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VORWORT

Wie nie zuvor hat wihrend des Jahrs 1982 im Rahmen der Cloétta-Stif-
tung ein andres Ereignis die vorweihnachtliche Preisverleihung zu kon-
kurrenzieren begonnen: die erstmalige Ausschreibung der Cloétta-For-
schungsstellen wurde zu einem eindriicklichen und hoch erfreulichen
Erfolg. Fiinf Forschungsstellen sind auf die Dauer von bis zu fiinf Jahren
inzwischen bereits geschaffen worden. Die Stiftung Prof. Dr. Max
Cloétta schétzt sich gliicklich, damit einen, wie wir zu hoffen wagen,
doch nicht ganz bedeutungslosen Beitrag zur Lage der medizinischen
Forschung in der Schweiz leisten zu konnen. Sie wird ihre Anstrengun-
gen in den kommenden Jahren nach Moglichkeit noch intensivieren.
Nicht zuletzt soll dabei angesichts des bisherigen sehr breiten und positi-
ven Echos das Projekt «Forschungsstellen» ausgebaut, vor allem durch
gelegentliche Angebote an zusitzliche Forscher ergidnzt werden.
Wenn wir von einer «Konkurrenzierung der Preisverleihung» reden, so
mochten wir das natiirlich gern mit dem berithmten «granum salis» ver-
stehen diirfen. Seit 1974 haben die jahrlichen Preisverleihungen der Stif-
tung Professor Dr. Max Cloétta in der Offentlichkeit, wie sich anhand
der uns zugekommenen Reaktionen leicht nachweisen lisst, eine deut-
lich zunehmende Beachtung gefunden. Je umfassender die Tatigkeit der
Stiftung gestaltet werden kann und bekannt wird, desto mehr Gewicht
diirften auf die Dauer auch die von ihr zugesprochnen Preise erhalten.
Die Preise fiir das Jahr 1982 gehen an die Herren PD Dr. Jiirgen Zapf
und PD Dr. Jean-Michel Dayer. Beide Preistrager begliickwiinschen wir
herzlich: wir freuen uns dariiber, sie - hoffentlich - von ihren Preisen
«begliickt» zu sehen, und entbieten ihnen gleichzeitig die besten
Wiinsche der Stiftung und einer weitern Offentlichkeit fiir ihr kiinftiges
Wirken als Menschen und Mediziner, Forscher und Dozenten und Prak-
tiker auf allen Gebieten, auf die ihre Tatigkeit sich erstrecken wird.
In der Demokratie wird, man weiss es, der Dilettantismus derart profes-
sionell organisiert, dass es am Schluss allen besser geht als mit einem



politischen Vollblut-Professionalismus irgendwelcher Art. Dass Dinge,
die eigentlich nur professionell betrieben werden diirften, hie und da mit
unter die Fuchtel des Dilettantismus geraten, ist in Kauf zu nehmen.
Erst recht soll und darf eine Organisation wie die Stiftung Prof. Dr. Max
Cloégtta echte «Profis» an einem Feiertag pro Jahr mit Preisen ehren, an
den vielen verbleibenden Werktagen jedoch die Forschung nach Kréften
auf andre Art materiell stiitzen und fordern. Der Feiertag und die Werk-
tage zusammen miissen das Bild der Stiftung, aber auch das der Preistri-
ger und jener Institutionen ausmachen, in deren Dienst und mit denen
als wichtigstem Riickhalt sie ihre Leistungen erbringen.

Hans W. Kopp



LAUDATIO AUF PD DR. JURGEN H.L. ZAPF

Professor Dr. E.R. Froesch

Die Bliitezeit der klassischen Endokrinologie ist wahrscheinlich vorbei.
Die meisten, fir den menschlichen Organismus wichtigen Hormone
sind entdeckt. Es ist bekannt, aus welchen Driisen diese Hormone
stammen, wie ihre Sekretion im Organismus reguliert wird, welche
Wirkungen die Hormone auf Zellen und Organe ausiiben und welche
Krankheiten auf einen Uberschuss oder Mangel von Hormonen zu-
rickzufithren sind. Als neuer Schwerpunkt in der Grundlagenfor-
schung hat sich die Neuroendokrinologie etabliert. Viele Hormone
sind im Hirn gefunden worden zusammen mit ihren Rezeptoren.
Haben diese Hormone fiir die Funktion der Neuronen im Hirn eine
Bedeutung, sind sie auch dort Ubermittlersubstanzen von wichtigen
Informationen? Dieses faszinierende Gebiet steht heute im Zentrum
des Interesses, doch ist es noch vollig ungewiss, ob die meisten Hor-
mone im Hirn mehr oder weniger zufillig angetroffen werden oder
ob sie tatsdchlich wichtige Funktionen ausiiben.

Um so erstaunlicher ist es, dass auch heute noch mit klassischen endo-
krinologischen Methoden neue Hormone entdeckt werden, die im
Organismus eine wichtige Rolle spielen. Ich spreche hier von den insu-
lindhnlichen Wachstumsfaktoren, den Somatomedinen, die fiir das
somatische Wachstum verantwortlich sind. Wieso sind diese insulin-
dhnlichen Wachstumsfaktoren erst so spét in ihrer Bedeutung erkannt
worden? Die Hypophyse sezerniert das klassische Wachstumshormon.
Hypophysire Zwerge sezernieren kein Wachstumshormon und bleiben
deshalb klein, Giganten und Akromegale sezernieren zuviel Wachs-
tumshormon und wachsen deshalb iibermissig. Obwohl es nie richtig
gelungen ist, eindeutige Wachstumseffekte von Wachstumshormon im
Reagenzglas am Knochen, Knorpel oder anderen Zellen nachzuweisen,
assoziierte man den Befund «hohes oder tiefes Wachstumshormon»
direkt mit vermehrtem oder vermindertem Wachstum.

Diese Betrachtungsweise steht ganz im Gegensatz zu den restlichen
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Hypophysenvorderlappenhormonen, die die Schilddriise, die Neben-
niere und die Gonaden stimulieren, selbst aber keine direkte Wirkung
auf periphere Zellen im Organismus ausiiben. Erst seit kurzem wissen
wir mit Sicherheit, dass das Wachstumshormon selbst in vivo keine
wachstumsfordernde Wirkung hat, sondern dass es iiber die insulin-
dhnlichen Wachstumsfaktoren wirkt. Diese vermitteln die Wirkung des
Wachstumshormons auf Knorpel- und Knochenzellen.

Fiir die oben geschilderten neuen Erkenntnisse in den letzten 12 Jah-
ren hat Jirgen Zapf ganz entscheidende Beitriige geleistet. Dr. Jiirgen
Zapf stammt aus Marienbad und studierte Medizin und Chemie in
Erlangen und Freiburg. 1970 nahm Herr Zapf als wissenschaftlicher
Mitarbeiter die Arbeit in der Stoffwechselabteilung der Medizinischen
Universitdtsklinik auf und arbeitete seither vor allem an der Aufkli-
rung der physiologischen Bedeutung der insulindhnlichen Wachstums-
faktoren. Er konnte nachweisen, dass die insulindhnlichen Wachstums-
faktoren nicht als freie Hormone im Blut zirkulieren, sondern dass sie
an ganz spezifische Trigereiweisse gebunden sind, wie die Schilddrii-
sen- und Steroidhormone. Diese Bindung von Peptidhormonen an
Tragereiweisse im Serum ist einmalig in der Biologie. Sie erklirt, wes-
halb die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren unter physiologischen
Bedingungen nicht wie Insulin auf den Organismus wirken, sondern
vor allem auf Wachstumsprozesse. Die bis vor wenigen Jahren zuver-
lassigste Methode der Messung der insulindhnlichen Wachstumsfak-
toren im Blut des Menschen und im Blut von Tieren stammt eben-
falls von Jiirgen Zapf. Er hat das Bindungseiweiss der Wachstums-
faktoren dazu beniitzt, sie mit Hilfe eines einfachen Bindungsassays
zu bestimmen. Mit dieser Methode gelang es, IGF I und IGF II zu-
sammen zu messen. Spater hat Jiurgen Zapf fur IGF I und IGF II je
einen spezifischen Radioimmunoassay entwickelt, so dass es heute
moglich ist, die beiden Wachstumsfaktoren getrennt voneinander ge-
nau zu bestimmen.

Die Bedeutung von IGF I fiir das Wachstum geht aus den in den
letzten Jahren von Jiirgen Zapf und seinen Mitarbeitern publizierten
Arbeiten hervor. Er wird selbst dariiber berichten.

Bei allen diesen Untersuchungen, die von den feinsten biochemischen



Methoden bis zur klinischen Forschung fiihren, kam es Dr. Jiirgen
Zapf zustatten, dass er neben dem Medizinstudium auch ein Chemie-
studium absolviert hat. Er arbeitet im Labor wie ein umsichtiger Che-
miker, denkt wie ein guter Physiologe, ist ein anregender, kooperativer,
hart arbeitender und sehr menschlicher Mitarbeiter und Vorgesetzter
und schliesslich ein sehr guter Arzt und Kliniker. So hat er viel beige-
tragen, dass die Zusammenarbeit zwischen Herrn Prof. R. E. Humbel
und seinen Mitarbeitern am Biochemischen Institut, denen die Struk-
turaufkldrung der insulindhnlichen Wachsumsfaktoren gelang, und
dem Stoffwechsellabor der Medizinischen Universititsklinik immer
optimal war. Zum guten Arbeitsklima fiir junge Forscher im Stoff-
wechsellabor hat Jiirgen Zapf mit viel personlichem Engagement sehr
viel beigetragen.

Noch viele Probleme im Zusammenhang mit den insulinihnlichen
Wachstumsfaktoren, ihrer Wirkung auf die Zelle, ihrer Bindung an die
Bindungsproteine sind ungeklart. Ich erwarte in den nichsten Jahren
noch sehr viel von Jiirgen Zapf. Ein entscheidender Schritt vorwirts
liegt allerdings nicht in seinen Hénden: Die Produktion grésserer
Mengen von IGF I und IGF II ist nur auf gentechnologischer Basis
moglich. Nur wenn grossere Mengen IGF I und IGF II zur Verfiigung
stehen, konnen wir herausfinden, ob diese Hormone auch einen thera-
peutischen Nutzen fiir den Menschen haben. Ich bin iiberzeugt, dass
Jiirgen Zapf auch bei diesen Untersuchungen in der vordersten Reihe
stehen wird. Herr Dr. Zapf hat den Cloétta-Preis 1982 im hochsten
Masse verdient. Wir gratulieren und wiinschen ihm weiterhin viel
Erfolg.









PD Dr. Jiirgen Zapf
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WACHSTUM UND WACHSTUMSSTORUNGEN:
EIN GEMEINSAMES FORSCHUNGSZIEL DER KLINISCHEN UND
EXPERIMENTELLEN ENDOKRINOLOGIE

PD Dr. med. et dipl. chem. Jiirgen Zapf

Die Entdeckung biologisch aktiver Prinzipien in der klassischen Endo-
krinologie ging so gut wie immer von klinischen Beobachtungen und
Erfahrungen am Krankengut des Arztes aus: mit der Beschreibung
des Krankheitsbildes setzte gleichzeitig die Suche nach dem Sitz der
Krankheit ein. Anatomen, Pathologen und Chirurgen - frither oft in
einer Person vereinigt - verfolgten und sicherten die Spur zur endo-
krinen Driise. Nun konnte man mit gezielten Experimenten Physio-
logie und Pathophysiologie des endokrin aktiven Prinzips erforschen
und es schliesslich in Form des Hormons isolieren und reinigen. Fiir
den klinisch tdtigen Endokrinologen war damit meist der Weg zu einer
erfolgreichen Behandlung der endokrinen Stérung eroffnet. Fiir den
biochemisch orientierten Mediziner begann hier jedoch eine neue Her-
ausforderung: die Aufklirung der molekularen Wirkungsmechanismen
des Hormons.

Die Erforschung des wachstumsstimulierenden Prinzips ist dem eben
geschilderten Weg gefolgt (Fig. 1):

1. Die klinische Beobachtung

Gegen Ende des vorigen Jahrhunderts tauchten in der medizinischen
Literatur zwei Krankheitsbilder auf, die die Wachstumsforschung noch
lange beschiftigen sollten. Die betroffenen Patienten galten im Volk
als Kuriosititen und wurden deshalb nicht selten zum Gesp6tt ihrer
Umwelt. Es handelte sich dabei um die Akromegalie, die der franzosi-
sche Arzt P. Marie im Jahre 1886 an zwei Patienten eindriicklich be-
schrieben hatte (1), und um den hypophysdren Zwergwuchs, fir den der
Wiener Pathologe Paltauf im Jahre 1891 in Unkenntnis der Ursache
der Erkrankung den Namen «genuiner» Zwergwuchs geprégt hatte.
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Die Akromegalie ist durch ein langsam einsetzendes vermehrtes
Wachstum von Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe sowie der inne-
ren Organe gekennzeichnet. Allmédhlich entwickelt sich ein skurriles
Erscheinungsbild, das dem Patienten einen unheimlichen, drohen-
den Ausdruck verleiht: der Gesichtsschéddel ist insgesamt vergrossert,
Augenwiilste und Kinn springen stark vor, Nase und Ohren werden
gross und fleischig, die Gesichtsziige vergrobern sich durch ausgeprégte
Stirn- und Nasolabialfalten. Hinde und Fiisse beginnen zu wachsen
und bekommen ein plumpes, tatzenartiges Aussehen. Das Skelett wird
durch das Wachstum der Wirbelsdule und der Rippen deformiert. Tritt

KLINISCHE BEOBACHTUNG:
AKROMEGALIE, RIESENWUCHS.

THERAPIE ZWERGWUCHS
HYPOPHYSE
ADENOM HYPOPHYSEKTOMIE INJEKTION VON
—= AKROMEGALIE —= ZWERGWUCHS HYPOPHYSENEXTRAKT
—> WACHSTUM
[SOLIERUNG UND REINIGUNG

VON WACHSTUMSHORMON

-

WIRKUNGEN
IN VIVO

WIRKUNGEN
IN VITRO

SOMATOMEDIN
(I1G6F)

+ + (-{—) —l Wee zum

Figur 1
Der Weg von der klinischen Beobachtung zur Aufkldrung des endokrin aktiven
Prinzips am Beispiel des Wachstumshormons.
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die Erkrankung im Jugendalter auf, bevor das Knochenwachstum
abgeschlossen ist, so fiihrt sie zum proportionalen Riesenwuchs. Als
Gegenstiick zum letzteren ist der hypophysdre Zwergwuchs zu be-
trachten, wobei die Patienten meist nicht grosser als 120-130 cm wer-
den.

Der erste Chefarzt des Spitals von Glarus, Christian Friedrich Fritsche,
hatte bereits im Jahre 1882 in einer Sitzung der Vereinigung Schweizer
Naturforscher einen Patienten vorgestellt und daraufhin in einer Publi-
kation beschrieben, der die gleichen Verinderungen des Gesichts und
des Korperbaus aufwies wie die beiden von P. Marie beschriebenen
akromegalen Patienten. Der damalige Ordinarius fiir Pathologie in
Zirich, Prof. Klebs, hatte bei der spdteren Obduktion dieses Patienten
einen Tumor der Hypophyse, eines in der Mitte der Schédelbasis gele-
genen etwa kirschgrossen Organs gefunden, den er als «driisenartige
Wucherung» charakterisierte. Auch bei der Sektion der beiden Patien-
ten von P. Marie war man auf einen Hypophysentumor gestossen.
Allerdings hatten sowohl Fritsche und Klebs als auch P. Marie aus
diesem Befund einen falschen Schluss gezogen: sie interpretierten den
Tumor als Folge, und nicht als Ursache des Leidens. Dennoch war
damit das Augenmerk auf die Hypophyse gelenkt worden. Es dauerte
jedoch noch tiber 20 Jahre, bis man erkannte, dass die Ursache der
Akromegalie und des von Paltauf beschriebenen Zwergwuchses in
einer Uber- bzw. Unterfunktion der Hypophyse zu suchen war.

II. Der experimentelle Nachweis fiir den Sitz des wachstums-
stimulierenden Prinzips

a) Die Hypophysektomie im Tierexperiment

Den experimentellen Nachweis dafiir, dass die Hypophyse oder Hirn-
anhangdriise fiir ein normales Wachstum unentbehrlich ist, lieferte der
Wiener Pathologe B. Aschner (2). In einer 147seitigen Publikation
«Uber die Funktion der Hypophyse» beschreibt er die Ergebnisse und
zieht die Schlussfolgerungen seiner 2jihrigen Experimente an Hun-
den, denen er die Hypophyse entfernt hatte. Diese Arbeit ist ein
Meisterwerk der experimentellen Endokrinologie und muss uns noch
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heute Staunen und Bewunderung abringen: Aschner war es nicht nur
gelungen, zum erstenmal komplette Hypophysektomien durchzufiih-
ren, er hat auch alle makroskopischen, mikroskopischen und Stoff-
wechselverdnderungen exakt und detailliert beschrieben, die im An-
schluss an die Entfernung der Hypophyse bei seinen Versuchshunden
zu beobachten waren. In der Zusammenfassung seiner Publikation
beschreibt Aschner die Folgen der Hypophysenextraktion bei jungen
Hunden (Fig. 2) wie folgt: «Neben dem im Alter von 4 Monaten ge-
wohnlich sehr lebhaft beweglichen Kontrollhund nehmen sich die
stillen, bewegungsarmen, fettleibigen und im Wachstum schon fast
um die Hilfte zuriickgebliebenen operierten Tiere wie kleine Biren
aus, die, anscheinend vom Gewicht ihres fetten Bauches beschwert,

Figur 2

Zwei gleichaltrige Hunde aus demselben Wurf: Alter 12 Monate. Dem Hund
Nr. 42 wurde im Alter von 10 Wochen die Hypophyse entfernt (aus den Expe-
rimenten von B. Aschner; siche Ref. 2).
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am liebsten in einer Ecke auf den Hinterbeinen sitzen. Sie kiimmern
sich wenig um ihre Umgebung, spielen und bellen nicht, zum Unter-
schied gegen die Kontrolltiere. Die Temperatur der operierten Tiere
ist konstant um 1-14° niedriger als die der Kontrolltiere.» Unter ande-
rem stellte Aschner weiter fest, dass die Epiphysenfugen, die knor-
peligen Zonen, an denen das Wachstum der langen Rohrenknochen
erfolgt, offengeblieben, sonst aber unverdndert waren, dass das Milch-
gebiss persistierte, der Schiddel und insbesondere die Schnauze ver-
kiirzt waren und dass neben der enormen Fetteinlagerung im Unter-
hautzellgewebe vor allem die Leber durch die vermehrte Speicherung
von Fett hellgelb gefirbt erschien. Von den Ergebnissen seiner Tier-
experimente zog Aschner auch Riickschliisse auf die menschliche
Pathophysiologie: den von Paltauf beschriebenen «genuinen» Zwerg-
wuchs fiihrte er auf die fehlende Funktion der Hypophyse zuriick,
denn in Ubereinstimmung mit seinen hypophysektomierten Hunden
zeigten die Paltauf-Zwerge kindliche Korperproportionen und offene
Epiphysenfugen. Beziiglich der Entstehung des Riesenwuchses und
der Akromegalie dusserte Aschner die Ansicht, dass hierbei der Uber-
Jfunktion der Hypophyse die entscheidende Rolle zukdme. Natiirlich
konnte Aschner damals noch nicht ahnen, dass die bei seinen hypo-
physektomierten Hunden beobachteten Mangelerscheinungen auf
dem Fehlen nicht nur eines, sondern eines halben Dutzends von Hor-
monen beruhte. Dennoch war durch seine Experimente die Verbin-
dung zwischen Hypophyse und Wachstum eindeutig hergestelit.

b) Pathologisch-anatomische Befunde bei Zwergwuchs und Akromegalie

Einen weiteren Beweis hierfiir erbrachte der Wiener Pathologe J. Erd-
heim: er hatte die Autopsie an einem 38jdhrigen infantilen Zwerg
durchgefiihrt und seine Befunde in einer 76seitigen Publikation be-
schrieben (3). Bei dem 142 cm grossen Patienten fiel nicht nur an den
langen Rohrenknochen, sondern auch an den Wirbeln und im Bereich
des Kreuzbeins und des Beckens eine unvollstindige oder vollig feh-
lende Verknocherung des Knorpels auf. Die Hypophyse des Patienten
war ganz durch einen zystischen Tumor ersetzt. Hypophysengewebe
fehlte. Obwohl auch Erdheim noch keine Kenntnis davon hatte, dass
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die Hypophyse nicht nur ein Hormon produziert, sondern mindestens
deren sechs, zog er den richtigen Schluss, dass der Hypophyse eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des Skelettwachstums zu-
kommt.

In spiteren Studien tiber die Akromegalie hat Erdheim mit Nachdruck
auf den Zusammenhang zwischen dem wachstumsstimulierenden
Prinzip der Hypophyse und dessen Zielorgan, dem Knorpel, hingewie-
sen. In einer 1931 erschienenen Monographie iiber «Die Lebensvor-
ginge im normalen Knorpel und seine Wucherung bei Akromegalie»
(4) bemerkt er, dass die Pathologen bisher noch nicht zum Kern der
akromegalen Verinderungen vorgestossen seien, weil sie sich auf das
Knochengewebe konzentriert und dabei den Knorpel {ibersehen hét-
ten, der in erster Linie betroffen sei. Er hatte dies anhand einer bis ins
kleinste sorgfiltig durchgefiihrten Studie am Rippen- und Gelenk-
knorpel einer 71jahrigen akromegalen Patientin gezeigt, bei der die
Knorpelzellen so stark gewuchert waren, dass es - wie wir es auch
heute noch bei akromegalen Patienten sehen - zu einer Beeintrdch-
tigung der mechanischen Funktionen der Gelenke gekommen war.
Welche entscheidende Rolle das Knorpelgewebe als Zielorgan des
wachstumsstimulierenden Prinzips spielt, sollte sich - wie wir sehen
werden - mehr als 25 Jahre spéter in eindriicklicher Weise heraus-
stellen.

¢) Isolierung des wachstumsstimulierenden Prinzips aus der Hypophyse
und Nachweis seiner Wirksamkeit

Die zunehmende Kenntnis von der Rolle der Hypophyse fiir das
Wachstum stimulierte die Bemiihungen, das wachstumsstimulierende
Prinzip aus der Hypophyse zu isolieren und seine Wirkungen an Ver-
suchstieren zu zeigen. Es gehort zu den Postulaten der klassischen
Endokrinologie, dass sich die Ausfallserscheinungen, die durch die
Entfernung einer endokrinen Driise auftreten, entweder durch Re-
implantation der Driise oder durch die Verabreichung von Driisen-
extrakt beheben lassen und dass eine damit durchgefiihrte exzessive
Behandlung Erscheinungen hervorruft, die man pathologischerweise
bei einer Uberfunktion der Driise beobachtet.
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Im Jahre 1921 konnte eine amerikanische Forschergruppe in Berkeley,
Kalifornien, unter der Leitung von H. M. Evans und J. A. Long zum
erstenmal zeigen, dass normale weibliche Ratten nach Injektion von
Hypophysenextrakten schneller wachsen als die unbehandelten Kon-
trolltiere. Ein Jahr spiter berichtete dieselbe Gruppe, dass die 9 Mo-
nate behandelten Tiere zu Riesenexemplaren herangewachsen waren
(5). Sie hatten uiberdimensionierte Skelette und enorm vergrosserte
innere Organe. Die Ratte ist fiir die Erzeugung von Riesenwuchs ein
dusserst gut geeignetes Versuchstier, da ihre Epiphysenfugen wihrend
des ganzen Lebens offen bleiben und das Korperwachstum nie ganz
zum Stillstand kommt. Fiir die Erzeugung einer Akromegalie ist die
Ratte jedoch aus demselben Grund ein ungeeignetes Modell, denn
eine Akromegalie entsteht nur dann, wenn eine Uberproduktion von
Wachstumshormon nach dem Schluss der Epiphysenfugen auftritt. Die
Gruppe von Evans wihlte den Dackel als Versuchsmodell, um zu zei-
gen, dass die von ihnen hergestellten Hypophysenextrakte ein Aqui-
valent zur menschlichen Akromegalie erzeugen konnten. Das Ergeb-
nis hitte nicht eindrucksvoller ausfallen kdnnen: die langen, breiten
und schwergewichtigen Dackel mit dicken Hautfalten iiber den Augen,
am Bauch und uber den Pfoten (Fig. 3) waren ein fast unheimlicher
Beweis fiir die Wirksamkeit der verwendeten Hypophysenextrakte
und der in ihnen enthaltenen wachstumsstimulierenden Aktivitit (6).
Kurz zuvor war auch der letzte Beweis dafiir erbracht worden, dass
das wachstumsstimulierende Prinzip in der Hypophyse lokalisiert ist:
hypophysektomierte Ratten, denen eine Hypophyse unter die Haut
verpflanzt worden war (7), holten ihre als Kontrollgruppe verwende-
ten Altersgenossen im Wachstum ein. Die Behandlung hypophysek-
tomierter Ratten mit weitgehend gereinigten Hypophysenextrakten
fiihrte zum gleichen Ergebnis (8).

d) Reinigung und chemische Charakterisierung des wachstums-
stimulierenden Prinzips

Die Reinigung des wachstumsstimulierenden Prinzips, des Wachs-

tumshormons, gelang 1944/45 durch dieselbe kalifornische Gruppe

(9), deren Extrakte aus Rinderhypophysen die spektakuldren Riesen-
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Figur 3
Von den 2 gleichaltrigen Dackeln aus dem gleichen Wurf wurde einem wih-
rend 6 Monaten tiglich 10 ml gereinigter Extrakt aus Rinderhypophysen intra-
peritoneal injiziert. Dieser Hund entwickelte ausgeprigte Zeichen einer Akro-
megalie (unten). In der Mitte der gleichaltrige unbehandelte Kontrollhund (aus
Ref. 6).
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wiichse und Akromegalien bei Ratten und Dackeln hervorgerufen
hatten. Es dauerte jedoch noch weitere 25 Jahre, bis die Sequenz der
191 Aminosduren des menschlichen Wachstumshormons bestimmt
war (10). Die fithrende Rolle bei dieser Arbeit war dabei voriiberge-
hend von den Medizinern auf die Chemiker iibergegangen.

1I1. Die Erforschung des Wirkungsmechanismus von Wachstumshormon

Im Anschluss an die Isolierung und Reinigung von Wachstumshor-
monen verschiedener Tierspezies waren es Mediziner und Biochemi-
ker gemeinsam, die auf der Suche nach dem Wirkungsmechanismus
des Wachstumshormons dessen in vivo und in vitro Effekte weiter
erforschten und versuchten, es therapeutisch anzuwenden. Trotz der
spektakuldren Effekte des aus Rinderhypophysen gereinigten Wachs-
tumshormons am Ratten- und Hundemodell stellte sich heraus, dass
dieses Priparat bei Affen und Menschen vollig unwirksam war. Der
Grund: Wachstumshormon von phylogenetisch tiefer stehenden Spe-
zies ist bei phylogenetisch hoher entwickelten Spezies unwirksam,
wahrend umgekehrt das von phylogenetisch hoher entwickelten Arten
stammende Hormon auch bei tiefer stehenden Arten wirkt. Inzwi-
schen hat die Behandlung des menschlichen hypophysiren Zwerg-
wuchses mit aus menschlichen Hypophysen gereinigtem Wachstums-
hormon Eingang in die padiatrische Klinik gefunden. Forschung und
Klinik sind damit wieder nahe zusammengeriickt.

a) Das Somatomedin-Konzept

Das Studium der in vivo Effekte von Wachstumshormon hatte zu-
nichst dessen Wirkungsmechanismus nur unbefriedigend erkldren
konnen. So augenfillig die in vivo Effekte waren, so komplex erschie-
nen sie. Man nahm Zuflucht zum in vitro Experiment an isolierten
Organen und Zellen: die beobachteten Effekte waren klein im Verhélt-
nis zu den in vivo Effekten, und die Konzentrationen an Wachstums-
hormon, die man benétigte, um solche Effekte nachweisen zu konnen,
lagen weit iiber den Konzentrationen, die man mit radioimmunologi-
schen Methoden im Blut von Mensch und Tier bestimmte.
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Man kann natiirlich nicht ohne weiteres erwarten, dass ein isolierter
Rohrenknochen einer jungen Ratte, in einem Kulturschilchen inku-
biert, unter dem Einfluss des Wachstumshormons zu wachsen beginnt.
Aber da man gefunden hatte, dass nach Verabreichung von Wachs-
tumshormon an Ratten vermehrt Sulfat in die Knorpelsubstanz ein-
gebaut wird (11), hoffte man, dies auch in vitro nachweisen zu konnen.
Man hitte damit nicht nur eine einfache biologische Methode zum
Nachweis der Wachstumshormonaktivitit in Hinden gehabt, sondern
auch ein einfaches Modell zum Studium der molekularen Wirkungs-
mechanismen. Doch ausgerechnet am isolierten Knorpelgewebe, das
schon Jakob Erdheim - wie eingangs erwidhnt - als das Zielorgan par
excellence des Wachstumshormons erkannt hatte, waren weder eine
Stimulation des Sulfateinbaus noch sonstige biologische Effekte nach-
weisbar. Trotzdem fiihrten diese negativen Resultate die beiden For-
scher, die die Experimente durchgefiihrt hatten, Salmon und Daugha-
day, auf eine neue Fiahrte und zu einem neuen Konzept (Fig. 4) tiber
den Wirkungsmechanismus des Wachstumshormons. Es ist unter dem
Namen «Somatomedinkonzept» in die Literatur eingegangen (12). Sal-
mon und Daughaday fanden (13), dass bei der Inkubation von Rippen-
knorpel hypophysektomierter Ratten weniger radioaktives Sulfat in die
Knorpelsubstanz eingebaut wird als bei normalen Kontrolltieren und
dass die Zugabe von Wachstumshormon zum Inkubationsmedium
keine Erhohung der Einbaurate bewirkte (Fig. 4a). Die Zugabe von
normalem Ratten- oder menschlichem Serum zu diesem in vitro Sy-
stem (Fig. 4b) fiihrte dagegen zu einem erhdhten Sulfateinbau. Den
gleichen Effekt hatte Serum von hypophysenlosen Ratten, die einige
Stunden bis Tage zuvor mit Wachstumshormon behandelt worden
waren (Fig. 4c), wihrend Serum von unbehandelten hypophysenlosen
Ratten oder von menschlichen hypophysidren Zwergen nur einen ge-
ringfligigen Effekt zeigte (Fig. 4b). Weiterhin war die basale Einbaurate
von Sulfat in Abwesenheit von Serum am Knorpel von mit Wachs-
tumshormon behandelten Tieren héher als am Knorpel der hypophy-
senlosen Tiere (Fig. 4d). Aus diesen Beobachtungen folgerte man, dass
1. der Sulfateinbau in die Knorpelsubstanz zwar ein wachstumshor-
monabhiéngiger Parameter ist (Fig. 4a und b), aber nicht direkt durch
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Wachstumshormon stimulierbar ist; 2. normales Serum einen Faktor
enthélt, der den Sulfateinbau in die Knorpelsubstanz direkt stimuliert.
Serum von hypophysenlosen Tieren oder von Menschen mit hypo-
physirem Zwergwuchs weist einen Mangel an diesem Faktor auf
(Fig. 4b), der jedoch durch vorgidngige Behandlung mit Wachstums-
hormon behoben werden kann (Fig. 4c). Der Faktor wird demnach
durch Wachstumshormon induziert und wirkt dann als Vermittler des
Wachstumshormoneffektes. Daraus erkldart sich der Name «Somato-
mediny, der spiter fiir diesen Serumfaktor gepragt wurde.

Das Somatomedin — Konzept
( Salmon u. Daughadsy 7956 )

hypox (1)
b hypox+STH (1)
+Serum £z normal ¢

=

%5 Einbay | akromegal 11

Yot

IS -Einbau

38~ Einbau

+Serum

358~ Einbau t

Y,

Figur 4
Die Experimente von Salmon und Daughaday (Ref. 13), die zum Somatome-
dinkonzept fiihrten. Erkldrungen im Text.
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b) Reinigung und Charakterisierung von Somatomedin
(= insulin-like growth factors: IGF)

In der Folgezeit riickte natiirlich die Frage in den Vordergrund, welche
Substanz oder Substanzen im Serum fiir die Somatomedinaktivitdt
verantwortlich sind. Die Arbeitsgruppen, die sich um die Reinigung
von Somatomedin aus menschlichem Serum bemiihten, berichteten,
dass es sich bei den teilweise gereinigten Somatomedinpriparationen
um Eiweisssubstanzen handelte, die neben ihrer Wirkung am Knorpel
auch insulindhnliche Wirkungen am Muskel und Fettgewebe zeigten.
Dies war fiir zwei Ziircher Arbeitsgruppen unter Leitung von E. R.
Froesch und R. E. Humbel von besonderem Interesse: bereits seit Be-
ginn der sechziger Jahre hatten diese sich mit der Reinigung und bio-
logischen Charakterisierung von Peptiden aus menschlichem Serum
beschiftigt, die in vivo und in vitro insulindhnlich wirkten (14, 15). Sie
unterschieden sich jedoch vom Insulin wesentlich dadurch, dass diese
Wirkungen durch Insulinantikdrper nicht blockiert wurden, wie dies
fiir Insulin selbst der Fall ist. Man hatte diese Serumeiweisse daher als
«nicht hemmbare insulindhnliche Aktivitdt» (nonsuppressible insulin-
like activity, abgekiirzt NSILA) bezeichnet (16). Das priliminédr be-
stimmte Molekulargewicht dieser «Aktivitdt» lag zwischen 6000-10000
und damit im gleichen Bereich, wie es fiir teilweise gereinigte Somato-
medinprdparationen angegeben wurde. Handelte es sich bei der nicht
hemmbaren insulindhnlichen Aktivitit und den Somatomedinen etwa
um die gleichen Substanzen? Tatsdchlich stellte sich heraus, dass teil-
weise gereinigte Pridparationen von NSILA alle biologischen Wirkun-
gen von Somatomedinen besassen: sie stimulierten den Sulfateinbau
in den isolierten Rippenknorpel hypophysektomierter Ratten, sie be-
schleunigten die Synthese von Desoxyribonukleinsdure, Ribonuklein-
sdure und Eiweiss in Zellkulturen und fiihrten zur vermehrten Zell-
teilung. Ausserdem schien ihre Bildung in Mensch und Tier wachs-
tumshormonabhingig zu erfolgen.

Am Biochemischen Institut unserer Universitdt wurde in den darauf-
folgenden Jahren intensiv an der Reinigung dieser Wachstumsfakto-
ren mit insulindhnlicher Aktivitdt gearbeitet. Im Jahre 1978 war dies
E. Rinderknecht und R. E. Humbel als ersten gelungen (17, 18). Sie
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hatten in NSILA-Priaparationen von menschlichem Serum 2 Polypep-
tide gefunden, die auch in reiner Form und in Gegenwart von Insulin-
antikorpern insulindhnlich wirkten und in vitro alle oben beschriebe-
nen biologischen Effekte der Somatomedine zeigten (19). Die Amino-
sdureanalyse ergab ein Molekulargewicht von 7500, und die anschlies-
sende Bestimmung der Aminosduresequenz zeigte eine auffallende
strukturelle Ahnlichkeit zum menschlichen Proinsulin (Fig. 5). Die
beiden Polypeptide selbst weisen untereinander eine Strukturhomo-
logie von 82% auf, unterscheiden sich also nur in 18% ihrer Aminoséu-
ren. Phylogenetisch gesehen haben sie sich wahrscheinlich zusammen
mit dem Insulin aus einem gemeinsamen Urmolekiil entwickelt. We-
gen ihrer strukturellen und biologischen Ahnlichkeit zum Insulin wur-
den die beiden Peptide als insulindhnliche Wachstumsfaktoren (insu-
lin-like growth factors, abgekiirzt IGF) I und II bezeichnet.

Die Reinigung sowie die chemische und biologische Charakterisierung
von IGF I und II lieferte den Beweis dafiir, dass man in Ziirich in den
vergangenen Jahren keinem Phantom oder Artefakt nachgelaufen war,
sondern ein biologisch aktives Prinzip gefunden hatte. Damit waren
die Voraussetzungen dafiir geschaffen, Fragen nachzugehen, die schon
lange im Mittelpunkt des Interesses standen: Stehen IGF I und II
unter dem Einfluss des Wachstumshormons, und wie wirken sich
Wachstumshormonmangel oder -tiberschuss auf ihre Bildung aus? In
welchem Organ werden die beiden Faktoren gebildet? Und vor allem:
Konnen IGF I und II bei Verabreichung in vivo das Wachstumshor-
mon ersetzen bzw. dessen Wirkungen imitieren? Allein die Beantwor-
tung dieser letzten Frage konnte Klarheit dariiber schaffen, ob das
Somatomedinkonzept stimmte.

¢) Bestimmung von IGF im Serum von Patienten mit Wachstumsstorungen
Die Entwicklung spezifischer radioimmunologischer Methoden zur
getrennten Bestimmung von IGF I und II im menschlichen Serum
erbrachte endgiiltig Aufschluss tiber ihre Abhdngigkeit von Wachs-
tumshormon (20): Bei akromegalen Patienten und bei Patienten mit
Riesenwuchs, bei denen ja die Hypophyse zuviel Wachstumshormon
produziert, fanden sich stark erhohte IGF-I-Werte, wihrend Zwerge
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mit isoliertem Wachstumshormonmangel extrem niedrige IGF-I-Werte
aufwiesen. (Fig. 6) Im Gegensatz zu diesen Befunden war IGF II bei
Akromegalen nicht erh6ht, bei hypophysédren Zwergen aber deutlich
erniedrigt (Fig. 6). Dennoch zeigte sich, dass nicht nur die Bildung von
IGF 1, sondern auch die von IGF II wachstumshormonabhéngig ist:
die Behandlung hypophysirer Zwerge mit Wachstumshormon fiihrt
sowohl zu einer Normalisierung der IGF-I- wie der IGF-II-Spiegel (21).
Da bei Uberproduktion von Wachstumshormon (Akromegalie und
Riesenwuchs) nur IGF I, nicht aber IGF II ansteigt, scheint in erster
Linie IGF I fir die Entwicklung der akromegalen Symptome und fiir
den Riesenwuchs verantwortlich zu sein. Die IGF-II-Produktion ist
offenbar bereits bei normalen Wachstumshormonkonzentrationen ma-
ximal und sinkt nur bei subnormaler oder fehlender Wachstumshor-
monsekretion ab.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass dem IGF I wahrscheinlich grossere
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Figur 6

Serumwerte von immunoreaktivem IGF I und II bei normalen Erwachsenen,
akromegalen Patienten und Patienten mit isoliertem Wachstumshormonausfall
(aus Ref. 20).
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Bedeutung fiir das Wachstum zukommt als dem IGF II, ergab sich
aus einer klinischen Studie am Stamm der Pygmdien, einer ethnischen
Gruppe in Zentralafrika, deren Angehorige nicht grosser als 140 bis
150 cm werden trotz normaler Wachstumshormonspiegel. Bei den etwa
15 untersuchten Stammesangehorigen fanden sich durchwegs ernied-
rigte IGF-I-, aber normale IGF-II-Werte (22). Offenbar ist bei den Pyg-
mien die Fihigkeit, unter einem normalen Wachstumshormonstimu-
lus «normale» Mengen IGF I zu bilden, herabgesetzt.

d) Produktionsort von IGF

Bereits vor der Einfithrung der radioimmunologischen Bestimmungs-
methode fiir IGF gab es Hinweise dafiir, dass Somatomedine aus der
Leber stammen. Doch war es bisher nie gelungen, IGF in Leberex-
trakten eindeutig nachzuweisen. Wenn IGF in der Leber gebildet und
von ihr sezerniert wird, dann sollte es sich wiahrend der Leberperfusion
im Perfusat anreichern und dort identifizieren lassen. Wenn ausserdem
das Postulat erfiillt ist, dass IGF unter dem Einfluss des Wachstums-
hormons gebildet wird, dann sollte die perfundierte Leber einer hypo-
physektomierten Ratte weniger, die einer mit Wachstumshormon be-
handelten hypophysektomierten Ratte wieder normale Mengen IGF
produzieren. Perfusionsexperimente an isolierten Rattenlebern er-
brachten dariiber eindeutigen Aufschluss (23): IGF konnte im Perfu-
sat normaler Rattenlebern nicht nur biologisch, sondern auch radio-
immunologisch und mit Hilfe einer spezifischen Radioligandenme-
thode identifiziert werden. Seine Bildung und Sekretion nahm in Ab-
hingigkeit von der Perfusionsdauer zu. Die Lebern hypophysekto-
mierter Ratten bildeten und sezernierten nur noch etwa 10% des IGF
einer normalen Rattenleber (Fig. 7). Wurden die Tiere vor dem Expe-
riment einige Tage mit Wachstumshormon behandelt, so war die Syn-
these- und Sekretionsrate von IGF wieder annidhernd normalisiert
(Fig. 7).

e) In vivo Wirkung von IGF
Mit Spannung sah man dem «experimentum crucis» entgegen, das die
biologische Relevanz von IGF I und II als wachstumsstimulierendes
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Prinzip in vivo ans Licht bringen sollte. Diese Experimente scheinen
auf den ersten Blick sehr einfach durchzufiihren: es gilt z. B. «ledig-
lich» zu zeigen, dhnlich wie in den vorhergeschilderten Versuchen mit
Wachstumshormon, dass hypophysenlose Ratten, die mit IGF behan-
delt werden, wachsen. Damit aber die Versuche eindeutig interpretiert
werden konnen, muss das verabreichte IGF rein sein. Weiterhin be-
nétigt man dazu grossere Mengen dieser Faktoren, denn die Behand-
lung muss nicht nur an einem, sondern an mehreren Versuchstieren
erfolgen, und sie muss sich, wie man von den Versuchen mit Wachs-
tumshormon her weiss, iber mindestens 5-6 Tage erstrecken, um
eindeutige Effekte zu erzielen. Schliesslich muss fiir die in vivo Ver-
suche mit IGF eine besondere Applikationsform gewihlt werden. IGF
kann nicht wie Wachstumshormon 1- bis 2mal téglich als Bolusinjek-
tion verabreicht werden, da aufgrund der akuten insulindhnlichen Wir-
kung von IGF die besonders insulinempfindlichen hypophysenlosen
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Figur 7

Sekretion (A) und Neusynthese (B) von IGF in Lebern von normalen, hypo-
physektomierten und mit Wachstumshormon behandelten hypophysektomier-
ten Ratten wihrend rezirkulierender Perfusion (aus Ref. 23).
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Tiere in einer Hypoglykdmie sterben wiirden. Die bisher nur in sehr
begrenzter Menge zur Verfiigung stehenden Reinsubstanzen wurden
daher hypophysektomierten Ratten in einer Dauerinfusion mit Hilfe
kleiner unter die Haut verpflanzter Piimpchen verabreicht (22), deren
Funktion auf einem osmotischen Prinzip beruht. Die mit der IGF-
Losung beschickten Minipumpen setzen pro Stunde Infusionsmengen
von 1 ul kontinuierlich frei. Die Blut-IGF-Spiegel konnen damit kon-
stant so eingestellt werden, dass keine akuten insulindhnlichen Wir-
kungen auftreten. Die Kontrolltiere erhielten entweder eine Infusion
mit physiologischer Kochsalzlosung oder eine Infusion mit Wachs-
tumshormon. Die Infusionsdauer erstreckte sich iiber 6 Tage.

Aus fritheren Arbeiten war bekannt, dass bei Behandlung hypophy-
senloser Ratten mit Wachstumshormon nicht nur eine Gewichtszu-
nahme der behandelten gegeniiber den Kontrolltieren, sondern als
empfindlichster Indikator eine Verbreiterung der Epiphysenfugen, also

body weight gain
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Figur 8
Gewichtskurven von hypophysektomierten Ratten, die wihrend 6 Tagen eine
subkutane Infusion von physiologischer Kochsalzlgsung, IGF I, IGF II oder
‘Wachstumshormon erhielten (nach Ref. 24).

31



der knorpeligen Wachstumszone der langen Rohrenknochen, zu be-
obachten ist (25). Dieses Phdnomen wird sogar als sensitiver quanti-
tativer Test verwendet, um Wachstumshormonpriparate zu standar-
disieren.

Die mit IGF I infundierten Tiere nahmen im Gegensatz zu den Kon-
trolltieren wihrend des Versuches kontinuierlich an Gewicht zu, ihn-
lich wie die mit Wachstumshormon behandelten Tiere (Fig. 8), bei
denen die IGF-Spiegel wihrend der Behandlung anstiegen. Das Kor-

() 09% Nacl/

o z§§ 5 i oS
(c)IGFI, 137 ug/asy (ad)IGFI, 103 ug/aday
Figur 9
Epiphysenfugen der proximalen Tibia von hypophysektomierten Ratten, die
wahrend 6 Tagen eine subkutante Infusion von physiologischer Kochsalz-
16sung (a), Wachstumshormon (b), IGF II (c) oder IGF I (d) erhalten hatten
(nach Ref. 24).

32



pergewicht der mit IGF II behandelten Ratten blieb dagegen gleich,
ebenso das der unbehandelten Kontrolltiere. Gleichermassen iiberzeu-
gend ist die Wirkung von IGF I auf die epiphysidre Wachstumszone
(Fig. 9): Wie Wachstumshormon so fiihrte auch IGF I zu einer Verbrei-
terung der Epiphysenfugen. Im Vergleich zu IGF I war die Wirkung
von IGF II auf diesen Parameter viel geringer, dies, obwohl die gemes-
senen Blutspiegel von IGF II genauso hoch waren wie die von IGF L
Hierin bestitigte sich im in vivo Experiment am Tier, was die norma-
len IGF-II-Spiegel im Serum von akromegalen und riesenwiichsigen
Patienten bereits angedeutet hatten: die Wirkung von IGF II auf das
Wachstum ist wesentlich geringer als die von IGF 1. Fiir die Entwick-
lung von akromegalen Symptomen und Riesenwuchs scheint also dem
IGF I eine vorrangige Stellung zuzukommen.

Ein weiteres Mal schliesst sich hier der Kreis zwischen Forschung und
Klinik: die Reinigung und Strukturaufklirung von IGF I und II und
ihre biologische Charakterisierung in vitro, die Identifizierung ihres
Produktionsortes, ihre wachstumshormonabhéngige Regulation, ins-
besondere aber der Nachweis der wachstumsstimulierenden Wirkung
speziell von IGF I in vivo haben das Somatomedinkonzept bestitigt
(Fig. 10): IGF I und II fungieren in unterschiedlicher Stdrke als Ver-
mittler der Wachstumswirkungen des Wachstumshormons, wenngleich
«direkte» Wachstumseffekte des Wachstumshormons damit nicht aus-
geschlossen werden konnen. Sicher werden nicht alle Wachstumshor-
monwirkungen durch IGF vermittelt, vor allem solche nicht, die zu
einer akuten Beeinflussung des Stoffwechsels fithren.

IV, Ausblick

Mit den oben beschriebenen experimentellen Befunden erhilt die
Bestimmung von IGF I und II im Serum von Patienten diagnostische
Bedeutung in der Klinik. Die bisherigen Ergebnisse fordern zu weite-
ren gemeinsamen Anstrengungen von klinisch und experimentell titi-
gen Endokrinologen auf dem Gebiet der Wachstumsforschung heraus.
Denn noch stellt unser Bild vom Wachstum ein unvollstindiges Mo-
saik dar, in das wir einige wenige Mosaiksteinchen eingesetzt haben.
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Das Phianomen des Wachstums ist viel zu komplex, als dass es durch
die Wirkung eines oder zweier Faktoren erklirbar wire. Wachstums-
hormon und IGF allein wiirden fiir ein geordnetes Wachstum nicht
ausreichen, wenn nicht gleichzeitig andere «Faktoren» mit ins Spiel
kidmen. Ohne Insulin, ohne Schilddriisenhormon, ohne Cortison steht
das Wachstum eines Organismus still. Nur ein ausgewogenes Zusam-
menspiel aller Hormone unter dem Dirigentenstab der Hypophyse
und dem einwandfreien Einsatz der iibrigen endokrinen Driisen ge-
wihrleistet ein normales und harmonisches Wachstum. Ein unfahiger
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«Direkte» und IGF-vermittelte (Somatomedinkonzept) Wirkungen des Wachs-
tumshormons und dessen Regulation. Die negative Riickkoppelung (gestri-

chelte Linie) zwischen IGF und Wachstumshormon ist noch umstritten.
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Dirigent, falsche oder gar fehlende Einsdtze, fiihren zu Dissonanzen
und damit zu Wachstumsstorungen.

Die Fragen, die uns nicht nur im Zusammenhang mit IGF weiterhin
beschiftigen werden, sind wiederum klinischer und experimenteller
Natur: sie betreffen die Triebfeder des embryonalen Wachstums; die
Phasen beschleunigten Wachstums wihrend des ersten Lebensjahres
und wihrend der Pubertit; die Faktoren, die zur Begrenzung des
Wachstums und zum Wachstumsstillstand fiihren; die physiologische
Rolle des IGF II und schliesslich die molekularen Mechanismen, iiber
die die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren ihre Wirkungen auf die
Zelle entfalten. Nicht zuletzt aber sind es auch die akuten insulindhn-
lichen Wirkungen von IGF I und II, die uns immer noch faszinieren,
denn sie haben ja die IGF-Forschung in Ziirich aus der Taufe gehoben.
Therapeutische Anwendungsmoglichkeiten der insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren lassen sich zwar anvisieren, liegen aber noch in
weiter Ferne. Erst wenn einmal ausreichende Mengen von reinem, auf
dem Syntheseweg gewonnenem IGF zur Verfiigung stehen, wird man
priifen konnen, ob und wo sich therapeutische Wege eroffnen.
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ELOGE DU DOCTEUR JEAN-MICHEL DAYER

Professeur A. Cruchaud

Mesdames et Messieurs,

La décision du Conseil de la Fondation Max Cloétta d’attribuer I'un
de ses prix au Docteur J.-M. Dayer est pour moi, et sans parler pour
Iinstant du choix du lauréat lui-méme, le sujet d’'une double satisfac-
tion. D’une part, je constate que la Fondation est fidéle & un principe
qui, méme s’il ne figure pas dans ses statuts, n’en est pas moins bien
respecté au cours des années: elle honore des personnalités qui n’ont
pas encore atteint ou ont a peine dépassé I’age de 40 ans et qui, non-
obstant cela, ont déja bien servi la cause de la recherche médicale.
Cette consécration par une aussi haute institution est un précieux en-
couragement pour les lauréats et ne peut que favoriser la suite de leur
carriére académique et scientifique. D’autre part, un rapide examen
du palmareés m’a montré que, sur 13 chercheurs qui ont recgu le prix
de la Fondation depuis 1974, 3 appartiennent a la Faculté de Médecine
de Genéve qui vient ainsi immédiatement aprés Zurich pour le nom-
bre des lauréats qu’elle a fourni.

Apres ces quelques considérations générales, j’en viens a I’éloge du
Docteur J.-M. Dayer, €loge qu’il m’est d’autant plus facile de faire que,
si j’ai la chance de I’avoir comme I’'un des principaux collaborateurs
de notre Division d’Immunologie et d’Allergologie, je n’ai pris aucune
part au développement de sa carriere scientifique. Celle-ci s’est déroulée
de facon assez classique pour notre pays, en ce sens qu’elle a été pré-
cédée d’une solide formation clinique de 5 ans au Département de
Médecine de PHopital cantonal universitaire de Genéve. C’est vers la
fin de cette période que le Prof. A. F. Muller conseille a J.-M. Dayer
d’aller se former a Boston dans le domaine de I'inflammation, domaine
a I’époque assez peu développé a Genéve. Si J.-M. Dayer a relative-
ment peu publié durant sa période clinique, les choses vont rapidement
changer puisque, moins de deux ans aprés son arrivée dans ’«Arthritis
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Unit» du Massachusetts General Hospital (Prof. S. M. Krane) le résul-
tat de ses recherches est accepté pour publication dans les Proceedings
of the National Academy of Sciences puis, peu de temps aprés, dans
Science et dans le Journal of Experimental Medicine, trois des revues
parmi les plus prestigieuses dans le domaine de la recherche biologi-
que et biomédicale. Dés lors, les publications vont se succéder & un
rythme rapide, faisant toutes état de travaux menés selon une suite
logique et présentant des résultats solidement étayés. La valeur scien-
tifique de J.-M. Dayer, alliée a ses qualités scientifiques, lui vaudra
d’ailleurs le titre d’instructeur en médecine, puis de professeur assis-
tant a Harvard Medical School.

Les travaux les plus importants de notre lauréat sont consacrés a la
régulation des fonctions cellulaires du tissu conjonctif. Leur originalité
réside dans la mise en évidence, parmi les éléments de la membrane
synoviale en culture, de cellules étoilées qui sécrétent de la collagé-
nase et de la prostaglandine E,, notamment lorsqu’elles sont stimu-
l€es par un produit libéré par les monocytes-macrophages, le «mono-
nuclear cell factor» qui appartient au groupe des substances appelées
monokines ou, plus récemment, Interleukine 1. On imagine aisément,
étant donné l’action de dégradation de ’enzyme sur les fibres colla-
geénes, les dégits tissulaires entrainés par cette activité cellulaire dans
certaines affections, telle I’arthrite rhumatoide.

Pour importantes qu’elles soient, ces observations cédent le pas en
intérét a celles qui ont trait aux mécanismes de régulation de la pro-
duction du «mononuclear cell factor». Cette production est influencée
par des molécules sécrétées par les lymphocytes T, les lymphokines,
aussi bien que par des fragments Fc d’immunoglobulines, des immu-
noglobulines agrégées ou méme par des produits de dégradation du
collagéne lui-méme. La situation dans laquelle des anticorps ou des
fragments de collagéne sont a I’origine de la production de collagénase
démontre bien les processus d’auto-entretien et d’amplification qui
peuvent perpétuer les phénomenes inflammatoires.

Linterleukine 1 a été partiellement purifiée par J.-M. Dayer et les
chercheurs avec lesquels il a collaboré, mais les méthodes chimiques
seules ne permettent pas d’aller au-dela d’un certain degré de pureté
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et ce n’est qu’en recourant a des techniques de biologie moléculaire
(translation de PARN messager de cellules produisant I'interleukine 1
dans des cellules hétérologues et isolement d’un ADN codant pour le
facteur) que ’on connaitra sa composition exacte. Ces recherches qui
font suite a celles de Boston sont actuellement en cours a Genéve.

Si les travaux concernant les interactions de cellules présentes dans la
synoviale constituent la partie la plus importante de son ceuvre, J.-M.
Dayer a également participé a des recherches sur le role des prosta-
glandines, de PAMP-cyclique, de la calcitonine et de la parathormone,
sur des cellules d’origine osseuse et rénale, démontrant ainsi sa capa-
cité de collaborer, de s’intégrer a différents groupes de recherche et
d’adapter ses méthodes a d’autres projets que les siens propres.

Les recherches du Docteur Dayer participent indubitablement de la
biologie fondamentale, mais il n’est pas moins vrai qu’elles apportent
aussi des informations précieuses sur la physiopathologie de I'inflam-
mation et de certains processus rhumatismaux et, qu’a plus long terme,
elles déboucheront sur des applications thérapeutiques. De tels travaux
ne peuvent, bien entendu, se concevoir qu’avec appui des organismes
officiels (Université, Fonds national de la recherche scientifique); ce-
pendant il devient d’année en année plus évident que seuls les efforts
conjugués de ces organismes et d’institutions privées permettront a la
recherche helvétique d’étre compétitive sur le plan international. La
Fondation Cloétta, qui a déja assumé ce rdle de support griace aux prix
quelle a attribués des 1974, est appelée a jouer un rdle encore plus
important a I’avenir par la création des bourses qu’elle vient d’instau-
rer. Si je suis donc heureux de féliciter en J.-M. Dayer un brillant cher-
cheur, un collaborateur et un ami, je le suis aussi de remercier la Fon-
dation Cloétta pour la part prépondérante qu’elle prend a I’essor de la
recherche biomédicale suisse.
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LE MONOCYTE-MACROPHAGE:

UN PIVOT ENTRE LE SYSTEME IMMUN ET LE TISSU CONJONCTIF
DANS LE PROCESSUS INFLAMMATOIRE DE ARTHRITE
RHUMATOIDE
Docteur Jean-Michel Dayer

Le tissu conjonctif est la charpente indispensable de tout organisme
vivant. Non seulement il est le constituant principal du revétement
cutané et de I’appareil musculo-squelettique, mais aussi le treillis né-
cessaire au maintien des parenchymes spécialisés; il en assure leurs
échanges métaboliques et leur protection contre les agents extérieurs.
A toute agression, le tissu conjonctif réagit par un ensemble de modifi-
cations qui constituent le processus inflammatoire. Les manifestations
inflammatoires sont multiples et peuvent s’exprimer par des affections
généralisées, telles que ’arthrite rhumatoide, ou par des atteintes loca-
lisées, telles que la réaction a corps étrangers. L’amplitude et la nature
du phénomeéne inflammatoire ne dépendent pas seulement de I’agent
causal, mais aussi de I’hte, de son environnement, de son bagage
génétique, de son age et de son état neuro-endocrinien ou psychique.
Dans beaucoup d’affections touchant le tissu conjonctif, ’agent étiolo-
gique nous est malheureusement encore inconnu. Il peut &tre insi-
dieux, soit parce qu’il n’est pathogénique que pour un certain nombre
de sujets prédisposés, soit parce qu’il se dissimule sous I’aspect d’un
des constituants de notre propre structure. Devant se protéger sans
cesse de lui-méme, notre organisme doit constamment «s’autoanaly-
ser» et éliminer certaines de ses composantes nocives ou trompant la
surveillance immunologique. Il n’est donc pas impossible que des é1é-
ments du tissu conjonctif, par des modifications encore inconnues, de-
viennent antigéniques et par 1a induisent, ou en tous les cas amplifient,
certains types d’inflammations (1).

Darthrite rhumatoide est un exemple de maladie inflammatoire chro-
nique touchant les tissus conjonctifs. Les facteurs qui déclenchent et
entretiennent les réactions inflammatoires dans cette affection sont
encore hypothétiques. Toutefois, malgré notre ignorance sur I’étiologie
de cette maladie, nous connaissons certains aspects des mécanismes
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pathogéniques amenant aux Iésions destructives des composantes arti-
culaires, telles que le cartilage, I’os et les tissus mous avoisinants. Sur
une base génétique prédisposante et peut-tre modifiée par des fac-
teurs antigéniques, viraux ou bactériens, survient une série de réac-
tions cellulaires et intercellulaires au sein desquelles les phénomeénes
de perméabilité vasculaire, de chimiotactisme et de migration cellu-
laire jouent un réle initial prépondérant. Les complexes d’immunoglo-
bulines et de complément, les kinines et les dérivés de ’acide arachi-
donique, en particulier les leukotriénes, contribuent a la migration et
au recrutement cellulaire ainsi qu’a la production d’autres médiateurs.
Les leucocytes polynucléaires neutrophiles sont parmi les premiéres
cellules a envahir la membrane synoviale, mais ils passent rapidement
dans la cavité articulaire ou ils se trouvent en abondance et compren-
nent des complexes d’IgM-IgG et de complément (2).

Parmi les cellules inflammatoires locales ou provenant du sang circu-
lant, les cellules lympho-monocytaires vont libérer des lymphokines et
des monokines qui, par action sur les cellules résidentes (cellules syno-
viales, chondrocytes et cellules dérivées de 1’0s), vont induire une série
de réactions humorales aboutissant a la destruction des éléments de
la matrice extracellulaire. La libération de protéases et en particulier
de collagénase sera spécifique pour la dégradation du collagéne et la
production des prostaglandines contribuera a la résorption osseuse (3,
4). Lors de l'inflammation chronique, la destruction tissulaire est fré-
quemment accompagnée ou suivie d’une néosynthése des substances
de la matrice extracellulaire. Cette néosynthése concerne principale-
ment le collagéne et au niveau du cartilage plus spécialement les pro-
téoglycans. Malheureusement, la synthése de ces macromolécules se
fait souvent de fagon anarchique et non fonctionnelle, amenant a un
état «fibrotique». Des mécanismes analogues de destruction et de ré-
paration du tissu conjonctif existent dans d’autres affections inflamma-
toires chroniques, telles que la fibrose pulmonaire, la cirrhose hépa-
tique, la sclérodermie, les ulcéres de la cornée, les paradontoses et les
réactions avoisinant des processus infectieux et tumoraux.

Dans beaucoup de processus inflammatoires coexistent des éléments
immunologiques humoraux et cellulaires avec des ¢léments non im-

54



muns ayant leur propre comportement métabolique et endocrinien
suivant le type d’organe 1ésé. Ce genre d’interaction est difficile a étu-
dier in vivo chez ’homme. Grace a Iutilisation in vitro de cultures cel-
lulaires isolées de synoviale de patients souffrant d’arthrite rhumatoide,
il a été possible de disséquer certains aspects de cette interconnexion
entre le systéme immun et non immun, connexion dans laquelle le
monocyte-macrophage est une des cellules jouant un role «pivot» capi-
tal (Fig. 1). Ce role n’est pas unique au processus inflammatoire de
Parthrite rhumatoide, mais peut s’exprimer comme on le verra par
d’autres manifestations physiopathologiques.

Avant de situer ce role particulier du macrophage dans la destruction
du tissu conjonctif, nous allons revoir briévement quelques-uns de ces
éléments. La composition du tissu conjonctif et la phase minérale des
structures articulaires, cible de la destruction, sont relativement bien
connues. Les éléments en sont les protéines fibrillaires (principalement
le collagéne de différents types), les complexes macromoléculaires de
carbohydrates (acide hyaluronique, sulfate de chondroitine et de kéra-

lymphocytes antigenes
S réactions

immunes

monocytes-macrophages =

l

cellules spécialisées
du tissu conjonctif

réactions
spécifiques
l d’'organe

| |

destruction régeneration
tissulaire fibrose .
Figure 1

Le monocyte-macrophage «pivot» entre le systéme immun et le tissu conjonctif
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tine), plusieurs glycoprotéines (fibronectine, chondronectine, o, HS-
glycoprotéine), phosphoprotéines et certaines protéines spécifiques de
Pos, telles que Iostéocalcine contenant des résidus L-y-carboxygluta-
mates. On y trouve aussi les électrolytes et les protéines dérivés du
plasma et la phase inorganique de I’os (cristaux d’hydroxyapatite). La
structure moléculaire des collagénes n’a pas été trouvée anormale dans
Parthrite rhumatoide. Le type I se trouve essentiellement dans ’os
et en certaine quantité dans la peau, les ligaments et les tendons. Le
type II de collagéne est le type principal du cartilage et des disques
intervertébraux. Quant au type III il est présent dans la capsule syno-
viale, la peau et les organes parenchymateux. Les autres types de col-
lagene, dits péricellulaires, se trouvent surtout dans les membranes
basales (IV et V) et dans le placenta, le muscle et, en faible quantité
péricellulaire, dans le cartilage (V) (5). Les larges enchevétrements du
collagéne de type II et des protéoglycans donnent au cartilage la pos-
sibilité de résister a la déformation et de revenir, aprés une pression
mécanique, a sa forme originale.

La destruction du collagéne est principalement due a ’action d’un en-
zyme spécifique, la collagénase, opérant a un pH neutre et clivant les
trois chaines intactes de la molécule hélicoidale du collagéne aux trois
quarts de sa distance a partir de la région amino-terminale. Les frag-
ments issus de cette scission sont dégradés par la suite en plus petits
peptides sous Paction d’autres protéases. La collagénase des cellules
synoviales ou des fibroblastes a la capacité de scinder plus rapidement
les collagenes de type I et III que le type II. Celle des polynucléaires,
d’un poids moléculaire plus élevé, clive plus rapidement le type I que
le type III. D’autres enzymes jouent aussi un role important dans cette
dégradation et agissent de fagon synergique (Tableau I).

La collagénase est sécrétée par les cellules principalement sous forme
latente. Cette forme latente est due a P’existence d’un proenzyme (zy-
mogéne) qui, sous Iaction de protéolyse, devient un enzyme actif. Les
protéases les plus probables de lactivation in vivo de la collagénase
sont la plasmine et la kallikréine (Tableau II). Ces deux derniéres sont
elles-mémes le résultat d’une activation par d’autres protéases. En plus
de la régulation de I’activation de la forme zymogéne de la collagénase,
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Tableau I
Dégradation des collagénes

Enzymes

Collagénase active
(~ 35000 daltons)

Collagénase (leucocytes)
(PMN)

(~ 76000 daltons)
Elastase, cathepsine G

Autres protéases neutres
(thrombine, plasmine)

Substrats

scinde la partie hélicoidale:
LII>1I

pas d’action sur IV et V
scinde IIT > 1

scindent prés des «crosslinks»
dans les parties télopeptidiques
non hélicoidales

scindent partie hélicoidale IIT
scindentIVetV

scindent IVet V

Gélatinases scindent chalnes dénaturées

(~ 100000 daltons)

Peptidases scindent les fragments de
chaines peptidiques

Tableau II

Possibles facteurs contrdlant I'activité de la collagénase in vivo

I. Activateur de la forme latente (zymogéne ou proenzyme)

plasmine, kallikréine
IL. Inhibiteurs

a-macroglobuline, $;-anticollagénase

inhibiteurs tissulaires

IIL. pH, degré de «crosslink», température.
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Pactivité de ’enzyme est dépendante d’inhibiteurs sériques (a;-macro-
globuline, f;-anticollagénase) et tissulaires (tendons, fibroblastes, pla-
quettes). Quant au mécanisme de sécrétion cellulaire, il est lui-méme
controlé par plusieurs facteurs cellulaires et humoraux (Tableau III).
Les protéoglycans du cartilage sont détruits par les cathepsines et leurs
macromolécules peuvent étre dépolymérisées par les radicaux libres
du métabolisme de ’oxygene. La résorption de la phase minérale os-
seuse qui préceéde du reste la lyse de la matrice organique extracellu-
laire n’est que partiellement élucidée. Un role important est joué par
la variation du pH et les mouvements ioniques. Les dérivés de I’acide
arachidonique et en particulier les prostaglandines E, et les prostacy-
clines exercent une action directe sur les ostéoclastes ou leurs progéni-
teurs et induisent la résorption de la phase minérale. Une lymphokine,
Postéoclast-activating factor (OAF), augmente aussi ’activité ostéoclas-
tique. Cette substance semble étre particuliérement élevée dans les
cas de myélome (6).

Tableau III
Possibles facteurs controlant la sécrétion de la collagénase in vivo

Meétabolisme cellulaire (pH, densité cellulaire)

Etat du cytosquelette et du pool calcique intracellulaire

Etat de la membrane plasmatique (adénylate-cyclase, mouvements
ioniques)

Contact direct intercellulaire ou facteur venant d’autres cellules
(monokines, lymphokines)

Produits bactériens

Interactions avec des éléments de la matrice extracellulaire
inorganique (collagéne)
organique (hydroxyapatite, cristaux de pyrophosphate)

Hormones, dérivés de I’acide arachidonique

Autres protéases, médicaments
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La masse synoviale inflammatoire (ou pannus), en contact étroit avec
les zones détruites du cartilage et de ’os, est composée de cellules trés
diverses. Les fragments de pannus, prélevés de patients souffrant d’ar-
thrite rhumatoide, produisent en culture de trés importantes quantités
de collagénase latente et de prostaglandines E,. Ces deux substances,
comme nous I’avons vu, sont étroitement impliquées dans la destruc-
tion du tissu conjonctif. Afin de comprendre les mécanismes de régu-
lation de la production de ces substances, leur origine et leur nature,
il a été nécessaire d’isoler la ou les cellules responsables de ces sécré-
tions.

En isolant ainsi les différents constituants cellulaires, il a été possible
de distinguer le role des cellules immunocompétentes de celui des
autres cellules dans ce modéle inflammatoire. Nous avons donc étudié
quelles sont les cellules sources de ces substances dans la couche su-
perficielle de la membrane synoviale. Pour cela nous avons disséqué
et dispersé par protéolyse cette membrane et la suspension cellulaire
obtenue a été mise en culture en présence de sérum. Parmi les cellu-
les obtenues, il a été trouvé que ce sont les cellules adhérentes qui pro-
duisent la collagénase et les prostaglandines E,. Ces cellules sont de
grandes cellules étoilées ou dendritiques. Elles n’ont pas les critéres
habituels des monocytes ou des macrophages (absence de récepteurs
pour les fragments Fc des immunoglobulines et pour C3). Elles ont
un pouvoir phagocytaire discret, ne sécrétent pas de lysozyme, mais
par contre peuvent synthétiser du collagéne (7). Il a été montré, par
Putilisation d’un anticorps contre la collagénase synoviale, marqué par
I’isothiocyanate de fluorescéine, que ces cellules ont une fluorescence
spécifique (8). Par contre, une autre population de cellules plus petites
coexiste avec ces cellules étoilées-dendritiques. Ces cellules ont les
caractéres conventionnels des monocytes-macrophages. Lors de pas-
sage par trypsinisation et aprés un certain temps en culture, la popu-
lation monocytaire-macrophage disparait alors que les cellules dendri-
tiques-étoilées persistent, bien que leur morphologie se rapproche de
celle des fibroblastes. La production de collagénase et de prostaglan-
dines E, diminue progressivement, mais reste cependant présente
alors que les monocytes-macrophages ont disparu. La production du
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lysozyme est nulle aprés le premier passage et refléte bien ’absence
des monocytes-macrophages dans les cultures secondaires. Ces obser-
vations indiquent que dans ce systéme, chez ’homme, la collagénase
et les PGE, n’ont pas leur origine principale dans les monocytes-
macrophages, mais plutdt dans d’autres cellules se rapprochant plus
des fibroblastes «spécialisés» et de morphologie particuliére. Lorsque
la production de collagénase et de prostaglandines a diminué, et aprés
un certain temps en culture, 'addition de monocytes-macrophages, de
milieux conditionnés de monocytes-macrophages ou de matériel puri-
fié, appelé «mononuclear cell factor» (MCF), induisent les cellules

|
0 1 2 3 ] 5 6
1
I semaines — passages

cellules synoviales adhérentes: aspect étoilé

monocytes-macrophages

Figure 2.

Interaction des monocytes-macrophages avec les cellules synoviales produisant
la collagénase et les PGE,. Réactivation des cellules synoviales par le «mono-
nuclear cell factor» (MCF) aprés temps et passage des cellules synoviales en
culture.
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dendritiques-étoilées a produire a nouveau des quantités importantes
de collagénase et de PGE, (Fig. 2) (9). La réapparition de ’aspect mor-
phologique dendritique-étoilé a pu aussi étre notée aprés stimulation
par la monokine MCF (10). Ce phénomeéne est apparemment dépen-
dant des prostaglandines et du systéme de ’adénylate-cyclase puisque
la présence d’indométhacine abolit I'induction de I’aspect dendritique-
étoilé et qu’un analogue de PAMP-cyclique, le 8-bromo-cAMP, peut
aussi induire ce changement. Nous avons vu que par la production de
la monokine MCEF, stimulant la production de collagénase et de PGE,
par les cellules synoviales, le monocyte-macrophage joue un role im-
portant pour la phase destructive du tissu conjonctif. Ce role est encore
renforcé par le fait que lorsque les cellules synoviales sont en coculture
avec les monocytes-macrophages ou avec leurs milieux conditionnés,
elles montrent une réponse accrue a la parathormone, réponse mesu-
rée par I’élévation du contenu de PAMP-cyclique (11). Puisque la para-
thormone stimule la résorption osseuse in vivo et in vitro, cette aug-
mentation de la sensibilité a ce ligand peut suggérer un mécanisme
additionnel dans la régulation de la destruction du tissu conjonctif as-
socié a larthrite rhumatoide. Le MCF ne stimule pas directement le
systéme de I’adénylate-cyclase, mais le fait par l'intermédiaire de la
PGE, relachée dans les cultures. La préincubation des cellules syno-
viales avec le MCF modifie la réponse a la PGE, lorsque cette réponse
est mesurée par ’augmentation du contenu de PAMP-cyclique. Ainsi,
apres préincubation avec le MCEF, la réponse a la PGE,; est diminuée.
Par contre, lorsque les mémes cellules sont préincubées avec MCE,
plus un inhibiteur de la cyclo-oxygénase (indométhacine), la réponse
a la PGE,; est amplifiée par rapport au controle contenant seulement
lindométhacine. La premiere situation (absence d’indométhacine)
représente un état analogue a une «down regulation» alors que la se-
conde situation représente un état de «up regulation» (12). Ce con-
tréle de la sensibilité des cellules synoviales par le MCF et la PGE,
endogeéne peut avoir une signification biologique importante. Comme
il a été mentionné au début de cet exposé, la destruction du tissu con-
jonctif est souvent accompagnée ou suivie d’une prolifération fibro-
blastique ainsi que d’une néosynthése du collagéne. Or le MCF sti-
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mule la prolifération des cellules synoviales pour peu que la produc-
tion de PGE, endogéne soit bloquée. Cette derniére, en effet, exerce
un effet inhibiteur sur la prolifération et masque effet «mitotique» du
MCEF (12). De méme, les PGE; masquent effet stimulateur du MCF
sur la production du collagéne et de la fibronectine (13). Il est donc
possible que les PGE, exercent un contrble important de ces deux
parametres. Ce contrdle passe par le systéme de I’adénylate-cyclase
qui, lui-méme, est modulé par le MCE. Comme on I’a vu par leffet
d’une «up regulationy, il est possible que I’effet «mitotique» et «fibro-
tique» du MCF soit contrecarré par les PGE, dans la phase de cicatri-
sation (Fig. 3).

I monocytes-macrophages —I

!

MCF

|

I cellules synoviales I

I
| } Voo il

collagé- augmentation PGE, /' prolifération synthese
nase sensibilité ‘\\,x cellulaire du collagéne et
hormonale de fibronectine
l (PTH, PGE,) l
dégradation activation
du collagene des ostéoclastes
| l | | l J
destruction régénération - fibrose
tissulaire
Figure 3

Effets du «mononuclear cell factor» (MCF) sur les cellules synoviales
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Le facteur soluble MCF produit par les monocytes-macrophages a pu
&tre partiellement purifié par chromatographie sur gel en colonne. Son
poids moléculaire apparent est de 14 000-20000 daltons (14). Au stade
actuel de purification, le méme facteur stimule a la fois la production
de collagénase et celle des PGE, par les cellules synoviales, mais peut
aussi stimuler la production de ces mémes substances, bien qu’a un
moindre degré, par des fibroblastes de la peau, des chondrocytes, des
fibroblastes des gencives et de la cornée. Au sein de la membrane
synoviale inflammatoire existent, en plus des cellules endothéliales,
des thrombocytes, des cellules géantes et de nombreuses sous-popula-
tions lymphocytaires. L’utilisation des anticorps monoclonaux permet-
tant de quantifier ces populations sur les sections histologiques montre
une augmentation des lymphocytes T «suppressor/cytotoxic» Ia*+ dans
la membrane synoviale (15). Les lymphocytes T, qui ne produisent pas
par eux-mémes de MCEF, stimulent en présence de lectines ou d’anti-
genes les monocytes a la production de MCF (9). Nous avons, ainsi
que d’autres investigateurs (16), I’évidence qu’un facteur soluble lym-
phocytaire T est responsable de cette stimulation.

Les monocytes n’ont pas nécessairement besoin des lymphocytes pour
produire le MCE Par exemple, des agrégats d’immunoglobulines ou
le facteur rhumatoide augmentent aussi cette sécrétion (17). La partie
active de I'immunoglobuline responsable de cette stimulation est la
région Fc des immunoglobulines. Ceci est d’un intérét physiopatholo-
gique évident vu qu’au sein de la membrane synoviale les cellules B
produisent des facteurs rhumatoides (18). Parmi les autres agents sti-
mulants, il faut relever spécialement les endotoxines bactériennes. Ces
substances pourraient jouer un role important dans la résorption den-
taire.

Nous avons précédemment évoqué que certains éléments de notre
propre organisme pourraient tromper notre surveillance immunolo-
gique. Le collageéne, en particulier le collagéne de type II, peut déclen-
cher par injection intra-articulaire, une arthrite expérimentale chez
Panimal. De plus, des anticorps anti-collagéne peuvent étre élevés dans
certaines maladies du tissu conjonctif (1). Dans notre systéme in vitro,
le collagéne natif ou dénaturé, et principalement les types II et III, sti-

63



mule les monocytes déplétés de lymphocytes a la production de MCF.
Cette stimulation survient chez le donneur normal comme chez les
sujets souffrant d’arthrite thumatoide (19). Le collagéne peut aussi agir
directement sur les cellules synoviales pour augmenter la production
de collagénase et de PGE, (20). Nous avons aussi I’évidence que des
¢éléments de la phase inorganique de 1’os, tels que les cristaux de pyro-
phosphate (CPPD) que I’on trouve dans la chondrocalcinose, peuvent
stimuler la production de collagénase et de prostaglandines par les cel-
lules synoviales. Ces mémes cristaux de CPPD stimulent aussi la pro-
duction de MCF et de PGE, par les monocytes-macrophages (21). Les
différents éléments pouvant activer la production du MCF par les
monocytes-macrophages se trouvent résumés dans la figure 4.

Ce modele d’interaction lymphocytes-monocytes-fibroblastes n’a pas
seulement son importance dans ’étude du métabolisme du tissu con-
jonctif, mais offre une opportunité d’étudier ’effet des médicaments
et leurs modes d’action a différents niveaux et d’approcher ainsi une
thérapeutique rationnelle des maladies inflammatoires.

antigenes
collagéne
L T lymphocytes l facteurs rhumatoides
endotoxines
[ monocytes—macrophages |
MCF

}

cellules synoviales

Figure 4
Facteurs stimulant la production du «MCF»
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Les glucocorticostéroides inhibent a la fois la production de collagé-
nase et de PGE, par les cellules synoviales et la production de PGE;
par les monocytes-macrophages. Par contre, les anti-inflammatoires
non stéroidiens diminuent la production de PGE,, mais ont un effet
rarement inhibiteur sur la production de collagénase. Lorsque cet effet
survient, ’addition de faibles quantités de PGE, exogeéne restaure la
production de collagénase (22). L’indométhacine qui inhibe la produc-
tion de PGE, par les monocytes-macrophages n’a pas d’effets nota-
bles sur la production du MCF qui peut parfois méme étre 1égérement
augmentée. L’acide rétinoique (vitamine A) inhibe la production de
collagénase et 1égérement celle de PGE, par les cellules synoviales
(23) alors que les mémes dérivés de la vitamine A stimulent la produc-
tion de PGE, et de MCF par les monocytes-macrophages (24).

Ces différentes observations montrent qu’un méme médicament peut
avoir des effets différents suivant les cellules cibles considérées. L'effet
biologique final in vivo doit étre interprété avec précaution. En dehors
des médicaments mentionnés d’autres agents, tels que ceux affectant
le cytosquelette (colchicine, cytocalasine B), peuvent sensibiliser les
cellules synoviales a la stimulation par le MCE 1l est aussi possible que
le pool calcique influence la production de collagénase et de PGE,.
Lorsque les cellules synoviales sont stimulées par le MCF, un anta-
goniste de la calmoduline, la trifluoperazine, a des concentrations de
10 M, diminue la production de PGE, de 50%, mais pas la collagé-
nase (25). Il est possible que cet effet soit 1ié a une action au niveau
des phospholipases A,. Les PGE,, et probablement d’autres métabo-
lites de I’acide arachidonique, jouent, suivant la phase de I'inflamma-
tion et de la destruction, un rdle a la fois nuisible ou bénéfique. Dans
la phase aigué, elles exercent essentiellement un rdle «pro-inflamma-
toire», mais par la suite elles peuvent participer 4 une action «anti-in-
flammatoire» d’autorégulation sur le systéme immun, sur le relache-
ment des protéases et sur la synthése de la matrice extracellulaire.
Hormis le taux absolu de concentration des dérivés de I’acide arachi-
donique, Paffinité et le nombre de récepteurs pour ces métabolites
conditionnent probablement la réponse biologique. Cette modulation
des propriétés des récepteurs est controlée elle-méme par la concen-
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tration des métabolites de I’acide arachidonique relachés dans le milieu
extracellulaire. Enfin, les médicaments peuvent agir non seulement sur
la production de ces métabolites, mais aussi sur leurs récepteurs.

Par son origine cellulaire, ses caractéristiques biochimiques et son
poids moléculaire, la monokine, MCE, se rangent dans la «famille des
interleukines 1» (IL-1). Des études comparatives ont montré que le
«lymphocyte activating factor» (LAF) murin exerce une activité simi-
laire sur les cellules synoviales humaines et que le MCF humain, au
stade actuel de sa purification, a une activité «LAF» sur les thymo-
cytes de la souris (26). Les matériels échangés entre plusieurs labora-
toires suggérent que des substances analogues produites par les mono-
cytes, telles que le pyrogéne endogene (EP) (27), le «serum amyloid
A stimulating factor» (SAA-SF) (28), le «B lymphocyte activating fac-
tor» (BAF) (29), partagent, au stade de purification actuelle, les mémes
activités biologiques. Il existe une analogie avec d’autres molécules qui
ne sont pas nécessairement synthétisées par les monocytes-macropha-
ges, telles que la cataboline (origine cellulaire exacte non élucidée)
(30), P«epidermal thymocyte activating factor» (ETAF) (31), un facteur
provenant des cellules épithéliales de la cornée (32), des cellules gliales
(33) et enfin de cellules rénales (mesangial cell thymocyte activating
factor, «MC-TAF») (34). La multiplicité et la parenté a la fois de ces
facteurs qui ont une fonction essentiellement «para-endocrine» posent
un intéressant probléme biologique et évoquent la possibilité de subs-
tances génétiquement trés proches les unes des autres. La purification
biochimique traditionnelle se montre excessivement difficile vu que
ces «hormones» se trouvent biologiquement actives a des concentra-
tions picomolaires. Une approche prometteuse pour discerner ces dif-
férentes molécules est d’utiliser les techniques de clonage des génes
respectifs de ces molécules. Nous avons des résultats préliminaires
montrant qu’il est possible d’obtenir, & partir d’extraits d’ARN messa-
ger de monocytes humains, la translation dans le systéme d’oocytes
de xenopus d’un facteur stimulant la production de collagénase et de
PGE, par les cellules synoviales (35).

Au cours des processus de dégradation du tissu conjonctif et de ré-
sorption osseuse survenant dans Parthrite rhumatoide, les monocytes-
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macrophages jouent un réle «pivot» entre les réactions immunes et le
métabolisme du tissu conjonctif. D’une part ils participent a la recon-
naissance d’un possible antigéne et, par 'interaction avec les lympho-
cytes et les complexes d’immunoglobulines, relachent plusieurs média-
teurs. Récemment, grace a I'utilisation d’un anticorps monoclonal anti-
I-A, il a été démontré que l'interleukine peut remplacer les cellules
adhérentes I-A+ pour la prolifération des cellules lymphocytaires T
induites par un antigéne (36). Cette observation suggére que la pro-
duction de P'IL-1 pourrait étre dépendante du systéme HLA-DR chez
I’homme. Le MCF appartient a la famille des Interleukines 1 et stimule
la production de collagénase et de PGE, par les cellules synoviales ou
d’autres cellules mésenchymateuses. La production du MCF pourrait
&tre donc dépendante de ce systéeme d’histocompatibilité qui, du reste,
est impliqué dans certaines maladies du tissu conjonctif. Cette méme
monokine module aussi la réponse cellulaire a certaines hormones,
telles que la parathormone et les PGE,, et modifie la prolifération
fibroblastique et la synthése du collagéne et de la fibronectine. Le
monocyte-macrophage peut, par la production d’interleukine 1 ou de
molécules similaires, voir son role «pivot» s’élargir encore de fagon
inattendue (Tableau IV) et laisser supposer une participation impor-
tante a différentes affections pouvant avoir un commun dénominateur
physiopathologique.

Pour terminer je voudrais exprimer ma gratitude a tous les collabora-
teurs et collaboratrices avec lesquels j’ai eu et ai la chance de travailler
et sans lesquels ces travaux n’auraient pu étre réalisés. Ma reconnais-
sance va a mon €pouse qui m’a sans cesse encouragé, au Dr V. Mirko-
vitch qui, alors que j’étais étudiant, a éveillé mon intérét pour la re-
cherche, au Prof. A. E Muller qui m’a constamment soutenu dans le
choix de ma formation, au Prof. S. M. Krane qui m’a profondément
marqué par sa vision humaine et scientifique, au Prof. A. Cruchaud
qui me donne la possibilité de continuer mes travaux dans un climat
propice au sein de la Division d’Immunologie et d’Allergologie du
Département de Médecine et enfin & Marie-Claire Seydoux pour son
aide perspicace dans la rédaction des manuscrits.
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