wendung eines Gewebsbreies von Hithnerembryonen als Antigen, das Serum
der damit behandelten Meerschweinchen imstande ist, die Zellen einer Fibro-
blastenkultur vom Huhn aufzuldsen, wihrend das Serum unbehandelter Meer-
schweinchen diese Wirkung nicht besitzt. In Fortsetzung dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dafl sich diese Immunzytolyse durch Heparin und Dex-
transulfat aufheben lific.

Im Anschlufl an diese Befunde, die, wie noch spiter auszufithren sein wird,
auch fiir das anaphylaktische Geschehen von Bedeutung sind, erschien uns eine
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Reihe weiterer Versuche auf diesem Gebiet von Interesse. Wir haben unser
Augenmerk in erster Linie auf die Aktivierbarkeit des Blut-Protease-Systems
durch Antigenzusatz bei sensibilisierten Versuchstieren gerichtet und das genannte
System sowohl in vivo als auch in vitro bei Anwesenheit von Heparin niher
untersucht. Weiters wurden einige Versuche mit dem Arthus-Phinomen durch-
gefithrt.

Methodik

1. Immunisierung der Kaninchen. Zur Immunisierung erhielten die verwendeten Kaninchen
zweimal wéchentlich steigende Dosen von Rinderplasma Fraktion V. (Armour) in 0,15 m
NaCl. Die ersten Injektionen erfolgten intravends, die restlichen Injektionen wurden intra-
peritoneal durchgefiihrt. Die Menge des injizierten Antigens bewegte sich zwischen 10 und
100 mg Fraktion V.

2. Ermittlung des Titers. Die Bestimmung der Antikdrperbildung wurde mit einem ein-
fachen Prizipitationstest durchgefithrt. 0,5 ml Serumverdiinnung 1 : 20 wurden mit 0,5 ml einer
Antigenverdiinnungsreihe tiberschichter, wobei die entstandene Triibung an der Berithrungsfliche
(18 Stunden; 20°) als positive Reaktion gewertet wurde.

3. Auslosung des Arthus-Phinomens. Die Kaninchen belkamen in Abstinden von 6 Tagen
Injektionen von anfinglich 4 bis 5 ml Pferdeserum in die Haut. Nach der 3. Injektion wurden
0,5 bis 1,0 ml injiziert. Die Auswertung der Reaktion geschah rein makroskopisch.

4. Eymittlung des Komplement-Index. Nach dem Verfahren von Hoene und Sabel (20)
wurde zuerst eine sogenannte ,Normalkurve® fiir die Bestimmung der Komplementaktivitdt
aufgestellt, auf die die weiteren Bestimmungen bezogen wurden.

5. Bestimmung der Serumprotease (vgl. 10). Die Isolierung der Proteasefraktion erfolgte in
der iiblichen Weise durch Verdiinnen des Serums mit Wasser und anschlieBender Einstellung
des pH-Wertes mit verdinnter Essigsiure auf pH 5,2. Die entstandene Euglobulinfillung wurde
abzentrifugiert und in einem der Serummenge entsprechenden Teil Puffer (0,4 m Phosphat,
pH 7,4 mit 0,15 m NaCl) gelést.

Die Proteolysebestimmung wurde in folgender Weise durchgefiihri: die in Puffer geldste
Euglobulinfallung wurde mit Casein als Substrat versetzt und 2 Stunden bei 37° inkubiert und
anschlieRend nach Trichloressigsiurefillung das siureldsliche Tyrosin mit dem Folinschen Rea-
gens bestimmt. Durch sofortige Enteiweiflung eines zweiten Ansatzes wurde ein entsprechender
Leerwert erhalten. Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte in gamma Tyrosin/Stunde.

Teilweise wurde die Aktivierung mit Streptokinase (Varidase, Lederle) durchgefihre
(5000 U/ml).

Die Antigenaktivierung der Sera wurde in folgender Weise durchgefiihre: Serum wurde mit
verschiedenen Mengen Antigen (in den meisten Fillen 2 mg Antigen/ml Serum; die optimale
Menge mufite bei jedem Serum in einem Vorversuch bestimmt werden) versetzt und 30 Minuten
bei Zimmertemperatur belassen. Anschliefend wurde die Isolierung der Protease durchgefithrt.
Bei den mit Pferdeserum immunisierten Kaninchen wurde identisth verfahren, wobei wiederum
die optimale Antigenmenge in einem Vorversuch bestimmt werden mufice.

Zur Priifung des Heparineinflusses auf die Proteaseakeivierung wurden zu oben erwihntem
Ansatz verschiedene Mengen Heparin zugesetzt und anschliefend identisch verfahren.

6. Komplementinaktivierung. Zur Komplementinaktivierung wurden die Sera 30 Minuten
bei 56° inkubiert. Die Inaktivierung von C3 wurde mit Zymosan (5 mg/ml Serum; 30 Min./
379} durchgefihrr.
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Ergebnisse

Wie die Tabelle 1 zeigt besitzen die unbehandelten Sera nur eine geringe
proteolytische Aktivitit, was fiir Kaninchenblut charakteristisch ist. Die proteo-
lytische Aktivitdt liflt sich aber durch geeignete Antigenzusitze zu antikdrper-
haltigem Serum signifikant steigern. Der Effekt ist bis zu einem gewissen Grade
vom Titer des Serums abhingig. Das Serum des einen verwendeten Kaninchens
zeigte nur einen Titer von 1 : 7500 als Ausdruck einer schlechten Antikorper-

Kaninchen Nr. ‘ 1 | 2 ' 3 ' 4 | 5 ‘767777

Titer ‘ 0 ‘ 0 ‘ 0 ‘ 7500 |1oooooo\ 750000 kﬁorooo
Unbebandeltes Serum

proteolytische Aktivitit

ohne Streptokinase C 38 1 50 41 45 50 | 59 7.0
proteolytische Aktivitit 1 ; ‘

mit Streptokinase P80 11,1 9,5 8,7 13,0 | 15,0 16,7
proteolytische Aktivitit

nach Antigenzusatz (0,2 mg/ml) 4,3 53 . 53 46 7.4 11,4 | 12,1

proteolytische Aktivitit
nach Heparinzusatz

200 y/ml — 5,0 — — — — 6,5

250 y/ml — — 49 . 45 48 | 52—
proteolytische Aktivitit

nach Antigenzusatz. (0,2 mg/ml)

bei Anwesenheit von Heparin |

(250 +/ml) — — — 42 54 | 7.4 7.7

Komplementfreies Serum

proteolytische Aktivitit

ohne Streptokinase 3,4 4,6 4,2 4,0 5,0 5,4 6,9
proteolytische Aktivitat

mit Streptokinase - 6,7 10,8 8,3 7,5 10,2 12,8 15,8
proteolytische Aktivitit

nach Antigenzusatz (0,2 mg/ml) — — — — 5,2 5,7 7,4

C’3-freies Serum

proteolytische Aktivitit ’
ohne Streptokinase 4,1 3,7 4,7 43 4,7 6,4 7,1

proteolytische Aktivitit

mit Streptokinase 7,3 8,3 8,2 7,8 10,3 13,8 13,1
proteolytische Aktivitit

nach Antigenzusatz (0,2 mg/m]) — 3,8 — ' — 5,4 5,9 7.4

Tab. 1: Aktivierung der Serumprotease durch Streptokinase und durch Zusitze von
Antigen (unbehandeltes Serum, komplementfreies Serum und C’3-freies Serum).
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bildung. In diesem Fall war praktisch keine Aktivierung durch den Antigen-
zusatz zu erzielen (Kan. Nr. 4). Bei Kaninchen Nr. 5 war trotz des hohen Titers
nur eine geringgradige Aktivierung durch Antigenzusatz moglich. Es eriibrigt
sich zu erwihnen, dafl die Sera nicht immunisierter Kaninchen durch Antigen-
zusatz keine Zunahme der proteolytischen Aktivitit zeigten. Die Tabelle 1 zeigt
weiter, dafl die proteolytische Aktivitit durch Streptokinase aktiviert werden
kann. Diese Aktivierungsversuche ergaben durchwegs eine stirkere Aktivierung
als der Antigenzusatz. Heparin hat in den von uns gepriiften Konzentrationen
keinen signifikanten Einfluf auf die proteolytische Aktivitit des Serums. Die
Aktivierung durch Antigenzusatz lifit sich jedoch durch geeignete Konzentra-
tionen von Heparin hemmen. Die Tabelle 1 zeigt schlieflich, dafl das Komple-
mentsystem fiir die proteolytische Aktivitit des Serums belanglos ist. Eine Akti-
vierung von komplementfreiem bzw. C’3-freiem Serum durch Antigenzusatz
ist hingegen nicht mdglich. Die Wirkung der Streptokinase ist nur zu einem
geringen Grade von der Anwesenheit eines intakten Komplementsystems ab-
hingig. Komplementfreies bzw. C’3-freies Serum 1dfit sich ohne weiteres durch
Streptokinase aktivieren, wenn auch die Wirkung im Vergleich zu den Kontrol-

len schwicher ist.
120{
10

100 4

Komplement-Index

20+ T
104 Zeit/Stunden

[
e
o~
=3
>
I
®

0

£
&

720 mg Heparin 1 v.

Abb. 1: Becinflussung des Kemplementtiters des Kaninchens durch Heparinisierung
(Mittelwerte aus Versuchen an 10 Kaninchen).
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Die folgende Abbildung 1 zeigt die Wirkung der Heparinisierung auf die
Komplementaktivitit. Nach Gaben von Heparin (20 mg 1.v.) kommt es zu
einem signifikanten Abfall der Komplementaktivitit. Da im Kaninchenserum
die C’2-Komponente in der niedrigsten Konzentration vorhanden ist, wurde
durch die oben erwihnte Methode praktisch der C’2-Titer bestimmt.

Anschliefend an diese Versuche haben wir den mit Fraktion V (Rinder-
plasma) immunisierten Kaninchen Heparin injiziert um festzustellen, in welcher
Weise sich die proteolytische Aktivitit und die Aktivierbarkeit der Serum-
protease durch Streptokinase bzw. durch Antigenzusatz in vitro dndern. Zu die-
sem Zweck wurden vor der Heparinisierung und so oft als moglich nach der
Heparininjektion Blutentnahmen durchgefiihrt und die proteolytische Aktivitit
mit und ohne Zusatz von Aktivatoren (Streptokinase bzw. Antigen) In vitro
bestimmt. In der folgenden Abbildung 2 sind die Ergebnisse eines derartigen
Versuches graphisch zusammengefafit. Wie die erwihnte Abbildung zeigt, indert
sich die proteolytische Aktivitit des Serums nach Injektion von 20 mg Heparin
Lv. nur kaum; die zu entnehmenden Schwankungen entsprechen durchaus der
physiologischen Schwankungsbreite. Die Aktivierung der Serumprotease durch
Streptokinase ist nach der Heparinisierung nur wenig verindert, Antigenzusitze
sind jedoch wihrend der Heparinwirkung und wihrend der Senkung des Kom-
plementtiters praktisch ohne Effekt, d. h. es erfolgt trotz des hohen Titers des
Kaninchenserums (1 : 1 000 000) keine Steigerung der proteolytischen Aktivitit
des Serums. Nach Abklingen der Heparinwirkung erreicht der Komplementtiter
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Abb. 2: Beeinflussung der proteolytischen Aktivitit des Serums und der Aktivierung der Serumprotease
durch Antigenzusatz bzw. durch Streptokinase, durch Heparinisierung des Versuchstieres (Kaninchen)
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etwa den Ausgangswert (vgl. Abb. 1), und die Serumprotease liflt sich wieder
durch Antigenzusatz aktivieren.

Die erwihnten Versuche haben gezeigt, dafl es in vivo durch Heparinisierung
gelingt den Komplementtiter zu senken vnd die Aktivierbarkeit von Serum-
proteasen durch Antigenzusitze zu verhindern. Wir haben nun im Anschlufl an
diese Befunde noch einige Versuche iiber die Beeinflussung des Arthus-Phidnomens

. 5
§am“men {.1nj. | 2.Inj. | 3.1nj. | 4. Inj. 5. Inj. 6.Inj. || 7.1nj. 8. Inj.
r. ) :
1 o o ® | o+ Hep. O+ Hep.
N + O+/— | N+ o ¢
N ¢ N ¢
2 0) 0] ) O+ Hep. Hep. O++
N++ | o+r/— | o4+/— | N++
N+/— | N
; o o ® o) o+ Hep. o+
N+ O+/— | N+
N ¢
4 ® ®
5 O+ Hep. o+ Hep.
N+ O+/i— | N+ ok
N ¢ N &
6 o o b o 0+ Hep O+ -
N O +/— | N N ++
N 4/
7 ) ® o o) o+ Hep. O+ o+
N+ O+/— | N+ N+
N ¢
3 ) o o ) o+ Hep o+ O+
N+/— | 0¢ N++ | N+
N
9 o o o b o o) O+/— , O-+/—
N ¢ N
10 ) o o ) o+ Hep. Hep. 0+
N+ O+/— | 00 N+
N ¢ N

Tab. 2: Zusammenstellung der Versuche mit dem Arthus-Phinomen.
Zeichenerklirung: () keine Reaktion, O Odem, N Nekrose, Hep. i.v. Injektion von
20 mg Heparin 2 Stunden vor der Injektion des Pferdeserums,
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durch Heparin durchgefithrt. Unsere diesbeziiglichen Ergebnisse sind in der
Tabelle 2 zusammengefafit. Bei insgesamt 8 von 10 Kaninchen lief sich das
Arthus-Phinomen durch Pferdeserum in eindeutiger Weise auslosen. Wir haben
nach jener Injektion, nach der die erste positive Reaktion auftrat, 2 Stunden
vor der nichsten Injektion 20 mg Heparin i.v. gegeben und anschlieRend das
Pferdeserum in die Haut gespritzt. In allen auf diese Weise behandelten Kanin-
chen war eine deutliche Abschwichung der Reaktion festzustellen. Das initiale
Odem war nicht in allen Fillen zu unterdriicken; Nekrosen traten jedoch nach
Behandlung mit Heparin nicht auf. Die nichste Injektion, vor der auf eine
Gabe von Heparin verzichtet wurde, gab wiederum ein normales Arthus-Phino-
‘men mit allen Charakteristika der Reaktion (initiales Odem, Himorrhagie,
Nekrose).

Schlieffilich haben wir noch bei einer Reihe von Versuchstieren, die mit
Pferdeserum immunisiert waren nach Heparinisierung die proteolytische Aktivi-
tit des Serums bzw. die Aktivierbarkeit durch Streptokinase und Antigenzusatz
(Pferdeserum) gepriift. Die folgenden Abbildungen 3 und 4 zeigen die Ergeb-
nisse von zwei typischen Versuchen (Kaninchen mit hohem Antikérpergehalt
im Blut — Kaninchen mit niedrigem Antikorpergehalt im Blut). Im Prinzip
stimmen diese Versuche mit den oben geschilderten iiberein. Nach Heparinisie-
rung ist eine deutliche Abnahme der Aktivierbarkeit durch Antigenzusatz zu
erkennen, die sich nach 24 Stunden normalisiert hat. Die Streptokinaseaktivie-
rung nimmt nach der Heparinisierung nur geringgradig ab. Auch bei diesen
Versuchen zeigte sich eine wesentlich stirkere Aktivierung durch Streptokinase
als durch den Antigenzusatz.
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Abb. 3: Proteolytische Aktivitit und Aktivierung der Serumprotease durch Antigenzusatz bzw.
Streptokinase nach Heparinisierung eines Kaninchens mit hohem Antikdrpergehalt im Blus.
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Bei dem Kaninchen mit dem niedrigen Antikorpergehalt konnte keine Anti-
genaktivierung festgestellt werden. Die Streptokinaseaktivierung nahm bei die-
sem Versuchstier nach Heparinisierung etwas ab.
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Abb. 4: Proteolytische Aktivitit und Aktivierung der Serumprotease durch Antigenzusatz bzw.
Streptokinase nach Heparinisierung eines Kaninchens mit niederem Antikdrpergehalt im Blut.

Diskussion

Unsere Versuche haben gezeigt, daff fiir die Aktivierung der Serumprotease
das Komplementsystem nicht unbedingt notwendig ist. Die geringgradige Ab-
nahme der proteolytischen Aktivitit des Serums nach totaler Komplementakti-
vierung fithren wir weniger auf einen Komplementmangel, als vielmehr auf eine
gewisse Inaktivierung der Serumprotease durch die halbstiindige Behandlung
des Serums bei 56° zuriick. Sowohl bei heparinisierten als bei nicht heparinisier-
ten Tieren zeigte die Aktivitit der im Blut vorhandenen Proteasen nur geringe
Variationen, die als Ausdruck einer physiologischen Schwankung gedeutet wer-
den konnen. In vitro war Heparin in den von uns gepriiften Konzentrationen
ohne Finflufl auf die proteolytische Aktivitit des Serums. Die Aktivierung der
Serumprotease durch Streptokinase ist von der Komplementaktivitit des Serums
ziemlich unabhingig. Es ergab sich wohl bei allen Versuchen mit komplement-
freiem Serum eine Senkung der Aktivierung durch Streptokinase, die jedoch bei
statistischer Auswertung als nicht signifikant erschien. Im Gegensatz dazu ist
fiir die Aktivierung der Serumprotease sensibilisierter Kaninchen (Fraktion V
aus Rinderplasma bzw. Pferdeserum) durch Antigenzusatz das Komplement-
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system unbedingt notwendig. Sera bei denen das Komplementsystem véllig aus-
geschaltet war, lieffen sich durch Antigenzusatz nicht aktivieren. C’3-freies Serum
1488t sich ebenfalls durch den Zusatz von Antigen nicht aktivieren. Ebenso ver-
halt sich das Serum sensibilisierter, heparinisierter Kaninchen.

Unsere Versuche zeigen somit, daf} scheinbar ein wesentlicher Unterschied
zwischen der Aktivierung der Serumprotease durch Streptokinase bzw. durch
Antigenzusatz besteht. Wihrend die Streptokinasewirkung weitgehend komple-
mentunabhingig zu sein scheint, wie dies auch Ratnoff (34) und Ungar
und Mist (47) annehmen, ist dies fiir die Aktivierung durch Antigenzusatz
nicht der Fall. Welche Mechanismen hier im einzelnen eine Rolle spielen ist bis-
her nicht vollig geklart.

Die Versuche am sensibilisierten, heparinisierten Kaninchen haben, wie
bereits erwihnt, eine deutliche Senkung der Komplementaktivitit ergeben, was
im {ibrigen bereits seit lingerer Zeit bekannt ist (6, 12, 14, 25, 26, 27, 40). Hand
in Hand mit der Komplementinaktivierung verschwindet die Moglichkeit einer
Aktivierung der Serumprotease durch den Antigenzusatz. Wie die Abbildung 1
zeigt erreicht der Komplementtiter 24 Stunden nach unserer Heparindosierung
wieder etwa seinen Ausgangswert. Nach dieser Zeit lifl¢ sich die Serumprotease
durch Antigenzusatz wieder anstandslos aktivieren.

Weiter war es auffallend, daff mit Streptokinase stets eine stirkere Aktivie-
rung moglich war, als durch Antigenzusatz. Es scheint also nicht moglich zu sein,
die gesamte vorhandene inaktive Protease durch Antigenzusatz zu aktivieren.
Man kénnte annehmen, daf§ die Streptokinase selbst eine gewisse proteolytische
Wirkung besitzt, die sich unter Umstinden zur Proteasewirkung des Serums
addieren konnte. Untersuchungen haben jedoch ergeben, dafl bei Verwendung
von Casein als Substrat kein sdureldsliches Tyrosin gebildet wird. Die An-
wesenheit von inaktiven Proteasen im Substrat 1aflt sich bei Verwendung von
Casein a priori ausschlieflen und ist nur fir das Substrat Fibrinogen gegeben,
von dem bekannt ist, dafl es stets gewisse Mengen von Profibrinolysin gebunden
enthilt. Im Ubrigen war das von uns verwendete Casein, in erster Linie um die
Leerwerte so gering wie moglich zu halten, mehrfach umgefillt und schliefflich
erhitzt worden. Die Entscheidung der Frage ob es sich bei der Aktivierung der
Serumprotease durch Streptokinase bzw. durch Antigenzusatz zu einem sensibili-
sierten Serum um verschiedene Proteasevorstufen handelt, kann nicht ohne wei-
teres entschieden werden. Wir neigen eher zu der Auffassung, dafl identische Prote-
asevorldufer im Serum aktiviert werden. Die schwichere Aktivierbarkeit mufl
wohl in erster Linie darauf zuriickgefiihrt werden, dafl es wesentlich schwieriger
ist eine Aktivierung durch Antigenzusatz zu bekommen, als durch Streptokinase.
Die Streptokinasewirkung ist nimlich wesentlich weniger von der Konzentration
abhingig als dies beim Antigenzusatz der Fall ist,
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Die erwihnten Befunde besitzen insbesondere nach den letzten Untersuchun-
gen von Ungar (41—47) als Modelle fiir das anaphylaktische Geschehen eine
gewisse Bedeutung. Zur Erklirung des Mechanismus des anaphylaktischen Reak-
tionsablaufes sind eine Reihe von Theorien aufgestellt worden. Friedberger
(13) beobachtete 1909, dafl Serum sensibilisierter Tiere durch Zusatz von Anti-
gen toxische Wirkungen bekommt. Dieser Effekt wird von dem genannten
Autor auf die Bildung eines Anaphylatoxins zuriickgefiihrt, womit er die Be-
ziehungen zum anaphylaktischen Schock aufzeigen wollte. Wird ein derartiges
Serum einem normalen Tier injiziert, so kommt es zur Ausbildung von anaphy-
laktischen Erscheinungen. Aber noch wesentlich weniger spezifische Behandlung
des Serums (Schiitteln mit Kaolin, Agar, Stirke) fithrt ebenfalls zur Ausbildung
dieses Anaphylatoxins (2). Urspriinglich wurde die Wirkung so gedeutet, dafl
die toxischen Substanzen aus dem Antigen auf enzymatischem Wege gebildet
werden. Andere Autoren nahmen im Gegensatz dazu an, dafl durch Antigen-
Antikérper-Reaktion bzw. durch andere Effektoren eine Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen Serum-Protease und Serum-Protease-Inhibitor eintritt,
wodurch eine Aktivierung der Serumprotease erfolgt, die Serum- und Gewebs-
Fiweillkérper angreift (vgl. 7). Im Gegensatz zu dieser ,humoralen Theorie®
fithrten Versuche von D ale (7) zur Aufstellung der sogenannten ,zelluliren
Theorie“. D ale (7) hat erstmalig auf die Rolle des Histamins bei anaphylakti-
schen Erscheinungen aufmerksam gemacht, wobel die Histaminfreisetzung in der
Weise erklirt wird, dafl die Antigen-Antikorper-Reaktion zu einer Zellschidi-
gung fithrt, wobei Fistamin gebildet wird. Die D ale schen Versuche gelingen
aber auch, wenn isolierte, vollig blutfrei gewaschene Meerschweinchengewebe
verwendet werden, wodurch scheinbar erwiesen war, dafl Serum bei dieser Re-
aktion belanglos ist. Weiter war durch dieses Experiment auch die Annahme
eines enzymatischen Prozesses recht unwahrscheinlich geworden. Die Befunde
von Jobling (22, 23) und Bronfenbrenner (3—5) auf die bereits ein-
gangs hingewiesen wurde, gewannen erst wieder an Interesse, als Rocha e
Silva (35—37) zeigen konnte, dafl Injektionen von Trypsin ebenfalls zur
Freisetzung von Histamin und zur Ausbildung anaphylaktischer Erscheinungen
fihren. Rocha e Silva (35—37) konnte weiter zeigen, dafl sowohl im
anaphylaktischen Schock als auch beim Peptonschock eine Akrivierung der
Plasma-Protease stattiindet. Diese , proteolytische Thearie® der Anaphylaxie hat
in letzter Zeit vor allem durch die Untersuchungen von Ungar (41—47)
weitere Bestitigung erfahren. Der letztgenannte Autor hat den Einflufl von
Antigen-Antikrper-Reaktion bzw. von anaphylaktoid wirksamen Substanzen
auf Protease-Aktivierungen untersucht und konnte zeigen, daff diese sowohl
durch Antigen-Antikdrper-Reaktionen als auch durch anaphylaktoid wirksame
Substanzen gefordert werden kann. Nach Un gar (41—47) verlduft beim ana-
phylaktischen Geschehen der folgende Reaktionsmechanismus ab: die Antigen-
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Antikorper-Reaktion wirkt iiber eine Zyto- bzw. Serokinase auf einen Pro-
aktivator, der in einen aktiven Aktivator umgewandelt wird, der aller Wahr-
scheinlichkeit nach eine Aminopeptidase ist. Der Aktivator (Aminopeptidase?)
wandelt die inaktive Protease in eine aktive Form um, die ihrerseits wieder im
Gleichgewicht mit einem Protease-Inhibitor steht. Die Protease entfaltet schliefi-
lich ihre Wirkung auf verschiedene Proteine, wobei Peptide und Histamin frei-
gesetzt werden, die zur Ausbildung der Gewebsreaktion fithren. Die folgende
Abbildung 5 stellt ein Schema dar, das in etwas modifizierter Weise einer Arbeit
von Ungar (43, 44) entnommen ist, und die Verhiltnisse in tbersichtlicher
Weise charakterisiert.

Antigen-Antikérper-Reaktion
oder
anephylaktoid wirksame Substanzen

Cytokinase
Serokinase (Komplement 2)

Proaktivator ——— oy, Aktivator {Aminopeptidase ?)

inaktive Protease ——> aktive Protease  <——> Antiprotecse
Proteasewirkung
Proteine ,

Gewebsreaktion

Histamin Pephde

Abb. 5: Schematische Darstellung des Reaktionsablaufes beim anaphylaktischen Geschehen
nach Ungar (23).

Unsere eigenen Versuche mit Heparin haben gezeigt, daf} die Proteaseakti-
vierung, im speziellen Fall der Serum-Protease, durch Antigenzusatz zum Serum
sensibilisierter Versuchstiere, durch Heparin gehemmt werden kann. Wenn sich
auch nach Angaben von Ungar (45) die Serokinase und Zytokinase voneinan-
der unterscheiden, so diirften unsere Versuche doch als Modelle fiir anaphylak-
tische Prozesse gelten, die bekanntlich auch durch geeignete Heparinkonzéntra-
tionen gehemmt werden kénnen (11, 32, 17, 28, 18, 30, 29, 48). Von besonderem
Interesse sind in diesem Zusammenhang die bereits zitierten Befunde von See -
lich und Stockinger (35, 36), die in der Gewebekultur eine Hemmung
der zytotoxischen Wirkung spezifischer Antisera durch Heparin nachweisen
konnten. Unsere eigenen Versuche mit dem Arthus-Phinomen (lokalisierte ana-
phylaktische Reaktion) haben ergeben, daf} sich diese anaphylaktische Reaktion
ebenfalls durch Heparin hemmen ldfit. Derartige Untersuchungen wurden bereits
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1948 von Gregoire (18) durchgefithrt, der die hemmende Wirkung des
Heparins in erster Linie durch die Antikoagulanswirkung erkldrt hat. Auf
Grund unserer eigenen Untersuchungen glauben wir uns zu dem Schluf} berech-
tigt, dafl neben der blutgerinnungshemmenden Wirkung des Heparins, deren
Bedeutung bei der Abschwichung des Arthus-Phinomens aufler Zweifel steht,
noch zusitzlich eine Hemmung der Aktivierung von Proteasen im Gewebe durch
Heparin eintritt. Wir nehmen an, dafl die Reaktion des Antigens mit dem
Antikorper im Gewebe bei Gegenwart von Heparin nicht zur Aktivierung von
Gewebsproteasen fithrt und daf dies mit ein Grund fiir das Ausbleiben der
positiven Arthus-Reaktion ist. Im tbrigen muff hier nochmals darauf hingewie-
sen werden, dafl sich die Reaktion nicht immer vollstindig unterdriicken lief}
(vgl. 18). Vor allem beobachteten wir bei einer Reihe von Versuchen das Auf-
treten des initialen Odems, das als sicheres Zeichen eines anaphylaktischen Ge-
schehens gewertet werden mufl, wenn auch diese Reaktion im Vergleich mit dem
nicht heparinisierten Tier immer wesentlich abgeschwicht war. Die normaler-
weise folgenden Himorrhagien und Nekrosen konnten jedoch in allen Ver-
suchen durch Heparinisierung verhindert werden.

Wir glauben aus diesen Versuchen den Schlufl ziehen zu konnen, dafl fiir
die Auslosung des Arthus-Phinomens und fiir anaphylaktische Prozesse im all-
gemeinen die Antigen-Antikorper-Reaktion als ausldsendes Moment fir die
Aktivierung von Gewebsproteasen von Bedeutung ist. Diese Proteaseaktivierung
bewirkt ihrerseits wiederum eine Freisetzung von Histamin. Man darf jedoch
nicht aufler Acht lassen, dafl im Gewebe Histamin sicher auch noch auf eine
andere Art und Weise gebildet werden kann. Wie diese Histaminfreisetzung im
einzelnen verlduft, ist nicht geklirt, ja man weifl nicht einmal genau, wie das
Histamin im Organismus gebunden ist. Es wire dementsprechend verfritht, ein
abschliefendes Urteil iiber die genauen einzelnen Abliufe beim anaphylaktischen
Geschehen zu geben. Als gesichert kann nur gelten, dafl proteolytische Prozesse
im Zusammenhang mit dem Komplementsystem (vgl. 38, 39) des Organismus
eine Rolle bei der anaphylaktischen Reaktion spielen, eine Reaktion, die durch
weitere nicht niher bekannte Reaktionsabliufe unterstiitzt wird.

Was uns in diesem Zusammenhang als besonders wichtig erscheint, ist die
Tatsache, dafl Heparin neben seiner antikoagulierenden Wirkung, noch eine
Reihe anderer Wirkungen besitzt, die bisher viel zu wenig beachtet wurden
(vgl. 19, 24).

Zusammenfassung
Es wurde an Hand von Versuchen in vivo und in vitro gezeigt, dafl Zusitze

von Antigen zum Serum sensibilisierter Kaninchen zu einer Aktivierung der
Serumprotease fiithren, wodurch verschiedene dltere Untersuchungen, insbeson-
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dere aber die Befunde von Un gar zumindest teilweise bestitigt wurden. Fiir
die erwihnte Antigenaktivierung der Serumprotease ist das Komplementsystem
von ausschlaggebender Bedeutung; komplementfreies oder C’3-freies Serum lifit
sich durch Antigenzusatz nicht aktivieren. Die Antigenaktivierung 1ift sich
durch Heparin aufheben.

Die mutmafliche Bedeutung der Versuche als Modell fiir das anaphylaktische
Geschehen wird diskutiert und an Hand von Versuchen mit dem Arthus-Phino-
men (lokalisierte anaphylaktische Reaktion) erliutert.

Summary

It has been demonstrated by in vivo and in vitro experiments that addition
of antigen to the serum of sensitized rabbits activates proteases of this serum.
Several old experiments in this respect and the results of Un gar could at least
partly be confirmed. The activation of the protease system of blood depends
chiefly on the complement system. Serum free of complement or serum lacking
C’3 cannot be activated by the addition of antigen. The activating effect of
antigen is inhibited by heparin.

The possible significance of the experiments as models for anaphylactic
reactions is discussed and illustrated by some experiments with the Arthus
phenomenon (localized anaphylactic reaction).

Résumé

Des expériences in vivo et in vitro ont démontré que ’addition d’antigéne
au sérum de lapins sensibilisés active les protéases de ce sérum. Des expériences
plus anciennes ainsi que les résultats de Ungar ont pu étre confirmés. L’activation
du systéeme protéase dépend en grande partie du complément. Un sérum sans
complément ou sans C’3 ne peut pas étre activé par addition d’antigéne.
L’Héparine inhibe I'action de I’antigéne.

La valeur hypothétique de ces expériences comme modéle de réactions
anaphylactiques est discutée et illustrée par quelques démonstrations du phéno-
mene d’Arthus (réaction anaphylactique localisée).
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