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Versuch e zwt Charakterisierung eines tumorspezifischen Inhibitors
aus dem müttedichen Anteil der Rinderplazenta

K. Letnansky

Institut für Krebsforsdrung der Universität \[ien

S t icb w o r t e.' Mütterlic}e Rinde r plazenra, tumorspezifi sche

Hemmung des Thymidineinbaues, Penetration der
Zellmembran, Phosphorylierun g und Acetylierung von
Kernproteinen.

Summary

A fraction was isolated from the maternal part of
bovine placenta, which significantly inhibits the incorpo-
ration of thymidine into the DNA of tumour cells.
This factor has, however, only a limited effect on the
same reaction in bone marrow cells or in fibroblasts.
It is suggested that the factor enters the cell by an active
transport mechanism and that the active part thereof
is a protein. The protein pattern of the chromatin is
not influenced by the factor as is the phosphorylation
or acetylation of nuclear proteins.

Zasamment'asswng

Aus dem mütterlidren Anteil der Rinderplazenta wurde
ein Faktor angereichert, der den Einbau von Thymidin
in die DNS mehrerer Tumorstämme signifikant hemmt,
hingegen nur geringen Einfluß auf den Einbau in Kno-
chenmarkzellen oder Fibroblasten hat. Dieser Faktor
wird vermutlich auf aktivem \7eg durch die Zellmem-
bran geschleust, seine \firkkomponente hat Protein-
charakter. Die Zusammensetzung des Chromatins in
bezug auf Histone und eine Reihe von Nichthistonpro-
teinen wird durch den Inhibitor nicht beeinflußt, ebenso

die Phosphorylierung oder Acetylierung dieser Protein-
komponenten.

Einleitwng

In früheren Arbeiten (1-3) hatten wir das Vorkom-
men von Substanzen in der mütterlichen Plazenta des

Rindes beschrieben, die regulatorische Einflüsse auf den
oxydativen Stoffwechsel sowie auf die Synthese von
Proteinen und Desoxyribonucleinsäure von Zellen des

Knodrenmarks und von Impftumoren aufweisen. Diese
Faktoren erschienen uns vor allem deswegen von größe-
rem Interesse, weil sie eine unterschiedliche Virkung auf
die in unseren Versuchen verwendeten Zelltypen zeigten.

Llnsere besondere Aufmerksamkeit galt einer Fraktion,
welche den Einbau von gH-Thymidin in die DNS von
Tumoren hemmtg, ohne die gleiche Reaktion bei den als

Kontrolle verwendeten Normalzellen in ähnlidrem Aus-
maß zu beeinflussen. \Wir bemühten uns zunädrst, die
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wirksame Fraktion von einer Reihe von Begleitfaktoren
abzutennen und stellten fest, daß es sich dabei im
wesentlichen um eine Proteinfraktion handelt, die sich
in zwei hochmolekulare Komponenten auflösen läßt.

Um die Natur und die 'ü/irkungsweise des Inhibitors
näher kennenzulernen, überprüften wir nun seine Aus-
wirkung a:uf den Thymidineinbau in die DNS von
zwei malignen Zellinien aus der Gewebekultur und ver-
suchten Hinweise darüber zu bekommen, auf welchem
\Wege die Faktoren in die ZelIe eingeschleust werden.
Des weiteren untersuchten wir, ob die Hemmung mög-
licherweise dadurch zustande kommt, daß die Verteilung
von Fliston- oder Nichthistonproteinen am Chromatin
oder deren Phosphorylierung bzw. Acetylierung in
irgendeiner \feise beeinträchtigt wird.

M etb od,en und. M aterial

Einbau von ( M ethyl-s H )-T bymidin in Z ellhultaren

Jeweils 2 X 704 ZelIen (Osteosarkom 2 T, Bronchus-
karzinom E 14, Fibroblasten \Wi 38) wurden in Röhr-
dten 24 Stunden lang in MEME (verstärkt mit lO0lo
fötalem Kälberserum, Penicillin und 2 mglml Glutamin)
bei 37o inkubiert. Nach dem Mediumwechsel wurde mit
1 pCi (Methyl-aH)-Thymidin und, falls erforderlich,
mit 20 pl der tumorwirksamsten Flemmfraktion versetzt
wd 24 Stunden weiterinkubiert. Sodann wurde das Me-
dium dekantiert, einmal mit serumfreiem Medium ge-
waschen und jedes Röhrchen mit 0.1 ml einer lprozen-
tigen Albuminlösung versetzt. Dem Fällen mit 5prozen-
tiger Trichloressigsäure folgten \Taschungen mit Trichlor-
essigsäure (1 X) und Methanol (2 X). Dann wurde der:

Niederschlag 30 Minuten bei 1000 getrocknet, 10 Minu-
ten bei Oo abgekühlt und über Nacht bei 37o mit 0.1 ml
Soluene in Lösung gebracht. Die Probe wurde schließ-
lich in 10 ml Toluolscintillator aufgenommen und nach

dreistündigem Stehen bei 40 im Dunkeln im liquid
scintillation counter gezähk.

Der Inhibitor wurde, wie früher beschrieben (1-3),
aus lyophilisierter mütterlidrer Rinderplazenta extra-
hiert und durch Gelfiltration über Sephadex G-100 an-
gereichert.

Proteolytiscber Abbau des Inhibitors

Jeweils 800 pl der Inhibitorfraktion wurden mit 5 mg
polymer an vernetztem Maleinsäureanhydrid gebunde-

nem Trypsin oder Papain (Merck) 90 Minuten bei 37o

unter Schütteln inkubiert und klarzentrifugiert. Der zum
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Vergleich dienende unbehandelte Inhibitor wurde auf die
gleiche \fleise, jedoch ohne Enzyme inkubiert. Von diesen
Fraktionen wurden jeweils 400 pl den weiter unten be-
schriebenen Testansä tzen zugef iJ'gt.

I nkwb ation mit Ly solecithin

Yoshida-Ascitestumorzellen wurden in einem Inkuba-
tionsmedium, bestehend aus Z ml RPMI (Gibco), 0,7 ml
Kälberserum, 0,35 ml Pferdeserum und 84 mg Morpho-
linpropansulfonsäure (MOPS) zu einer Endkonzentra-
tion von 18 X 106 Zellen pro ml suspendiert. 200 pl
dieser Suspension wurden mit je 50 pl Inhibitor und
50 pl Lysolecithin (0,5 mg/ml in lOprozentiger Albu-
minlösung in O,gprozentigem NaCl) versetzt und
90 Minuten bei 37o inkubiert. Danadr wurde 50 pl
Thymidinlösung (a0 pl (Methyl-3H)-Thymidin, entspre-
chend 40 pCi, 24 mg MOPS, 2 ml RPMI) zugesetzt wd
weitere 30 Minuten inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgte
nach der unten beschriebenen Filtermethode.

T r y p sinb eh andlung der T amor z ellen

Yoshi da-Ascitestumo r zellen wurden in 0,9 pr ozenti gem

NaCl suspendiert und mit 1/100 des Volumens 0,5pro-
zentigem Trypsin in TKM (10-z M Tris-HCI, pH 7,4,
10-2 M KCl, 1,5 X 10-3 M MgClr) 1 Minute bei Zim-
mertemperatur inkubiert. Dann wurde die Trypsin-
wirkung durch Zusar,z von 1/10 des Volumens Trasylol
(5 mg/ml in O,gprozentigem NaCl) abgestoppt, das Zell-
material sofort abzentriftgiert, einmal mit O,gprozenti-
gem NaCl gewaschen und im Inkubationsmedium auf-
genommen. Die Inkubation und weitere Verarbeitung
erfolgte wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben,
jedoch ohne Verwendung von Lysolecithin.

Einbau aon anorganiscbem 32P od,er gH-Acetat in
Kernproteine

Die Ansätze enthielten 5 ml Yoshida-Ascitestumorsus-
pension in Krebs-Ringer-Carbonatlösung, 200 pl Glucose
10-1 M, 100 prl der Inhibitorfraktion und 100 pl 3H-

Natriumacetat (entsprechend 10 pCi, spez. Aktivität,
2,2 CilmMol, Code TRK 12) oder 32P-Orthophosphat

(entsprechend 1 mCi, spez. Aktivität 130 Ci/mg P, Code
PBS 1). Bei den Inkubationen mit Radiophosphat wurde
den Ansätzen außerdem 100 pl NaHCO, 1O-2 M zu-
gesetzt. Nach einstündiger Inkubation bei 37o erf.olgte
die weitere Aufarbeitung wie früher beschrieben (4), wo-
bei die Präparation der Kerne nach Tidwell, Allfrey und
Mirsley (5) und die elektrophoretische Trennung der
Histone auf l5prozentigen Polyacrylamidgelen nach
Panyim und Cbalhley (6,7) durchgeführt wurde.

Einbau zton (Metbyl-sH )-Thymidin in Knocbenmark-
oder Tumorzellen

Das Knochenmark aus zwei Rattenfemura oder
Yoshida-Ascitestumorzellen wurden entweder wie früher
beschrieben (3) oder nach der bei der Lysolecithininku-
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Tabelle '1.. Hemmung d.es Einbaues von (Methyl-TH)-Tbyrnidin
in d,ie DNS von Kulturen eines Bronchialbarzinoms (E 14),

eines Osteosarkoms (27) und, aon Fibroblasten (\Y/i3S). Es
sind die \ilerte von jeweils 3 Bestimmungen in cpm ange-
geben. Die Kontrolle enthielt an Stelle der Inhibitorfraktion
das gleiche Volumen TKM-Puffer.

E 1,4 \7i 382T

Kontrolle

Inhibitor

Tabelle 2.

Inhibitors
bau aon
zellen.

146 000
122 000
744 000

44 400
42 300
48 500

335 900
338 900
346 600

204 100
238 700
224 300

199 600
233 900
218 800

203 200
199 400
209 500

Einflu$ zton Trypsin- und Papainbeband.Iungen d.es

awf seine hemmend.e'Wirkung gegenüber dem Ein-
(MetbyI-TH)-Tbymi.din in Yosbid,a-Ascitestumor-

Kontrolle Inhibitor Inhibitor Inhibitor
f Trypsin f Papain

2620
2770

7070
1010

21.67 23tl
2035 2233

bation angegebenen Methode inkubiert. Sodann pipet-
tierten wir je 100 pl auf ein Filterscheibchen vom
Durchmesser 2,3 cm und behandelten es jeweils 5 Minu-
ten je zweimal mit lOprozentiger Trichloressigsäure,
5prozentiger Trichloressigsäure und Äthanol-Ather 1 : 1.

Nach dem Trocknen befeuchteten wir die einzelnen
Scheibchen in liquid scintillator counter-Fläschchen mit
0,5 ml Soluene und setzten nach 3Ominütigem Stehen
5 ml Toluol-Scintillator zu. Die Messung erfolgte in
einem Tricarb der Firma Packard.

Zur Gewinnung des Flemmfaktors aus mütterlicher
Plazenta verwendeten wir ein Lyophilisat der Firma
Vitorgan, Stuttgart, nachdem sich für unsere Zwecke die
Gleichwertigkeit mit frischem Material herausgestellt
hatte (3). Die radioaktiv markierten Verbindungen be-
zogen wir vom Radiochemical Centre, Amersham, Tra-
sylol ist ein Produkt der Firma Bayer.

Ergebnisse wnd Dishwssion

Die Hemmung des Einbaues von Thymidin in die
DNS durcl den in der mütterlichen Plazenta enthaltenen
Faktor beträgt beim Ehrlich-Ascitestumor 800/0. Bei den
zvm Vergleich untersuchten Knochenmarkzellen einer
gesunden Ratte hingegen konnte kein Effekt festgestellt
werden. \Weitgehend ähnliche Befunde wurden beim
Yoshida-Sarkom der Ratte erhoben (2,3).

\flie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, kann man diese

Hemmung auch bei zwei Zellinien menschlicher Tumoren
beobachten, die wir seit mehreren Jahren in unserer
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Abb. 1. Abhängigkeit des Thymidineinbaues von Yoshida-
Ascitestumorzellen von der Inkubationsdauer.

Gewebekultur halten. Beim Stamm E 14, der sidr von
einem Bronchialkarzinom ableitet, finden wir eine durch-
sdrnittliche Flemmung von 67010; beim Stamm 27, einem
Osteosarkom, ist der Effekt etwas weniger ausgeprägt,
beträgt aber immerhin auch noch 350/0. Im Vergleich da-
zu ist keine signifikante Hemmung des Einbaues von
Thymidin in die DNS eines Fibroblastenstammes (\fi 38)
festzustellen.

Die wirksame Komponente des Inhibitors ist sehr
wahrscheinlich Protein. Dieser Schluß wird dadurch
nahegelegt, daß die Vorinkubation des Inhibitors mit
proteolytisch wirkenden Enzymen zl einem weitgehen-
den Verlust der hemmenden Eigenschaften führt.
Tabelle 2 demonstriert dies für die Enzyme Trypsin und
Papain: tü/enn man die \Wirkkomponenten zunächst
90 Minuten bei 37o mit den trägergebundenen En-
zymen inkubiert und nach dem Klarzentrifugieren den
Testansätzen zusetzt, beobachtet man nach weiterer

Fraktionsnummer

Abb.2. Einbau von 3zP-Orthophosphat in die Flistone von
Yoshida-Ascitestumorzellen bei Gegenwart (oben) und Ab-
wesenheit (unten) des Inhibitors. Inkubation und Aufarbeitung
der Zellen wie in ,,Methoden" beschrieben. Ausgezogene

Kurve: Densitometerausschlag; punktierte Kurve: Radio-
aktivität.

Inkubation für eine Zeitdauer von 4 Stunden nur noch

eine Hemmung von 22010 bzw. t60lo des Thymidinein-
baues im Vergleich zu den Kontrollansärzen ohne Inhi-
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Tabelle 3. Abbängigheit der Hemmang des (Metbyl-3H-)Thymidineinbaues in die DNS lron Yosbida-
Sarkornzellen von der Behand.Iung der Zellen mit Lysolecitbin bzw. Trypsin. Verswcbsbedingungen

wie in ,,Methoden and. Material" beschrieben.

Kontrolle Inhibitor Lysolecithin Lysolecithin
* Inhibitor

Trypsin Trypsin
* Inhibitor

ct(g r4o

()
o
2 120

G
Lo
.oD 100
q)
N
E80
E

O60
o

ä40
o

cpm 3660
3560

o/o Flemmung

44

1380
7420

6t

2580
2740

2060
2100

23

2340
2460

1220
7420
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Fraktionsnummer

Abb. 3. $/ie Abb. 2, aber mit sH-Acetar.

bitor. Der nicht proteolytisch abgebaute Inhibitor be-
wirkt in dieser Versuchsreihe eine Flemmung von 62010.
\Während dieses Zeitraumes bauen die Zellen in linearer
Abhängigkeit von der Zeit Thymidin ein. Auch zu der
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Menge an eingesetzten Zellen besteht eine direkte pro-
portionalität (Abb. 1).

Das Einschleusen des Inhibitors in die Zelle erfolgt
nach den bisher vorliegenden Befunden nicht auf dem
\flege einer passiven Permearion durch die Zellmembran.
Man mäßte dann nämlich erwarren, daß bei Erhöhung
der Membrandurchlässigkeit, wie dies etwa durch Inkul
bation bei Gegenwart von Lysolecitin der Fall ist (8, 9),
eine Erhöhung der hemmenden \ü/irkung zu beobachten
ist. Tatsächlich findet man aber eine Verminderung des
Flernmeffektes - während bei Abwesenheit von Lyso-
lecithin die Hemmung 610/o beträgt, sinkt sie nach Zu-
gabe von Lysolecithin auf 23010 ab (Tabelle 3). Dies
wärde darauf hinweisen, daß der Inhibitor eher auf
einem Veg in die Zelle eingeschleust wird, der auf der
Beteiligung eines aktiven Transportmechanismus beruht.
Dazv werden allerdings Rezeptoren benötigt, die an der
Zellobefiläche lokalisiert sind und den Inhibitor zlr-
nächst binden. Eine Entfernung dieser Rezeptoren durch
schonenden Abbau mit Trypsin sollte diesen Prozeß ver-
zögern und den Hemmeffekt vermindern. Dies ist in der
Tat der Fall: Der Hemmeffekt von 61,010 in den nicht
vorbehandelten Yoshida-Sarkomzellen (Tabelle 3) steht
einem Wert von 450/o in den Trypsin-behandelten Zellen
gegenüber.

über den \Tirkungsmechanismus des Flemmfaktors in
der Zelle selbst ist noch wenig bekannt. Jedenfalls
scheint eine Beeinflussung von Transcriptions- und Repli-
kationsvorgängen auf Grund einer durch den Inhibitor
verursachten, geänderten Genomkonformation nicht vor-
zuliegen. Dies wäre vor allem dann denkbar, wenn an
den Proteinen des Zellkerns, welche die Chromatinstruk-
tur entscheidend mitbestimmen, Veränderungen in der
Zusammensetzung oder im Ausmaß ihrer chemischen
Modifizierung festzustellen wären. Vie aus Abb.2 und 3
zu ersehen ist, wird jedoch weder der Einbau von radio-
aktiv markiertem Phosphat noch jener von Azerat in die
Histone oder Nichthiston-Proteine vcir Yoshida-Zellen
durch den Hemmfaktor wesenrlich verändert. Es ist viel-
mehr anzunnehmen, daß der Inhibitor selbst durch Bin-
dung an das Chromatin oder durch Verminderung der
DNS-Polymeraseaktivität wirksam wird.
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