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Dank Alternativmethoden zum Tierversuch
neuen Entziindungsfaktor entdeckt

M. Baggiolini, B. Dewald, A. Walz

Theodor-Kocher-Institut der Universitat Bern,
Freiestrasse 1, 3000 Bern 9

Zusammenfassung

Einfache Testmodelle wurden zur Erfassung von chemischen oder
biologischen Substanzen entwickelt, welche die Leukozyten-Aktivitat
beeinflussen. Es werden neutrophile Leukozyten aus menschlichem
Blut verwendet. Die Zellen werden in verschiedener Weise stimuliert
und die Wirkung von Testsubstanzen auf die Freisetzung von En-
zymen, die Bildung von Sauerstoffradikalen und die Zellschidigung
wird gemessen. Alle Analysen werden in Mikrotiterplatten ausgefiihrt
und in Mehrkanal-Messgeriten ausgewertet. Diese Modelle erfassen
Substanzen, die Leukozyten stimulieren bzw. hemmen, und Substan-
zen, welche die Antwort der Leukozyten modifizieren. Die Anwen-
dung dieser Methoden fiihrte zur Entdeckung eines neuen Entziin-
dungsfaktors, NAP-1, der die neutrophilen Leukozyten aktiviert. NAP-1
besteht aus 72 Aminoséuren und wird durch verschiedene Gewebs-
zellen gebildet.

Summary: Alternative methods to animal experimentation lead to the
discovery of a novel inflammation factor

Simple testing models have been developed for the evaluation of
chemical or biological compounds that influence the activity of
leukocytes. Human blood neutrophil leukocytes are used. They are
stimulated in various ways, and the effects of test compounds on the
release of enzymes, the generation of oxygen radicals and cell damage
are quantified. All assays are performed in microtiter plates and the
responses are evaluated by multi-well photometry or fluorimetry. The
models are apt to detect compounds acting on leukocytes as stimuli,
inhibitors, and response modifiers. The use of these methods led to the
discovery of a novel inflammatory peptide, NAP-1, which activates
neutrophil leukocytes. NAP-1 consists of 72 amino acids and is
generated by a variety of tissue cells.

~




Einleitung

Das auffilligste Merkmal einer Entziindung ist die Ansammlung von
zahlreichen Leukozyten (weissen Blutkorperchen) im befallenen
Gewebe, die oft durch eine Erhohung der Leukozytenzahl im Blut
begleitet wird. Die Zellen, von denen wir sprechen, nennt man auch
Granulozyten, da sie lichtmikroskopisch sichtbare und charakteristi-
sche Granula enthalten. Die zwei wichtigsten Vertreter sind die
neutrophilen Leukozyten (kurz Neutrophile genannt) und die
Monozyten. Beide haben zwei wichtige Eigenschaften: die Fahigkeit,
aus der Blutbahn ins Gewebe auszuwandern und die Fahigkeit, zu
phagozytieren, d.h. Mikroorganismen und sonstiges biologisches
Material einzuverleiben. Durgh diese Eigenschaft dhneln die
Granulozyten den Amaben, die durch Phagozytose Néhrstoffe
aufnehmen.

Um in ein Gewebe einwandern und entziindungsfordernde Produkte
freisetzen zu konnen, miissen die Leukozyten, die sonst passiv im
Blutstrom kreisen, aktiviert werden. Im Rahmen des Nationalen
Forschungsprogrammes 17, mit dem Thema "Alternativmethoden
zum Tierversuch”, haben wir verschiedene in vitro-Modelle ent-
wickelt, welche die Aktivierung der neutrophilen Leukozyten und die
Produktefreisetzung erfassen. Bei der Erarbeitung dieser Modelle
hatten wir ein wichtiges Ziel: Die Testsysteme mussten einfach und
leicht zu reproduzieren sein, um fiir grosse Serien von Versuchen
geeignet zu sein. Nur dann namlich wiirden sie in einem Screening-
System als echte Alternative zu den géangigen Tiermodellen, selbst fiir
die pharmazeutische Industrie, attraktiv sein.

Diese Alternativmethoden, die in allen Details in einer kiirzlich
erschienenen Publikation vorgestellt wurden (1), sind vielfach einsetz-
bar. Man kann sie verwenden, um potentielle entziindungshemmende
Stoffe zu suchen - Stoffe, welche die Aktivierung der Granulozyten
verhindern und dadurch moglicherweise als Antiphlogistika in Frage
kommen. Sie sind aber auch geeignet, um Granulozyten-aktivierende
Stoffe zu erfassen - Aktivatoren, welche die Einwanderung dieser
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Zellen in ein Gewebe bewirken und die Freisetzung von anti-
bakteriellen Produkten auslosen. Letztere Substanzen konnten die
antimikrobielle Abwehr verstiarken.

Eine erste Erprobung unserer Methode haben wir beim Studium der
Antagonisten eines Lipidwirkstoffes, dem sogenannten PAF (platelet-
activating factor), der als Ausloser von entziindlichen und allergischen
Reaktionen von Bedeutung ist, (2) festgestellt. Die Messung der Frei-
setzung von Elastase, einem Enzym aus den Granula der Neutrophilen,
erwies sich als eine prizise und einfache Technik zum Nachweis und
zum quantitativen Vergleich von Substanzen, welche die Wirkung von
PAF blockieren, sowie von PAF-dhnlichen Substanzen, die als
Aktivatoren der Neutrophilen wirken (3).
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Abb, 1. Sequenz und réumliche Struktur von NAP-1. Jeder Kreis entspricht
einer Aminosiure, die durch den Buchstaben identifiziert wird, Querverbin-
dungen werden durch Disulfidbriicken zwischen je zwei Zysteinen gebildet.
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Die Entdeckung von NAF (NAP-1)

Es war besonders befriedigend, dass die Alternativmethode gerade in
unseren Laboratorien zur Entdeckung eines neuen Entziindungsfaktors
fiihrte. Wegen der einfachen Ausfiithrung und grossen Kapazitat ver-
wendeten wir ein Enzymfreisetzungs-Modell zur Beurteilung von
Lymphokinen und Monokinen. Diese Wirkstoffe werden von verschie-
denen Leukozyten gebildet (vor allem durch Lymphozyten und Mono-
zyten) und wirken wie Hormone im Rahmen des Immunsystems. Wir
waren speziell an Monokinen interessiert, die nach selektiver Stimulie-
rung in Zellkulturen menschlicher Blutmonozyten entstehen. Wir
sammelten die Ueberstande aus vielen Kulturen und fraktionierten sie
nach den Regeln der Proteinbiochemie, um nach unbekannten Wirk-
stoffen zu suchen. Bei solchen Arbeiten fallen viele hundert Proben an,
die einzeln evaluiert werden miissen. Unsere Alternativmethoden
waren daher ein ideales Testsystem.

Es ging nicht lange, bis wir Indizien fiir das Vorkommen eines Faktors
erhielten, der von den Monozyten gebildet wurde und als Aktivator der
neutrophilen Leukozyten wirkte. Nach den ersten biologischen
Befunden musste als erstes die Struktur des Faktors ermittelt werden.
Die Sequenzanalyse des gereinigten Materials zeigte, dass es sich um
ein neues Peptid handelte. Wir nannten es deshalb NAF (Neutrophil
Activating Factor) und spiter, im Einvernehmen mit anderen in diesem
Gebiet titigen Forschern, NAP-1 (Neutrophil Activating Peptide 1).
NAP-1 wies keine Strukturdhnlichkeit mit bekannten Zytokinen auf
und war damit andersartig als Wirkstoffe wie Interleukin-1, Tumor-
Nekrosefaktor, Kolonien-stimulierende Faktoren und Interferone (4).
Die von uns ermittelte Struktur wurde zur selben Zeit auch von
amerikanischen Forschern (5) und kurz danach von einer deutsch-
englischen Gruppe verdffentlicht (6). Wie die Abbildung zeigt, besteht
NAP-1 aus 72 Aminosiuren, wovon vier Zysteine sind. Sie bilden zwei
Disulfidbriicken, welche fiir die biologische Wirksamkeit unerldsslich
sind (7) und dem Peptid eine rdumliche Struktur mit zwei Schlaufen
verleihen. NAP-1 wurde mittlerweile gentechnisch aus Kolibakterien
gewonnen. Das rekombinierte Peptid erwies sich als identisch und
gleich wirksam wie das natiirliche (8).




NAP-1 wirkt wie ein chemotaktischer Faktor

Die Chemotaxis, d.h. die Bewegung in die Richtung eines chemischen
Reizes, ist die Basis der Rekrutierung von Leukozyten aus der Blut-
bahn in ein Gewebe. Neben der Enzymfreisetzung (4,7) war die
Chemotaxis eine der ersten Eigenschaften von NAP-1, die belegt
werden konnte (5). Es war daher naheliegend, die Wirkungen von
NAP-1 mit derjenigen bekannter chemotaktischer Faktoren zu verglei-
chen. Wenn zirkulierende Neutrophile einen chemotaktischen Reiz
wahrnehmen, heften sie sich an die Endothelzellen, welche die Wand
der Kapillargefisse auskleiden, 6ffnen sich eine Passage zwischen den
Wandzellen und wandern zum Ursprung des Reizes ins Gewebe aus.
Bei chemotaktisch stimulierten Neutrophilen kann man verschiedene
Einzelfunktionen exakt bestimmen. Solche Antworten sind der
Gestaltwandel, die Freisetzung von Enzymen aus ihren verschiedenen
Speichergranula und die Produktion von Superoxid und Wasserstoff-
peroxid. Alle diese Antworten haben einen Sinn. Durch den Gestalt-
wandel nimmt die Zelle, die sonst kugelig ist, eine polarisierte Form
an, die sich fiir die Wanderung eignet. Proteinabbauende Enzyme, die
aus den Granula stammen, sind mit grosser Wahrscheinlichkeit fiir die
Passage der Kapillarwand und die Fortbewegung im Gewebe erforder-
lich. Weitere Enzyme und speziell das Superoxid und weitere daraus
entstehenden Sauerstoffradikale sind fiir das Abtéten von Mikro-
organismen notwendig.

Der Vergleich mit bekannten chemotaktischen Faktoren, wie Formyl-
Peptide bakteriellen Ursprungs, das Anaphylatoxin C5a, das im
Blutplasma entsteht, sowie das obenerwiahnte PAE bewies, dass NAP-1
bei den Neutrophilen das vollstiandige Bild einer chemotaktischen
aktivierten Zelle hervorruft. Die Aehnlichkeit zwischen NAP-1 und
den zum Vergleich herangezogenen chemotaktischen Faktoren
erstreckt sich auch auf den Mechanismus, wodurch das Signal, welches
der Stimulus auf die Zelloberflache abgibt, im Zellinneren in eine
Antwort (wie z.B. Enzymfreisetzung) umgewandelt wird. Diese
Beobachtungen suggerierten, dass die Neutrophilen eine selektive
Bindungsstelle fiir NAP-1, einen sogenannten Rezeptor, haben miissten.
Es wurde tatsdchlich von amerikanischen Forschern kiirzlich gezeigt,
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dass ein neutrophiler Leukozyt durchschnittlich etwa 20’000 NAP-1-

Rezeptoren aufweist (9).

Nach der weitgehenden Klirung der NAP-1-Wirkungen in vitro konnte
man gezielte Experimente planen, die mit wenig Aufwand die noch
offene Frage der Wirksamkeit in vivo beantworten wiirden. Wir
konnten zeigen, das NAP-1 nicht Spezies-spezifisch ist. Nach Injektion
in der Haut beim Kaninchen bewirkt es eine Schwellung und eine
ausgepragte Neutrophilenansammlung, die innerhalb von 24 Stunden
wieder verschwindet. Diese Experimente bewiesen, dass NAP-1 auch in
einem lebenden Organismus wirkt, und dass die auf Grund der
Studien in vitro vorausgesagten chemotaktischen und proinflamma-
torischen Effekte tatsachlich eintreten.

NAP-1 wird von vielen verschiedenen Zellen gebildet

Wenn man friiher an die mogliche Bedeutung von NAP-1 bei
entziindlichen Krankheiten dachte, war es schwer zu verstehen, wieso
ein solcher Faktor von den Monozyten gebildet werden sollte. Heute
sind diese Fragen einfacher zu beantworten, da kiirzlich gezeigt wurde,
dass verschiedene Typen von Gewebszellen nach Stimulierung mit
Interleukin-1 oder Tumor-Nekrosefaktor, zwei Monokinen, die oft als
Folge einer Gewebsreizung entstehen, fihig sind, NAP-1 zu produ-
zieren (10). Es ist damit zu erwarten, dass NAP-1 als lokaler chemo-
taktischer Faktor die Rekrutierung von Neutrophilen in krankhaft
verinderte Gewebe bewirkt.

Bedeutung von NAP-1

Es gibt klare Hinweise fiir die Bedeutung von NAP-1 in der Patho-
physiologie entziindlicher Erkrankungen. Ein Peptid mit Neutrophilen-
aktivierenden Eigenschaften wurde bereits vor einiger Zeit bei der
Schuppenflechte gefunden, wo man spiter auch NAP-1 selbst identi-
fizieren konnte (6). Interleukin-1, das in den Schuppen reichlich




vorkommit, konnte lokal die Produktion von NAP-1 auslosen, was als
die Ursache der fiir die Schuppenflechte charakteristischen Neutro-
philenanhdufung anzusehen ist. NAP-1 konnte ebenfalls in verschiede-
nen Formen von Arthritis auftreten, da es von entziindlich verdnderten
Gelenkzellen gebildet wird (10). Die Einwanderung von Neutrophilen,
die knorpelabbauenden Enzyme enthalten, fiihrt oft zu entziindlichen
Gelenkschidden. Gewebszerstorung durch Neutrophilenenzyme ist in
der Lunge besonders gefahrlich, da die nachfolgende Vernarbung den
Gasaustausch beeintrdchtigt. Es ist in der Tat wohlbekannt, dass die
massive Rekrutierung von Neutrophilen im Alveolarraum eine
bleibende Abnahme der Atemfunktion zur Folge haben kann.

Auch wenn diese Vorstellungen zum Teil noch hypothetisch sind, ist es
jedoch offensichtlich, dass die Entdeckung von NAP-1 und das
Studium seiner Eigenschaften ein neues Verstandnis fiir pathologische
Zustinde bilden, die friiher viel ratselhafter waren. Diese Forschung
hat eine neue Basis fiir die Entwicklung entziindungshemmender
Substanzen gebildet, die als Antagonisten oder als Modulatoren der
Synthese von NAP-1 wirken konnen.
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