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Säulenchromatographische Auftrennung und Charakterisierung
tumorhemmender Faktoren aus Leber und Plazenta

Von Ih. Sfiefe/

Nach Jahren intensiver Krebsforschung verfügen
wir heute zwat über Datenberge aus dem Gebiet der
experimentellen Medizin und Epidemiologie sowie
aus den Bereichen der lmmunologie, Biologie und
Biochemie. Dennoch sind wir heute weit davon ent-
fernt, gesicherte Aussagen zur Entstehung des Kreb-
ses machen zu können. lmmerhin beliefert uns die
pharmazeutische Forschung inzwischen mit chemi-
schen Su bstanzen, d ie tumorhern mende Eigenschaf-
ten aufweisen. Diese Substanzen sind jedoch mit er-
heblichen Nebenwirkungen belastet, so daß vor ei-
nem therapeutischen Einsatz sehr sorgfältig eine
Nutzen-Schaden-Analyse mit all ihren Risiken und
Unzulänglichkeiten durchgeführt werden muß.

In letzter Zeit nun macht eine neue Forschungsrich-
tung in der Krebsforschung auf sich aufmerksam, die
die Arbeitshypothese vertritt, daß vom gesunden lndi-
viduum Steuersubstanzen produziert werden, die das
Wachstum von Zellen anregen oder verzögern kön-
nen. lst die Synthese dieser Stoffe blockiert, so ist das
Wachstum der Zellen unkontrolliert. Prominentes
Beispiel dafür ist das Interferon, das sich beim virus-
induzierten Tumor sicherlich als sehr wirkungsvoll
enrueisen wird, wenn auch die Hoffnungen über seine
allgemeinen tumorhemmenden Eigenschaften über-
schätzt werden dürften. Solche Steuersubstanzen
aufzufinden ist auch eines der Ziele der Forschungs-
laboratorien Karl Theurer für Organo- und lmmuno-
therapie.

Signifikant-tumorhemmende Wirkung
im Tierversuch

Ausgangspunkt unserer Arbeiten waren überra-
schende Ergebnisse bei Tierversuchen, die Munder
am Max-Planck-lnstitut für lmmunologie in Freiburg
durchgeführt hatte:

Bei vergleichenden Untersuchungen wurde beob-
achtet, daß Lebergewebe, das nach Theurer aufgear,-
beitet worden war, einen signifikant therapeutischen

Effekt auf das Wachstum von transplantierbaren
Tumoren in Maus und Ratte hat. lm Gegensalzzu al-
len anderen bisher bekannten Zytostatika traten auch
keinerlei Nebenwirkungen auf. Beim Methylcholan-
thren-induzierten Fibrosarkom in CBFl -Mäusen
überlebten nach 5 Wochen zwischen 70 und 90% der
Tiere, gegenüber 0o/" in der Kontrollgruppe. Das
Tumorvolumen der behandelten Gruppe lag unter-
halb 10% des Tumorvolumens der Kontrollgruppe.
Diese Ergebnisse konnte Munder inzwischen an an-
deren Tumorsystemen sowie an metastasierenden
Tumoren eindrucksvoll bestätigen. Auch andere Ex-
peri mentatoren, daru nte r G//issen von der U n iversität
Aachen, fanden signifikant-tumorhemmende Eigen-
schaften in Präparationen aus Leber und Plazenta,
die nach Theurer hergestellt waren.

Sch merzf reies i n -vitro-Testsystem
für tumorhemmende Substanzen: Tumorzellkul-
tur

Es lag daher nahe, die gleichen Präparationen aus
Leber und Plazenta auch an in-vitro-kultivierten hu-
manen Tumorzellen sowie an humanen Fibroblasten
zu prüfen, zumal die Technik der Zellkultur in den For-
schungslaboratorien Karl Theurer einen hohen Stan-
dard erreicht hat. Sie wurde zunächst von Paffenholz
als Methode der Standardisierung von Organpräpa-
raten entwickelt, hat sich aber inzwischen auch als
screening test für neue Arzneimittelpräparationen
hervorragend bewährt.

Zunächst wurde die Dosis-Wirkungs- Relation einer
Mischung von fetalem und juvenilem Lebergewebe
bestimmt. Dazu wurden 0,5x106-Zellen B Stunden
mit Präparaten in verschiedenen Konzentrationen
behandelt. 4 Stunden nach Präparatzugabe wurde
mit 3H-Thymidin versetzt. Gemessen wurde die Ein-
baurate von 3H-Thymidin in DNS, das heißt letztlich
die Zellteilungsrate. Als Ergebnis konnten sowohl in
der Tumorzell-, als auch in der Fibroblastenkultur
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klare Dosis-Wirkungsbeziehungen festgestellt wer-
den. Der Vergleich beider Funktionen zeigt, daß der
bei kleinen Konzentrationen (tO-0 bis 10-s g Protein/
ml Kulturmedium) in der Tumorzellkultur beobach-
tete lnhibierungseffekt bei der Fibroblasten-Kultur
kaum auftritt. Andererseits ist der stimulierende Effekt
(> t 0-u g/ml) höherer Konzentrationen bei den Fi-
broblasten wesentlich deutlicher ausgeprägt. Ge-
sunde Zellen werden also im Gegensalz zu Tumor-
zellen nicht von den geprüften Präparationen inhi-
biert, sondern bei höheren Konzentrationen stimu-
liert.

Der daraufhin durchgeführte 2Otägige Test einer
täglich mit Leberpräparation behandelten Tumorzell-
kultur bestätigte die in den Tierversuchen ermittelten
Wirkungen: Nach 20 Tagen war die Zellzahl der be-
handelten Kultur auf 60% der Kontrolle zurückgegan-
gen.

Fraktionierung und analytische Charakterisie-
rung der Leberpräparationen

Die Analyse der Dosis-Wirkungs-Relation in der
Zellkultur führte zu der Arbeitshypothese, daß in Le-
bergewebe eine für Tumorzellen inhibierende Kom-
ponente und für Normalzellen stimulierende Kompo-
nente enthalten ist.

Zur lsolierung dieser Komponenten wurde ein um-
fangreiches Trenn- und Analysensystem eingesetzt,
das aus einer Kombination von Zentrifugation, Ultra-
filtration und lsotachophorese in einer präparativen
Säule bestand. Die dabei gewonnenen 4 Fraktionen
wurden analytisch mit Hilfe der SDS-Elektrophorese
auf ihr Molekulargewicht untersucht.

Prüfung der tumorhemmenden Eigenschaften
der Fraktionen im Tierversuch und in der
humanen Tumorzellkultur

Die Uberprüfung der so gewonnenen Fraktionen
wurde wiederum parallel im Tierversuch von Munder
und in der Tumorzellkultur in den Forschungslabora-
torien Karl Theurer durchgeführt. Erstaunlich gut war
die tendenzielle Übereinstimmung der Ergebnisse,
wobei bedacht werden muß, daß die Resultate in der
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Zellkultur nach nur 8 Stunden Wirkdauer gemessen
wurden, während der Tierversuch über 5 Wochen
hinweg durchgeführt wurde. Die Dosierung war hier je

0,5m9 pro Tier 3-5 Tage am7. und am 9. Tage nach
der Tumorzelltransplantation. Die durch Ultrafiltration
mit Trenngrenze MG 10000 gewonnene niedermole-
kulare Fraktion wies in der Zellkultur einen 5%igen
Rückgang gegenüber der unbehandelten Kontrolle
auf, im Tierversuch hatte der behandelte Tumor nur
l/s des Tumorvolumens der unbehandelten Kontrolle.

Die 3 elektrophoretisch getrennten Fraktionen er-
niedrigten in der Zellkultur nach B Stunden die Zelltei-
lungsrate um 12-14"/"; im Tierversuch betrug das
Tumorvolumen nach 5 Wochen nur noch 20% bis
25"/", im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.

Jede Fraktion besitzt tumorhemmende
Eigenschaften

Nach diesen Untersuchungen war klar, daß alle ge-
prüften Fraktionen tumorhemmende Faktoren mit un-
gefähr vergleichbarer Dosis-Wirkungs-Relation ent-
halten. Dieser Befund läßt mehrere Deutungsmög-
lichkeiten zu, die in weiteren Experimenten überprüft
werden müssen:

1. Leber-bzw. Plazentagewebe besitzen mehrere
tumorhemmende Faktoren, die in den Fraktionen
relativ gleichmäßig verteilt sind und für sich alleine
tumorhemmend wirken.

2. Das eigentliche tumorhemmende Agens ist ein re-
lativ niedermolekulares Peptid, das im Spektrum
der zytoplasmatischen Proteine adsorptiv verteilt
ist.

3. Der tumorhemmende Faktor ist durch die einge-
setzten Trenntechniken nicht isolierbar.

Unabhängig von der Lösung dieser Probleme kann
nach diesen Ergebnissen festgestellt werden, daß
nach Theurer säurebehandelte Lyophilisate von Le-
ber und Plazenta tumorinhibierende Wirkungen be-
sitzen, die mit chemischen Zytostatika vergleichbar
sind. Wichtig für den therapeutischen Effekt ist die op-
timale Dosierung. Sollte es gelingen, die tumorinhi-
bierenden Faktoren zu isolieren, so ist derWeg freifür
eine völlig neue Generation hochwirksamer biologi-
scher Zytostatika.
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Zusammenfassung

Nach Iheurer aufgearbeitetes Leber- und Plazentagewebe zeigt
im Tierversuch einen signifikanten therapeutischen Effekt auf das
Wachstum von Tumoren: 5 Wochen nach Tumorimplantation über-
lebten noch 8f90"/" der Tiere gegenüber keinem in der Kontroll-
gruppe. Die daraufhin durchgeführten Untersuchungen an huma-
nen Zellkulturen bestätigten diese Wirkung. Nach 20 Tagen war bei
Tumorzellen die Zellzahl auf 60% der Kontrolle zurückgegangen.
Dieser Effekt ist mit synthetischen Zytostatika vergleichbar. Die
Dosis-Wirkungs-Beziehung ergab einen optimal inhibierenden Ef-
fekt bei 10-89 Protein pro 0,5.106 Tumorzellen, während das
Wachstum von Haut-Fibroblasten durch diese Konzentration nicht
beeinflußt wird. Zur ldentifizierung der Wirkfaktoren wurden um-
fangreiche elektrophoretische Trennungen durchgeführt und die
erhaltenen Fraktionen in Zellkultur und Tierversuch geprüft. Uber-
einstimmend wurden bei allen Fraktionen tumorhemmende Eigen-
schaften vergleichbarer Größenordn ung beobachtet. Die lsolierung
der Wirkfaktoren macht deshalb weitere Trennversuche mit an-
dersartigen Techniken erforderlich.
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