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VORWORT

Die Milz: Syntheseont fiir Wachstumsfaktoren

Man macht es sich zu einfach, wenn man Theophrast von
Hohenheim (Paracelsus, 1494 bis 1541) folgt, der be-
hauptete, die Milz errege nur Hirte, Fieber und Faulnis, es
lebe sich deshalb besser ohne, als mit derselben (aus Ti-
schendorf, 1970). Schon der Volksmund wuBte es besser: mit
der Entfernung der Milz vergehe einem auch das Lachen
(wohl wegen der unmittelbaren Nihe des Zwerchfells).
Uberhaupt ist die Milz immer mit psychischen Aspekten in
Verbindung gebracht worden. So galt der Spleen (engl.=
Milz), im Sinne von Grille oder extravaganter Laune etwa
um 1770 in den deutschen Sprachgebrauch eingefiihrt, als
Folge einer Stauung in der Milz. Vom Spleen wiirden vor
allem gescheite, gelehrte Leute und insbesondere geistreiche
Frauen ergriffen. Spleen ist der Stiefbruder des Humors und
der erste Schritt zur Hypochondrie ("unter den Rippen”) und
zur Melancholie. Wihrend der Spleen aus dem psychologi-
schen Sprachgebrauch verschwunden ist, sind die Begriffe
Hypochonder und Melancholiker noch heute im Gebrauch.

Noch vor wenigen Jahren galt die Milz als "Blutspeicher”
oder auch als "Blutfilter” und illustrierte damit einen Kennt-
nisstand, der nur unwesentlich von dem eines Galen oder
Paracelsus unterschieden war. Von vereinzelten Anséitzen
abgesehen konzentrierten sich die wissenschaftlichen Unter-
suchungen auf Organe, wie die Thymusdriise, um unsere
Kenntnis hinsichtlich grundlegender Vorginge wie Immun-
abwehr, Regeneration, Altern und Zelldifferenzierung aus
dem Bereich der MutmaBung in ein anfingliches Verstehen
zu entwickeln. Obschon als integraler Bestandteil des reti-




culoendothelialen Systems bekannt, gewann die Milz in der
letzten Dekade als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung zahl-
reicher Faktoren an Bedeutung, deren Wirkungsspektrum
sich auf eben diese o.g. Prozesse beziehen. Im Vordergrund
der hier vorgestellten Untersuchungen stehen Faktoren, die
das Wachstum bestimmter Zelltypen stimulieren. Daneben
wird der EinfluB von aufgearbeiteten Milzextrakten auf den
zelluliren Stoffwechsel beschrieben, wobei Kalzium-bin-
dende Proteine auf Grund ihrer Bedeutung fiir die Zelltei-
lung eingehender untersucht werden. Da sich der Experi-
mentator auf der Suche nach Wachstumsfaktoren iiberwie-
gend Zellinien bedient, die in geeigneten Kulturmedien
wachsen, kommt der relativ hohen Konzentration der Milz
an Polyaminen ein besonderes Gewicht zu. Das im Kultur-
medium enthaltene Serum enthilt Enzyme, die Polyamine
unter den Kulturbedingungen zu toxischen Substanzen um-
bauen. Es resultiert ein Artefakt, das gelegentlich filschli-
cherweise als Hemmung des bdsartigen Gewschwulst-
wachstums interpretiert wird.

Die hohe Konzentration an unterschiedlichen Lymphocyten-
Populationen und Thrombocyten in der Milz gewihrleistet
jedoch einen guten Zugriff auf deren Sekretionsprodukte,
die sowohl als Wachstumsmodulatoren, als auch als Rei-
fungs- und Differenzierungsfaktoren fiir immunkompetente
Zellen zunehmend an Bedeutung gewinnen.

Oldenburg, im Februar 1991 Hermann Havekost

PETER P. JAROS UND WALTER DITTRICH

Die Milz als Quelle von Regulatorproteinen,
Wachstumsfaktoren und Cytokinen.

Bereits zur Jahrhundertwende war bekannt, daB in der Milz
auBerordentlich selten primire Tumoren auftraten, was
zahlreiche Untersucher veranlaBte, in Milzextrakten nach
einem Wachstumsinhibitor zu suchen, der gegen neoplasti-
sche Erkrankungen eingesetzt werden konnte. Die Auswer-
tung zahlreicher Experimente mit Milzextrakten an Mausen
lieB Woglom (1919) in vielbeachteten Artikeln zu der Uber-
zeugung gelangen, daB in der Milz ein Faktor produziert
werde, der Tumorwachstum hemme. Dieses von ihm selbst
etwa 30 Jahre spiter als "unsterblich, aber falsch” bezeich-
nete Konzept (Woglom, 1947) loste cine intensive Suche
nach antimitotischen Substanzen in der Milz aus. In umfang-
reichen Versuchen demonstrierten Ludwig und von Ries
(1935), daB im Gegensatz zu unbehandelten Kontrollen mit
Milzextrakt vorbehandelte Tumorzellen in Mausen keine so-
liden Tumoren induzierten. Diese Resultate konnten sie in
vitro an humanen Krebszellen bestitigen, deren Wachstum
gehemmt wurde.

So konnte Lewisohn (1938) mit subkutanen Injektionen ei-
nes konzentrierten alkoholischen Extrakts aus Rindermilz
eine 60 %ige Regression von implantierten Sarkomen errei-
chen. Amersbach et al. (1946) beobachteten in klinischen
Versuchen die Regression von 20 Epitheliomas. Lediglich in
einem Fall konnte keine Regression fest gestellt werden.
Ahnlich gute Erfolge konnten z.B. Diller und Watson (1949)
mit einem wissrigen Milzextrakt im Tiermodell verzeichnen.
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Andere Autoren fanden nur geringe oder keine Effekte mit
Extrakten aus der Milz. Die umfangreiche und kontroverse
Literatur zu diesem Aspekt ist in einer Reihe von Uber-
sichtsartikeln zusammengefaBt (Braunstein 1933, Amers-
bach et al. 1946, Diller 1955) und soll hier nicht weiter disku-
tiert werden, weil die verwendeten Milzextrakte in der Fol-
gezeit nicht weiter aufgereinigt wurden und es in keinem
Fall gelungen ist, eine Reindarstellung der aktiven Molekiile
durchzufiihren.

Die Suche nach antimitotischen Substanzen wurde zum
Ende der 50er Jahre begleitet von der allgemeineren Frage,
wie der Zellzyklus kontrolliert wird. Von Bullough (1975)
wurde ein im wesentlichen theoretisches Konzept eingefiihrt,
nach dem die konstante Masse eines Organs oder Gewebes
das Resultat eines Gleichgewichtes zwischen Wachstumsfak-
toren und Wachstumsinhibitoren sein sollte. Die als Chalone
bezeichneten Wachstumsinhibitoren soliten gewebespezi-
fisch, nicht artspezifisch, reversibel und nicht cytotoxisch
sein,

Eine intensive Suche nach den vorhergesagten Chalonen -
bis heute sind iiber 500 Publikationen zu diesem Thema er-
schienen (Langen, 1985) - fiihrte zwar zu vielen erfolgver-
sprechenden Resultaten, insbesondere auch bei Chalonen
aus der Milz, aber die Reindarstellung auch nur eines einzi-
gen Chalons ist bis zum Beginn der 80er Jahre nicht gelun-
gen. Einzelheiten hierzu sind den Ubersichtsartikeln von

Potter (1983), Langen (1985), Bullough (1975) und Lozzio et
al. (1975) zu entnehmen.

Insbesondere wegen der fehlenden Reindarstellung, aber
auch wegen einer Reihe von methodischen Fehlern und Pro-
blemen (Patt und Houck, 1980) wurde dieses Konzept im
wesentlichen aufgegeben, wihrend etwa gleichzeitig die In-
terferone als Regulatoren der Zellproliferation mit eindeutig
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antiproliferativen und antiviralen Eigenschaften entdeckt
wurden (Clemens und McNurlan 1985).

Bedingt durch weitere Fortschritte in der Immunologie, Bio-
chemie und Zellkultur wurde die reprisentative Stellung der
Milz im reticuloendothelialen System zunehmend deutlicher.
Auch dnderten sich die Fragestellungen; man versuchte nicht
mehr, aus diesem "mystischen Organ" (Paracelsus) den
Wirkstoff zu isolieren, sondern man analysierte die Gesamt-
heit aller biochemisch charakterisierbaren Substanzen, ihr
Wirkungsspektrum und ihre Integration in das Netzwerk der
regenerativen und immunmodulatorischen Prozesse.

Bekannt ist die Milz hinlinglich fiir ihr Sequestrationsver-
mogen fiir Thrombocyten (bis zu 30%) und in geripgercm
Umfang auch fiir Erythrocyten (Wadenvik und Kutti 1988).
Thre herausragende Rolle fiir die Plasmavolumentkontrolle
wurde bereits von Lewis (1983) diskutiert. Die Annahme,
daB dic Milz einen wesentlichen Beitrag zur Bildung und
Speicherung von Erythropoietin leistet, konnte nicht in dem
erwarteten Umfang bestitigt werden, hingegen wiesen Col-
lowan et al. (1987) Transferrin und Ferritin in hohen Kon-
zentrationen in der Milz nach, letzteres mit Werten bis zu 1
mg/g Frischgewicht. Da Ferritin, ein aus 24 Untereinl}citen
bestehendes 480 kDa Protein, pro Molekiil 45.000 Eisena-
tome bindet, darf die Milz als das wichtigste Eisenspeicher-
organ angeschen werden.

In den letzten Jahren gelang die Isolierung zahlreicher Fak-
toren aus Milzen unterschiedlicher Spezies, denen eine be-
sondere Bedeutung fir die Wachstumsregulation unter-
schiedlicher Zelltypen und Gewebe zukommt. So isolierten
Lozzio et al. (1978) einen endogenen cytotoxischen Faktor
aus der Milz des Menschen und des Rindes, der die DNA-,
RNA- und Proteinsynthese hemmt und ein Molekularge-
wicht von etwa 2 kDa besitzt. Er ist cytotoxisch fiir Epider-
miszellen, Fibroblasten und die Leukiamiezellinien K-562
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und Molt-4. Miyata und Kihara (1982) reinigten durch Chro-
matographie mit Sephadex G 75 ein 14 kDa Peptid aus
Uberstinden von Milzzellen der Maus, das selektiv die
DNA-Synthese inhibiert. Mit 15 pg/ml Zelikulturmedium
zeigten die Autoren eine 50 %ige Hemmung der >H-Thymi-
din-Inkorporation in Hela, L, HEp2 und Ehrlich-Ascites-
Zellen. In diesem Zusammenhang ist die Darstellung einer
lysosomalen Desoxyribonuklease II von Wichtigkeit, die die
Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen in der DNA kataly-
siert und somit die DNA-Degradation reguliert (Liao et al.
1989). In Abhingigkeit von Spezies und Gewebe liegt das
Molekulargewicht des Enzyms zwischen 26 und 45 kDa.
Wenngleich dieses Enzym kein milzspezifisches Protein dar-
stellt, zeigt es im Zusammenwirken mit den im folgenden
genannten Proteinen, deren Vorkommen sicher auch nicht
auf die Milz beschrinkt sein diirfte, die auBerordentliche
stoffwechselphysiologische Aktivitit dieses Organs hinsicht-
lich der Aktivierung und Inaktivierung unterschiedlicher
Zellkompartimente. Zum Inventar der Milz gehoren ferner
verschiedene kollagenabbauende Cystein-Proteasen von 23-
34 kDa, die als Cathepsine bezeichnet werden und sich in
den Lysosomen nachweisen lassen. Sie wurden von Macie-
wicz und Etherington (1988) aus der Kaninchenmilz isoliert.
Sie regulieren den intrazelluliren Proteinturnover und den
Abbau der extrazelluliren Matrix bei verschiedenen Erkran-
kungen, wie z.B. Arhtritis, Muskeldystrophien und Tumor-
metastasen. Weitere Cathepsine wurden von Wiederanders
et al. (1989) aus der Rattenmilz isoliert.

Als ein weiteres Charakteristikum ist die Anwesenheit zahl-
reicher Proteaseinhibitoren in der Milz zu nennen. Fioretti
et al. (1983) isolierten 4 Typen (I-IV) mit einem Molekular-
gewicht zwischen 6,5 und 10,6 kDa, die sich nach isoelektri-
scher Fokussierung als basische Proteine darstellten. Der
Typ IV ist identisch mit dem als Kunitz-Typ bezeichneten
Trypsin-Inhibitor aus Rinderpankreas, wihrend die Typen
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I -III funktionelle und strukturelle Homologien zum Kunitz-
Typ zeigen. Die antiproteolytische Aktivitit ist gegen Tryp-
sin, Chymotrypsin, Kallikrein (Fioretti et al. 1983) und Ela-
stase aus Leukocyten (Fioretti et al. 1989) gerichtet. Immun-
cytochemische Studien (Businario et al. 1987) zeigten, daB8
die Inhibitoren vom Typ I-III mit den glatten Muskelzellen
von GefiBen in der Milz assoziiert sind, wiihrend der Typ IV
ausschlieBlich in Mastzellen zu finden ist.

Inhibitoren mit einem ginzlich verschiedenen Wirkungs-
spektrum isolierten Munakata et al. (1987) aus der Schwei-
nemilz. Es sind Dermatansulfate, die im Vergleich mit Isola-
ten aus anderen Geweben die hochste mit dem Heparin
Cofaktor II assoziierte Thrombininhibitorwirkung besitzen.

Das als "Griines Milz-Hamprotein" bekannte Enzym wurde
kirzlich von Ikeda-Saito et al. (1989) als Granulozyten-
Myeloperoxidase identifiziert. Es handelt sich um die Haupt-
komponente des antimikrobiellen Systems der polymorph-
kernigen Neutrophilen. Es enthilt ein Fe-Tetramer und
besitzt ein Molekulargewicht von 150 kDa. Ebenfalls aus der
Rindermilz isolierten Kong und Wang (1987) eine Tyrosin-
Proteinkinase (PTK). Tyrosinkinasen sind Bestandteile bzw.
assoziiert mit den membranstindigen Rezeptoren fiir den
Epidermal growth factor (EGF), Platelet derived growth fac-
tor (PDGF), Insulin und Somatomedin C. Zusitzlich wurde
eine cytoplasmatische PTK nachgewiesen, deren physiologi-
sche Rolle allerdings noch weitgehend unbekannt ist. Die
Tyrosinkinaseaktivitit ist in der Milz hoher als in anderen
Geweben.

Der Tumor Necrosis Factor (TNF) I8t sich in der stimulier-
ten Milz in recht hohen Konzentrationen nachweisen. Diese
bereits gut untersuchte Substanz (Ubersicht bei Fiers et al.
1987) induziert vermutlich iiber internalisierte Rezeptoren
eine Phospholipase und gleichzeitig die Produktion verschie-
dener cytotoxischer Substanzen. Normalzellen konnen sich
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durch Produktion von detoxifizierenden Substanzen selbst
schiitzen, wihrend z.B. Tumorzellen dazu nicht in der Lage
sind.

Die Bedeutung der Milz wird noch stirker hervorgehoben,
durch den in den letzten Jahren forciert vorangetricbenen
Nachweis von Faktoren, die mittelbar oder unmittelbar Ein-
fluB nehmen auf die Vorginge der Regeneration, des
Wachstums und der immunologischen Wechselwirkungen im
Organismus. Wenngleich fiir die Differenzierung und Rei-
fung von T-Lymphocyten der Thymus cine zentrale Stellung
einnimmt und verschiedene Faktoren der Milz dem Thymus
gleichermaBen zukommen, zeigen sich doch auch erhebliche
Unterschiede. Borek (1986) wies darauf hin, daB bei sple-
nectomierten Tieren CD4-Zellen undifferenziest bleiben
und die Interaktion zwischen T- und B-Lymphozyten einge-
schrankt ist.

Kinohara und Makinodan (1987) zeigten, da8 ein 68 KDa
Thymusfaktor Interleukin-2 stimulierbare T-Zellen im Thy-
mus, nicht aber in der Milz in der Differenzierung hemmen.
Hinzu kommt, da Thymopoietin bzw. ein Pentapeptid aus
den Aminosiduren 32-36, das als Thymopentin bezeichnet
wird, in vitro die B-Zelldifferenzierung hemmt und T-Zell-
Precursor induziert, wihrend das nur in einer Aminosaure
unterschiedliche Splenin (Splenopentin) sowohl B- als auch
T-Zell-Precursor zu induzieren vermag (Audhya et al. 1987).
Auch zeigt sich, daB Ts-Precursor und Ts-Inducer-Zellen
vorwiegend in der Milz vorkommen, wie durch das Auftre-
ten von CD4+ 2H4+ und CD8+ CD11+ Zellen von Emara
et al. (1987 a,b) nachgewiesen wurde. Im Einklang mit die-
sen Ergebnissen steht die unabhingig voneinander erzielte
Isolierung eines CD8-Reifungsfaktors aus der Mausemilz
von zwei Arbeitsgruppen (Campbell et al. 1987, Nishi et al.
1987). Ausgangspunkt war die Feststellung, da sialinsaure-
arme Thymozyten-Vorlaufer-Zellen in Anwesenheit von
Concanavelin A (Con A) nicht proliferieren, kein Interleukin
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2 (IL 2) produzieren, keine B/T-Zell-Interaktion initiieren
und sich nach Stimulation mit IL2/Con A nicht in cytotoxi-
sche T-Zellen differenzieren. Der von den o.g. Laboratorien
gereinigte 33-48 kDa CD8-Reifungsfaktor der Milz fiihrt zu
einer Differenzierung dieses Zelltyps zu cytotoxischen T-
Zellen in Gegenwart von Con A mit IL2.

Dic Bedeutung von Milzfaktoren fiir die Generierung im-
munkompetenter Zellen wird durch zahlreiche kiirzlich iso-
lierte Peptide unter Beweis gestellt. Akiyoshi et al. (1987)
konnten zeigen, daB die Lymphokin-aktivierte “natural
killer-cell"-Aktivitit (NK) in menschlichen Milz-NK-Popula-
tionen wesentlich héher ist als in allen anderen retikulo-
endothelialen Geweben. Bislang nur in der Milz nachgewie-
sen wurde ein 35-45 kDa Faktor, der spontan von Milz-T-
Lymphocyten produziert wird und die Antikorperproduktion
stimuliert. Dieser Faktor wurde bei MRL-Mausen isoliert
und ist nicht identisch mit IL 1, 2, 3 oder 5 (Ashiba et al,,
1987). Davon unterschieden ist ein wasserloslicher Faktor,
den Oka und Ito (1987) nach Trypanosoma-Infektionen aus
der Miusemilz reinigten und der eine polyclonale B-Zellak-
tivierung ausloste. Vergleichende Untersuchungen zeigten
ferner, daB dieses stimulierende Lymphokin mit keinem
bekannten Interleukin identisch ist.

In einem engen Zusammenhang mit der B-Zellaktivierung
und der Antikérperproduktion steht ein von Leonado et al.
(1988) am Massachusetts Institute of Technology isoliertes
Protein, das fiir die Expression des Kappa-B-Ketten Gens
der Immunglobuline von Bedeutung ist. Das gereinigte NF-
KappaB Protein wirkt auf die regulatorischen Nukleotidse-
quenzen wihrend der B- und T-Zellaktivierung, jedoch auch
auf dic "Enhancer"-Sequenzen des "human immunodefi-
ciency virus" und des IL 2-Gens. Einen weiteren IL-2 Regu-
lator, der gleichzeitig die NK-Zellen Aktivitit gegen Yac-
Zellen unterdriickt, ist der "NK-lysis resistance-inducing fac-
tor" (LRIF). Dieses 12,6 kDa Regulatorpeptid charakteri-
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sierte Saxena et al. (1988) mittels G 100 Chromatographie
aus ConA-aktivierten Rattenmilz-Lymphozyten.

Ein weiteres inhibitorisch wirkendes Peptid isolierte Karhu-
miki et al. (1988) aus der Milz des Menschen und des
Schweines. Der als "Transfer Factor” (TF) bezeichnete dialy-
sierbare Faktor unterdriickt in vivo Reaktionen vom Typ der
verzogerten Uberempfindlichkeit in Meerschweinchen und
verringert die Mortalitit bei NMRI- Miusen nach Listeria-
Infektionen um etwa 70 % nach Gabe von 10 mg TF pro
Tier.

Ein Bindungsprotein des Cyclosporins A konnte die Arbeits-
gruppe von Harding an der Yale University aus der Milz und
dem Thymus bei Mensch und Rind darstellen. Das 17 KDa
Peptid, als Cyclophilin bezeichnet, bindet Cyclosporin A im
Cytosol ohne Rezeptorvermittlung. Die zahlreichen bekann-
ten Wirkungen von Cyclosporin A beruhen u.a. auf einer
Hemmung der frithen Vorginge der CD4 Lymphocyten-
Aktivierung; es verhindert die Lymphokin-vermittelte Diffe-
renzierung und Proliferation von Effektor-T-Zellen und B-
Zellen, hemmt die IL-2 mRNA Transkription und die Pro-
duktion oder Freisetzung von IL-3, IL-6 und Gamma-Inter-
feron (Ubersicht bei Harding et al., 1986).

Eine anabolisch als auch metabolisch interessante Gruppe
von Peptiden konnten Castor et al. (1987) aus menschlichen
Milz-Lymphozyten isolieren. Die "Connective Tissue Activa-
ting Peptides® (CTAP’s) stimulieren Synovialzellen, nieder-
molekulare Hyaluronsdure zu synthetisieren. Daneben
konnte cin Anstieg der Glykolyse, der Prostaglandin E2-Syn-
these und der intrazelluliren cyclischen Adenosinmonophos-
phat-Akkumulation nachgewiesen werden. CTAP III hat
dariiber hinaus mitogene Eigenschaften; das Molekiil ent-
steht durch Proteolyse eines basischen Proteins, das in den
({-Granula von Blutplittchen gespeichert ist. CTAP I wird
anschlieBend durch einen weiteren proteolytischen Abbau in
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B-Thromboglobin umgesetzt. Eine Reihe von Genproduk-
ten, die durch den PDGF induziert werden, gehoren zu der
Familie der CTAP (Oquenolo et al. 1989). Neben den
CTAP’s wurden in den letzten Jahren weitere Wachstums-
modulatoren im weiteren Sinne in der Milz nachgewiesen
und isoliert, was das Verstindnis dieses Organs in Hinblick
auf immunologische und regenerative Funktionen erweitert.
So fithrten die Arbeiten von Imamura et al. (1986) zu der
Anreicherung eines Faktors, der die Supressor-T-Zell-Akti-
vitit hemmt und die Uberlebenszeit von Knochenmarkzellen
in vitro erhohte. Petursson und Chervenich (1988) schlieB-
lich isolierten einen Megakariozyten-Proliferationsfaktor aus
der Mausemilz, der neben der Wachstumstimulation zudem
Progenitor-Zellen induziert. Suzuki et al. (1988) steliten aus
der Rattenmilz einen Hepatozyten-Regenerations Promotor
dar, der nicht identisch ist mit dem Hepatozyten Growth
Factor von Nakamura et al. (1986) oder mit dem Epidermal
Growth Factor, der in vitro gleichermaBen das Wachstum
von Hepatozyten stimuliert. Ebenfalls aus der Rattenmilz
isolierte Ohira et al. (1987) einen antagonistischen Wachs-
tumsfaktor, den Hepatozyten-Regenerations Inhibitor. Die-
ses 50-60 kDa Protein hemmt die DNA-Syathese von Hepa-
tozyten in vitro, ist hitzestabil und kann daher nicht identisch
sein mit dem PDGF, der auf Grund des hohen Sequestrati-
onsvermdgens der Milz fiirr Thrombozyten in hohen Konzen-
trationen vorkommt und auch die DNA-Synthese von Hepa-
tozyten hemmt. Aus den Thrombozyten der Milz ist auBler-
dem der Transforming Growth Factor Beta (TGF-8) zu iso-
lieren, der als autokriner Wachstumsfaktor das Wachstum
neoplastischer und normaler Zellen beeinflussen kann, T-
Zellwachstum inhibiert und eine antiproliferative Wirkung .
auf Thymozyten, pri B-Zellen, myeloische Vorliufer und
reife B-/T-Zellen haben kann (Ubersicht bei Sporn et al.,
1987). Als weiterer wichtiger Faktor der Thrombozyten ist
der immunmodulicrende Platelet Activating Faktor (PAF)
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aus der Milz zu isolieren, der die Freisetzung von IL-1
hemmt, die von IL-2 stimuliert (Pignol et al., 1989).

Dittrich et al. (1990) wiesen einen nicht dialysierbaren Fak-
tor nach, der in vitro normale Fibroblasten zum Wachstum
anregt, nicht jedoch transformierte oder Krebszellinien. Das
saure Polypeptid hat ein Molekulargewicht von 10-13 kDa
und ist nicht mit EGF und wahrscheinlich nicht mit Interleu-
kinen identisch.

Als ein Markstein im Verstindnis der zelluliren Interaktio-
nen diirfen die Ergebnisse gewertet werden, aus denen sich
in den letzten Jahren eine "integrierte Kommunikation zwi-
schen dem Nerven-, dem endokrinen und dem Immunsy-
stem" (Kordon und Bihoreau, 1989) abzeichnet. Hinweise
fir eine neuroimmunologische Wechselwirkung liefern u.a.
Arbeiten von Fuchs et al. (1988), die in Abhingigkeit von
der immunologischen Ausgangslage der Milz unterschiedlich
hohe Konzentrationen von Norepinephrin und 5-Hydroxy-
tryptamin im Bereich der perivaskuliren Scheide zeigen
konnten. Lundberg et al. (1989) wiesen Neuropeptid-Y-
Rezeptoren in der Milz und dem Hirn nach. AuBerdem wur-
den Rezeptoren fiir Neuropeptide der Opioid-Gruppe auf
verschiedenen immunkompetenten Zellen nachgewiesen, die
zu einer Modulation der NK-Zellaktivitit, chemotaktischen
Verhaltens von Makrophagen und der Aktivitat von cyto-
toxischen T-Zellen fithren (Ubersicht bei Carr et al., 1988).

Galen, der Hausarzt Marc Aurels, glaubte, die Milz extra-
hiere die Melancholie aus Blut und Leber. Auch nach fast 2
Jahrtausenden ist unser Wissen iiber dic Milz noch gering,
doch zeichnet sich ein neues Verstindnis dieses komplexen
Organs ab.

Danksagung: Die Autoren danken dem Bundesminister fiir
Forschung und Technologie fiir die Forderung der Arbeiten
(No 031 7056 A).

DIEMILZ 17

Literatur

Akiyoshi T, Koba F, Arinaga S, Tsuji H (1987) Activated
killer cell activity of spleen cells from patients with ga-
stric carcinoma. J clin Lab Immunol 23:197-201

Amersbach J C, Walter E M, Sperti G S (1946) Treatment
of basal cell epithelioma by injection of tissue extracts.
Arch Dermatol Syphil 54:119-132

Ashiba T, Hishinuma A, Imai Y, Osawa T (1987) A factor
potentiating antibody formation spontaneously produ-
ced by splenic T cells of MRL/MP-Ipr mice. Int Archs
Allergy appl Immunol 83:315-320

Audhya T, Schlesinger D H, Goldstein G (1987) Isolation
and complete amino acid sequence of human thymo-
poietin and splenin. Proc Natl Acad Sci USA
84:3545-3549

Borek F (1986) Previously unrecognized functions of the
spleen: Development and maintenance of immune
competence and regulation. CRC Crit Rev Immunol
6:287-293

Braunstein A (1933) Uber die inmunobiologische Krebspro-
phylaxe und konstitutionelle Krebsdisposition. Z
Krebsforsch 39:321-357

Bullough W S (1975) Mitotic control in adult mammalian
tissues. Biol Rev 50:99-127

Businario R, Fioretti E, Fumagalli L, Citro G, De Renzies
G, Ascoli F (1987) Vascular localization of bovine pan-
creatic trypsin-inhibitor-related molecular forms in
bovine spleen. Eur J Biochem 165:79-82

Campbell P A, Collins J M, Stedman K E (1987) A spleen-
derived maturational factor allows immature thymocy-
tes, prepared as cells bearing low amounts of surface




18 PETER P. JAROS UND WALTER DITTRICH

sialic acid, to become cytotoxic T cells. J Immunol
139:1385-1392

Carr D J J, Kim C H, DeCosta B, Jacobson E, Rice K C,
Blalock J E (1988) Evidence for a d-class opioid recep-
tor on cells of the immune system. Cell Immunol
-116:44-51

Castor C W, Bignall M C, Furlong A M, Cabral A R, Rich-
ardson B C (1987) Extracellular matrix: Possible regu-
lation by growth factors. Adv Microcirc 13:57-64

Clemens M J, McNurlan M A (1985) Regulation of cell pro-
liferation and differentiation by interferons. Biochem J
226:345-360

Collowan J F, Gowan L K, Crow H, Schwabe C, Fish W W
(1987) Isolation and partial amino acid sequence of
three subunit species of porcine spleen ferritin: Evi-
dence of multiple H subunits. Arch Biochem Biophys
259: 105-113

Diller I (1955) The spleen and spleen extracts in malignancy.
Antiseptic 52:95-102
Diller I, Watson G F (1949) The effect of aqueous spleen

extract on growth of tumor cells in mice. Growth 13:27-
4

Dittrich W, Rothe H, Jaros P P, Willig A (1990) Biological
properties and partial purification of a growth factor
from porcine spleen. Exp Cell Res, in press

Emara M, Battisto J R (1987 a) A syngeneic splenic cell an-
tigen induces a suppressor T cell in lymph nodes that
controls cytotoxic T-cells and primary antibody respon-
ses. Cell Immunol 105:205-219

Emara M, Battisto J R (1987 b) The suppressor T cell indu-
ced by syngeneic splenic cell antigen down regulates
hapten-specific cytotoxic T cells by elaborating a factor

DIE MILZ 19

inhibitory for Il 2-dependent cell replication. Cell Im-
munol 105:220-234

Fiers W, Brouaert P, Everaert B, Suffys P, Tavernier J, Hae-
sebroek B, Van Roy F (1987) Tumor nekrosis factor: A
potential antitumor agent? J Interferon Res 7:627-634

Fioretti E, Angletti M, Paseri D, Ascoli F (1989) Interaction
between leukocytic elastase and kunitz-type inhibitors
from bovine spleen. J Prot Chem 8:51-60

Fioretti, E, Binotti, I, Barra D, Citro G, Ascoli F Antonini E
(1983) Heterogeneity of the basic pancreatic Inhibitor
(Kunitz) in various bovine organs. Eur J Biochem
130:13-18

Fuchs B A, Campbell K S, Munson A E (1988) Norepine-
phrine and serotonine content of the murine spleen: its
relationship to lymphocyte B-adrenergic receptor den-
sity and the humoral immune response in vivo and in
vitro. Cell Immunol.:339-351

Harding M W, Handschuhmacher R E, Speicher D W
(1986) Isolation and amino acid sequence of cyclophi-
lin. J Biol Chem 261:8547-8555

Ikeda-Saito M, Lee H C, Adachi K, Eck H, Prince R,
Booth K, Caughey W Kimura S (1989) Demonstration
that spleen green hemeprotein is identical to granulo-
cyte myeloperoxidase. J Biol Chem 264:4559-4563 10

Imamura M, Miyazaki T, Fujimato H, Fukuhara T, Kasai M,
Itaya T, Sakurada K (1986) The activity of suppressor
cells in the spleen of murine bone marrow chimeras.
Transplant 42:548-555

Karhumiki E, Marnela K, Krohn K (1988) Chromatographic
and enzymatic effects on transfer factor-like activity
from human leucocytes and porcine spleen dialysate.
Int J Biochem 20:1067-1072




20 PETER P. JAROS UND WALTER DITTRICH

Kinohara N, Makinodan T (1987) Thymic stromal cells pro-
duce inhibitors of proliferation of thymic, but not sple-
nic T cells. Thymus 10:179-192

Kong S E, Wang J H (1987) Purification and characteriza-
tion of a protein tyrosine kinase from bovine spleen. J
Biol Chem 262:2597-2603

Kordon C, Bihoreau C (1989) Integrated communication
between the nervous, endocrine and immune systems.
Horm Res 31:100-104

Langen P (1985) Chalones and other endogenous inhibitors
of cell proliferation. In: Torrence P (ed) Biological re-
sponse modifiers. Academic Press New York, pp 265-
291

Lenardo M J, Kuang A, Gifford A, Baltimore D (1988) NF-
kB protein purification from bovine spleen: Nucleotide
stimulation and binding site specifity. Proc Natl Acad
Sci USA 85:8825-29

Lewis S M (1983) The spleen - mysteries solved and unresol-
ved. Clin Hematol 12:363-373

Lewisohn R (1938) Effect of subcutaneous injections of con-
centrated spleen extract on mouse sarcoma 180, Surg
Gynecol Obst 66:563-576

Liao T, Liao W, Chang H, Lu K (1989) Desoxyribonuclease
11 purified from the isolated lysosomes of porcine
spleen and from porcine liver homogenates. Compari-
son with desoxyribonuclease II purified from porcine
spleen homogenates. Biochim Biophys Acta 1007:15-22

Lozzio B B, Lozzio C B, Bamberger E G (1978) Cytotoxicity
of a factor from normal and abnormal human spleens
for allogenic leukemia cells. Am J Hematol 4:57-65

DIE MILZ 21

Lozzio B B, Lozzio C B, Bamberger E G, Lair S V (1975)
Regulators of cell division: Endogenous mitotic inhibi-
tors of mammalian cells. Int Rev Cytol 42:1-47

Ludwig F, von Ries J (1935) Hormone und Karzinom.
Schweizerische Med Wochenschrift 1:5-7

Lundberg J M, Rudehill A, Sollevi A, Hamberger A (1989)
Evidence for co-transmitter role of neuropeptide Y in
the pig spleen. Br J Pharmacol 96:675-687

Maciewicz R A, Etherington D J (1988) A comparison of
four cathepsins (B, L, N, and S) with collagenolytic ac-
tivity from rabbit spleen. Biochem J 256:433-440

Miyata S, Kihara H (1982) Selective inhibition of DNA syn-
thesis by a protein released from spleen cells. J Cell
Physiol 110:315-317

Munakata H, Hsu C, Kodama C, Aikawas J, Sakurada M,
Ototani N, Isemura M, Yosizawa Z, Hayashi N (1987)
Isolation of dermatan sulfate with high heparin cofac-
tor II-mediated thrombin-inhibitory activity from por-
cine spleen. Biochem Biophys Acta 925:325-331

Nakamura T, Teramoto H, Ichihara A (1986) Purification
and characterization of a growth factor from rat plate-
lets for mature parenchymal hepatocytes in primary
culture. Proc Natl Acad Sci USA 83:6489-6493

Nishi Y, Hosokava T, Aoike A, Kamahora T, Sudo H,
Kawai K (1987) Augmentation of killer activity of
murine spleen cells against allogeneic and syngeneic
tumor cells by inoculation of alloantigen in vivo. Micro-
biol Immunol 31:1245-1254

Ohira M, Omeyama K, Taniura M, Yamashita T, Mori-
sawa S (1987) An experimental study of a splenic
inhibitory factor influencing hepatic regeneration. Sur-
gery Gynecol Obstetrics 164:438-444



22 PETER P. JAROS UND WALTER DITTRICH

Oka M, Ito Y (1987) Polyclonal B-cell-activating factors pro-
duced by spleen cells of mice. stimulated with cell
homogenate of trypanosoma gambiense. Inf Immunol
55: 3162-3167

Oquendo P, Alberta J, Wen D, Graycar J, Derynck R, Stiles
C D (1989) The platelet-derived growth factor - indu-
cible KC gene encodes a secretory protein related to
platelet A-granule proteins. J Biol Chem 264:4133-4137

Patt L M, Houck J C (1980) The incredible shrinking cha-
lone. Febs Letters 120:163-170

Petursson S R, Chervenich P A (1988) Effect of spleen cell
conditioned medium on megakaryocytopoiesis in a
short-term bone marrow culture system. J Lab Clin
Med 111:110-117

Pignol B, H nane S, Mencia-Huerta J M, Braquet P (1989)
Effect of long-term treatment with platelet activating
factor on cytokine production by rat spleen cells. Int
Arch Allergy App Immunol 88:161-163

Potter V R (1983) Cancer as a problem in intercellular com-
munication: Regulation by growth-inhibiting factors
(chalones). Prog Nucl Res 29:161-173

Saxena R K, Saxena Q B, Adler W H (1988) Properties and
characterization of a rat spleen cell-derived factor that
induces resistance to natural killer cell lysis in YAC
lymphoma cells. J Immunol 141:1782-1787

Sporn M B, Roberts A B, Wakefield L M, Crombrugghe B
(1987) Some recent advances in the chemistry and bio-
logy of transforming growth factor-beta. J Cell Biol
105: 1039-1045

Suzuki T, Koga N, Imamura T, Mitsui Y (1988). A novel
growth factor in rat spleen which promotes prolifera

DIEMILZ 23

tion of hepatocytes in primary culture. Biochem Bio-
phys Res Comm 153:1123-1128

Toge T, Kuroi K, Kuninobu H, Yamaguchi Y, Kegoya Y,
Baba N, Hattori T (1988) Role of the spleen in immu-
nosuppression of gastric cancer: predominance of sup-
pressor precursor and suppressor inducer T cells in the
recirculating spleen cells. Clin exp Immunol 74:409-412

Wadenvik H, Kutti J (1988) The spleen and pooling of blood
cells. Eur J Haematol 41:1-5

Wiederanders B, Schaper S, Kirschke H (1989) Isolation and

some properties of a cathepsin E type proteinase from
rat spleen. Biomed Biochim Acta 48:23-32

Woglom W H (1919) The size of the spleen in immune mice.
J Cancer Res 4:281-344

Woglom W H (1947) General Review on Cancer Therapy.
Approach to tumor Chemotherapy. A.AA.S. Washing-
ton D.C. pp 1-10.



WALTER DITTRICH, PETER P. JAROS UND
AXEL WILLIG

Isolierung eines proliferationsstimulierenden Faktors
aus der Milz

1  Einfithrung

Die Milz ist nicht nur das groBSte lymphatische Organ mit
wesentlichen immunregulatorischen Funktionen, sondern
auch Herkunftsort vieler Faktoren, die das Wachstum von
verschiedenen Zelltypen beeinflussen. Der augenblickliche
Kenntnisstand hierzu ist in einer Reihe von Ubersichtsarti-
keln zusammengefait (Borek 1986, Freundlich 1986 und der
Beitrag von Jaros und Dittrich in diesem Band) und soll hier
nicht weiter diskutiert werden. Es darf angenommen wer-
den, daB insbesondere die Thrombocyten eine wesentliche
Quelle von Wachstumsfaktoren sind. Aus den ({-Granula
sind der transforming-growth-factor (TGF-8) und der
platelet derived growth factor (PDGF) isoliert worden.
Beide Substanzen spiclen eine bedeutende Rolle bei der Re-
gulation der Proliferation von Bindegewebszellen, die etwa
im Falle von Wundheilungsprozessen sichtbar wird. Dane-
ben wurde der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und
eine dem EGF ihnliche Substanz, der TGF-{, in Thrombo-
cyten nachgewiesen (Poggi et al., 1988).

Der TGF-B ist eine der ersten Substanzen, die eindeutig
wachstumsinhibierende Wirkungen fiir eine Reihe von Zell-
typen aufweisen, fir andere Zelltypen ist er jedoch ein
Wachstumsfaktor. Die Wirkung hiingt dabei sowohl von der
Anwesenheit anderer Wachstumsfaktoren, als auch von der
Art des verwendeten Bioassays ab (Roberts et al., 1985). Mit
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dem TGF-B steht somit der Prototyp eines bifunktionalen
Wachstumsregulators zur Verfigung. Es ist anzunchmen,
daB weitere derartige Substanzen vorhanden sind und auf
das Proliferationsverhalten von Kérperzellen EinfluB neh-
men. Im Rahmen unserer Untersuchungen konnten wir
einen neuen Faktor aus der Milz isolieren, der in einer
Reihe von Bioassays wirksam ist. Die biologischen und bio-
chemischen Charakteristika dieses Faktors werden - soweit
bekannt - nunmehr vorgestellt.

2  Material und Methoden

Zur Herstellung eines Milzrohextraktes wurden Schweine-
milzen homogenisiert und einer sauren Proteolyse unterzo-
gen. Grobe Reste wurden anschlieBend mit einem Papierfil-
ter entfernt. Dieser Rohextrakt (hier als M 1 bezeichnet)
kann entweder direkt weiterverarbeitet werden oder steht als
lyophilisiertes Material zur Verfiigung. Bei einer anschlie-
Benden Dialyse gegen Wasser mit ciner Membran, die
Molekiile von 12-14 kD ausschlieBt, werden etwa 90 % des
Trockengewichtes entfernt.

Der in diesem Dialysat enthaltene Wachstumsfaktor wurde
an normalen Fibroblasten (3T3, V79, NRK-49F und 1929)
und an Tumorzellinien (P388, A549, Yac-1 und HEp2) gete-
stet. Als Nihrmedium wurden DMEM bzw. RPMI 1640 +
5 % fotales Kilberserum (FCS) verwendet. Zur Durchfiih-
rung der Versuche wurden 10* Zellen/Well in 24er- Platten
ausgesit, der Gehalt an FCS anschlieBend auf 2 % bzw.
0,1 % gesenkt und die Proben hinzugegeben. Wenn nicht
anders angegcben wurde die Zellzahl nach 2 Tagen Inkuba-
tion in einem mit 5 % CO, begasten Brutschrank bei 37°C
mit einem Coulter Counter bestimmt. Weitere Einzelheiten
der Experimente sind bei den jeweiligen Abbildungen ange-
geben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Wie aus der Abb. 1 ersichtlich, zeigt das Dialysat eine deutli-
che wachstumsstimulierende Wirkung auf V79 Zellen, einer
Fibroblastenzellinie aus der Lunge des Chinesischen Ham-
sters, die als nicht transformiert gilt und bei Mutagenitits-
tests Anwendung findet. Mit etwa 50 pg/ml des Dialysats
kann hier cine maximale Stimulierung erreicht werden. In
der Abb. 2 ist die Zeitabhingigkeit dieses Vorgangs darge-
stellt. Die unbehandelten Kontrollzellen zeigen infolge der
Absenkung des Serumgehalts von 5 % auf 2 % FCS ein ver-
ringertes Wachstum. Eine Beschleunigung des Wachstums
ist durch Zugabe des Dialysats in diesem Assay bereits nach
24 h feststellbar. Dieser wachstumsstimulierende Effekt ist
reversibel, d.h., die Zellen zeigen wieder normale Wachs-
tumsraten an, wenn man den Faktor entfernt. Normale Rat-
tennierenfibroblasten (NRK-49F) proliferieren bei einer sol-
chen Absenkung des Serumgehaltes nicht mehr, aber nach
cinmaliger Gabe von 50 pg/ml des dialysierten Milzextrak-
tes wachsen die Zellen nach 2 - 3 Tagen wieder (siche
Abb. 3).

Vergleichbare wachstumstimulierende Wirkungen konnten
ebenfalls fiir 3T3-Fibroblasten und L929-Fibroblasten -
beide sind Normalzellen der Maus - gezeigt werden. Dage-
gen war bei P388-Zellen, einer Myelomalinie aus der Maus,
cine stimulierende Wirkung des Milzextraktes nicht nach-
weisbar. Zur Uberpriifung der selektiven Stimulation von
Zellen durch den Faktor in M 1 wurden Dosis-Wirkungskur-
ven fiir 3T3 und P388 erstellt (Abb. 4 A und C). Bei allen
hier cingesetzten Konzentrationen wurde bei P388 eine
leichte Verringerung der Zellzahl gefunden. P388 hat eine
breite Anwendung bei der Suche nach antineoplastischen
Substanzen gefunden (Corbett et al., 1987). Auch weitere
Zcllinien, wie z.B. die humane Lungenkarzinomliniec A549
werden durch den dialysierten Milzextrakt nicht stimuliert.
In der Abb. § sind die Resultate der bisher untersuchten
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Zellinien zusammengefaBt, die mit 100 pg/ml des Dialysats
behandelt wurden. Das Wachstum der bislang untersuchten
Tumorzellinien wird im Gegensatz zu normalen Fibrobla-
sten nicht stimuliert. Ob dieser Befund generalisiert werden
kann, 148t sich zur Zeit noch nicht sagen, da alle untersuch:
ten Normalzellen dem Fibroblastentyp zuzurechnen sind; bei
den Tumorzellen jedoch sind lymphoide, myeloide und epi-
dermoide Zelltypen einbezogen. Es kann dariber hi!laus
nicht ausgeschlossen werden, da eine Stimulation dieser
Zellen unter anderen in vitro Bedingungen nicht doch statt-
findet.

Die proliferationsstimulicrende. Wirkung auf Normalzellen
konnte weder mit steigenden Serumkonzentrationen, noch
mit Transferrin, nicht essenticllen Aminosduren oder Vita-
minen iiberlagert werden, so daB8 Artefakte dieser Art auszu-
schlieBen sind (Daten nicht gezeigt).

Als weitere wichtige biologische Eigenschaften konnten syn-
ergistische Wirkungen des Milzextraktes mit Insulin und
EGF nachgewiesen werden. In Abb. 4 B) ist gez.eigt, daB
sowohl 5 pg/ml Insulin als auch 200 pg/ml des Milzextrak-
tes die Zahl von 3T3-Zellen um etwa 150 % gegeniiber de‘r
Kontrolle steigern konnen, beide Faktoren zusammen errei-
chen aber eine Stimulation auf 250 %. Bei P388-chle:n
(Abb. 4 D) konnte cine synergistische Wirkung mit Insgxhn
nicht gefunden werden. NRK-49F-Zellen wurden als Indika-
tor fiir synergistische Wirkungen mit EGF verwendet
(Abb. 6).

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, daB der Faktor aus
der Milz in der Lage ist, das Wachstum von V79-Fibrobla-
sten in Weichagar zu ermoglichen. Die Abb. 7 gibt die‘ Re-
sultate eines derartigen Experiments wieder. Dieses onast
say ist zur Definition des TGF-8 benutzt worden, wobei
NRK-49F-Zellen als Indikator verwendet wurden, die ohne
den TGF-B nicht in Weichagar wachsen konnen. NRK-Zel-
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len konnten mit dem Dialysat bislang jedoch keine Kolonien
in Weichagar bilden. TGF-8 zeigt dariiber hinaus antagoni-
stische Wirkungen mit EGF auf das Monolayerwachstum
von NRK-Zellen (Roberts et al.,, 1985), wihrend mit dem
Dialysat synergistische Wirkungen gezeigt wurden. Der
Dialysat-Faktor ist also nicht mit dem TGF-8 identisch.

Eine erste biochemische Charakterisierung des dialysierten
Milzextraktes ergab einen Proteingehalt von etwa 60 %,
cinen hohen Eisengehalt (0,6 %) und einen DNA-Gehalt
von mindestens 2,5 %. Dariiber hinaus ist der fiir die biolo-
gische Wirkung verantwortliche Faktor im Dialysat aueror-
dentlich stabil. Durch 5-miniitiges Erhitzen auf 100°C, pH
1,8, Dithiothreitol, Dodecylsulfat und eine Reihe von Enzy-
men (Trypsin, Pepsin, Pronase E, Proteinase K, Kollage-
nase, B-Glucuronidase, Lipase, Amyloglucosidase, Ribonu-
klease A und Benzon-Nuklease) konnte die biologische Wir-
kung nicht aufgehoben werden. Es ist durchaus denkbar, da8
cine derart stabile Substanz bei oraler Gabe die gastrointe-
stinale Passage biologisch aktiv iibersteht. Eine Auftrennung
mittels der Molekularsiebchromatographie zeigt einen ein-
zelnen Peak bei etwa 8 - 10 kD (Dittrich et al., 1987), jedoch
kann aus dem Elutionsverhalten allein nicht auf das wahre
Molekulargewicht geschlossen werden.

Synergistische Wirkungen von Wachstumsfaktoren und an-
deren Substanzen mit dem Insulin sind bekannt und insbe-
sondere bei 3T3 - Zellen gut untersucht. Straus (1986) hat in
cinem Ubersichtsartikel iiber die wachstumsstimulierenden
Wirkungen von Insulin in vitro und in vivo den Fibroblasten-
wachstumsfaktor (FGF), EGF, PDGF, Prostaglandin F2,
Vasopressin, Phorbolester und Analoge des cAMP als syner-
gistische Substanzen genannt. Vom EGF sind synergistische
Wirkungen mit Ascorbinsiure, Vitamin B 12, Glucagon,
Thrombin und einer EGF-bindenden Arginin-Esterase be-
kannt (Carpenter u. Cohen, 1979). Keine dieser Substanzen
zeigt eine dem dialysierten Milzextrakt vergleichbare Stabili-
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tit bzw. Kombination von biochemischen Charakteristika
und biologischen Wirkungen, so daB AnlaB zu der Vermu-
tung besteht, daB es sich hier um einen neuartigen Wachs-
tumsregulator handelt.

Erste Schritte zur weiteren Aufreinigung dieses Faktors sind
getan. In der Abb. 8 ist eine Trennung mittels Anionenaus-
tauschchromatographie gezeigt. Die biologische Aktivitat
der einzelnen Fraktionen wurde an V79 Fibroblasten gete-
stet. Als Einheit (U) wird die Steigerung der Zellzahl von
V79-Zellen um 10 % nach 2 Tagen definiert. Es ergibt sich
dann fiir das Dialysat eine Konzentration von etwa 700
U/mg Protein und fiir die biologisch aktiven Fraktionen
nach Anionenaustauschchromatographie etwa 5 000 U/mg
Protein, also eine Anreicherung um den Faktor 7. An der
weiteren Aufreinigung mit dem Ziel der Reindarstellung
und nachfolgender Strukturaufklirung wird gearbeitet.
Diese Arbeit wurde durch das BMFT Nr.: 0317056 A gefor-
dert.
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Abb.1:  Wachstum von V79-Zellen mit dem dialysierten
Milzextrakt.

Je 10* Zellen wurden pro well in 24 well-Platten in DMEM
+ 5 % FCS ausgesit. 24 h spiter wurde das Medium ge-
wechselt gegen DMEM + 2 % FCS und gleichzeitig der dia-
lysierte Milzextrakt hinzugegeben. Nach 2 Tagen Inkubation
bei 37°C in einer Atmosphire von 5 % CO, wurden die
Zellen mit Trypsin/EDTA von der Plastikoberfliche abge-
16st, verdiinnt und mit einem Coulter Counter gezihit. Die
Graphik gibt die Ergebnisse von 6 unabhingigen Versuchen
mit jeweils 3 Parallelansitzen pro eingesetzter Konzentra-
tion an. Die Zahl der unbehandelten Zellen wurden als
100 % angesetzt. Mit etwa 50 ftg/ml des Dialysats kann eine
maximale Stimulation auf 200 % erreicht werden.
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Abb. 2: Zeitabhdngigkeit des Wachstums von V79 Zellen.

Die Versuchsdurchfilhrung entspricht den Angaben in
Abb. 1. Es wurden 50 g/ml des Milzextraktes eingesetzt
und die Zellzahl in 24 stiindigen Intervallen bei je 3 Parallel-
ansitzen bestimmt.
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Abb. 3: Zeitabhdngigkeit des Wachstums von
NRK-49F-Zellen.

Die gleiche Versuchsdurchfithrung wie in Abb. 2 ergibt bei
NRK-Zellen eine Wachstumsinhibition der Kontrolizellen
durch die Verringerung des Serumgehaltes. Mit 50 tg/ml

des Dialysats zeigt sich nach 2 - 3 Tagen eine deutliche Sti-
mulation des Wachstums.
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Abb. 4: A) und C) = Dosis-Wirkungs-Kurve fiir das Wachs
tum von 3T3-Zellen und P388-Zellen mit dem
Dialysat.

A) 3T3-Zellen wurden in DMEM + 5% FCS ausgesiit. 24 h
spiter crhiclten die Zellen DMEM + 0,1 % FCS +
Dialysat. Auch bei so geringen Serumgehalten ist das
Dialysat in der Lage, eine dosisabhingige Stimulation des
Wachstums zu bewirken, C) P388-Zellen wurden von RPMI
1640 + 5 % FCS in Medium mit 0,1 % FCS iibertragen und
das Dialysat zugegeben. Da es sich hier um Zellen handelt,
die in Suspension wachsen, entfillt dic Aussaat und die
Behandlung mit Trypsin/EDTA. Die Zellzahl wurde nach 2
Tagen bestimmt. Auch wenn P388 in einem Medium mit 5
% Serum gehalten werden, kann durch das Dialysat keine
Wachstumsstimulation hervorrufen (Daten nicht gezeigt). B)
und D) = Synergistische Wirkung des Dialysats mit 3T3-
Zellen mit Insulin; Vergleich mit P388. Die Zellen wurden
von 5 % Serum im Medium auf 0,1 % umgestellt und
erhielten 1) keine Zusitze, 2) 5 pg/ml Insulin, 3) 200 pg/mi
Dialysat und 4) 5 ig/ml Insulin + 200 pg/ml Dialysat. Bei
den 3T3-Zellen sind starke synergistische Effekte zu sehen,
dagegen sind solche Effekte bei P388 nicht festzustellen.
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Abb. 5: Spezifitit der wachstumsstimulierenden Wirkung des
Dialysats.

Alle hier aufgefithrten Zellinien erhielten 100 pg/ml des
Dialysats. Das weitere experimentelle Vorgehen entspricht
den Angaben in Abb. 1. Bei den Normalzellen handelt es
sich um etablierte Fibroblasten von Méusen. A549 ist eine
Lungencarzinom-Zellinic humanen Ursprungs, HEp2 ist ein
epidermoides Karzinom des Menschen, P388 und Yac sind
Myeloma- bzw. Lymphomazellen der Maus.
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Abb. 6: Synergistische Effekte des Dialysats mit EGF auf das
Zellwachstum

NRK-49F-Zellen wurden mit 4 ng/ml EGF oder mit
10 pg/ml des Dialysats oder mit beiden Zusitzen behandelt.
Je drei Parallelansitze wurden nach 2, 3 oder vier Tagen ge-
zihlt. Wie beim Insulin sind auch hier deutliche synergisti-
sche Effekte sichtbar.
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Abb. 7: Wachstum von V79 - Zellen in Weichagar

In Gewebekulturplatten mit 6 Vertiefungen wurde ein Basis-
layer mit 1 ml DMEM + 10 % FCS + 4ng/ml EGF +
0,6 % Agar gegossen. Nach Erstarren des Agars wurde ein
Overlay bestehend aus 0,3 % Agar in Medium + Serum +
EGF und 1 000 Zellen in 1 ml aufgetragen. AnschlieBend
wurde das Dialysat hinzugegeben. Nach 10 tagiger Inkuba-
tion wurden die entstandenen Kolonien angefirbt und ma-
nuell ausgezahlt. Die Abb. reprisentiert ein typisches Expe-
riment. Die Standardabweichungen zwischen einzelnen Ver-
suchen sind relativ gro, weil in den unbehandelten Kontrol-
len nur sehr wenige Kolonien wachsen.
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Abb. 8 Trennung des Dialysats mit Anionenaustausch
chromatographie

Dic Trennung wurde mit einer FPLC-Anlage und eciner
Mono-Q-Saule durchgefithrt. Startpuffer A) = 20 mmol/1
Triethanolamin/HCL, pH 7,5; der Gradient wurde mit B) =
Startpuffer + 1 mol/l NaCl gefahren. Detektion erfolgte mit
einem DurchfluBphotometer bei 254 nm. FluBrate:
2 ml/min. Probe: 5 mg des Dialysats in 0,5 ml Wasser. Frak-
tionen von 1,5 ml wurden gesammelt, mit dest. Wasser dialy-
siert und je 10 ml im Bioassay an V79-Zellen getestet. Zwi-
schen 25 und 40 % B ecluieren Fraktionen mit biologischer
Aktivitit. Die Fraktionen 9 - 14 wurden zusammengefaBt.
Bezogen auf den Proteingehalt ergibt sich eine Anreiche-
rung um den Faktor 7.
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Einflup einer Milzfraktion auf den Energiestoffwechsel von
Tumorzellen

Im allgemeinen gilt eine erhohte aerobe Glykolyse-Aktivitét
als eine der markanten Eigenschaften rasch proliferierender
Tumorzellen. Obwohl diese Besonderheit des Energiestoff-
wechsels der Tumorzelle bereits vor 60 Jahren entdeckt und
durch zahlreiche Untersuchungen bestitigt wurde, ist die
Ursache der acroben Glykolyse und ihre Bedeutung fiir
Wachstum und Proliferation der Tumorzelle ungeklirt und
somit Gegenstand wissenschaftlicher Studien und Diskussio-
nen.

Warburg (1926) vertrat die Ansicht, da8 die aerobe Lactat-
Produktion der Tumorzelle durch cinen Defekt in der At-
mungskette verursacht wird. Diese Annahme konnte jedoch
nicht bestitigt werden. Da der gesamte Gehalt an ATP,
ADP, AMP und Pi in der Zelle letztlich konstant bleiben
muB, vermutete Racker, daB8 die Verfiigbarkeit von ADP im
Cytoplasma der limitierende Faktor fiir den schnellen Ab-
lauf der aeroben Glykolyse ist. Fir die Bereitstellung des
ADP maB er der membranstindigen Na/K-ATPase eine be-
sondere Bedeutung zu, die das in der Glykolyse gebildete
ATP abbaut (Racker 1976). Dabei soll der Kontrollmecha-
nismus gestort sein, der fiir eine enge Kopplung zwischen
Glykolyse (ATP-Produktion) und ATPase-Aktivitit (ATP-
Verbrauch) verantwortlich ist. Bei geniigender Sauerstoff-
Zufuhr ist die Produktion von Pyruvat in normalen Zellen
auf den Bedarf von Acetyl-CoA und den Energicbedarf ein-
gestellt. Bei der Regulation spiclt die Phosphofructokinase
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cine entscheidende Rolle. Sie wird durch iiberschissiges
ATP aus der oxidativen Phosphorylation inhibiert (Pasteur-
Effekt). Dieser Effekt kann nicht durch Fructose-1,6-diphos-
phat (F-1,6-P,) aufgehoben werden, weil die Pyruvat-Kinase-
und die Fructose-1,6-diphosphatase-Aktivitat fiir eine nied-
rige Konzentration dieses Substrates sorgen. So wird die
Umwandlungsrate von F-6-P, zu F-1,6-P, gebremst. Dies
verursacht die Akkumulation von Glukose-6-phosphat (G-6-
P), die wiederum die Hexokinase hemmt. Unter anaeroben
Bedingungen ist die oxidative ATP-Produktion blockiert.
Der ATP-Spicgel sinkt und die Phosphofructokinase wird
reaktiviert. Eine erhohte AMP Konzentration hemmt gleich-
zeitig die Fructose-1,6-diphosphatase. Dies fihrt zu einer
Zunahme von F-1,6-P2, das die Aktivitit der Phosphofructo-
kinase fordert. Das Siken des G-6-P-Spiegels erhoht nun
auch die Hexokinase-Aktivitat. All diese Reaktionen ermog-
lichen den Zellen, die totale glykolytische Kapazitat fir die
ATP-Produktion wihrend der Abwesenheit von O, zu nut-
zen. Pyruvat wird in diesem Fall zu Lactat reduziert und aus-
geschieden, um NADH zu regenerieren.

In malignen Zellen wird die hohe Glykolyserate durch die
aktivierte Hexokinase (die Mitochondrien-gebundene
Form), Phosphofructokinase und Pyruvat-Kinase gewihrlei-
stet. Auffallend ist der hohe Anteil des Pyruvat-Kinase-Iso-
enzyms M,-Typ. Durch eine deutliche Abnahme der Fruc-
tose-1,6-diphosphatase in den malignen Zellen wird die
F-16-P, Konzentration ebenfalls erhdht. Dies fithrt zur Auf-
hebung des Pasteur-Effekts und zur Aktivierung der Pyru-
vat-Kinase vom M,-Typ. So konnen die Tumorzellen im
Gegensatz zu den normalen Zellen auch unter aeroben Be-
dingungen die volle glykolytische Kapazitit ausnutzen. Aber
die erbohte Lactat-Produktion unter aeroben Bedingungen
wurde nur bei Anwesenheit von Glucose im Medium beob-
achtet, nicht jedoch mit Frutose als Substrat (Reitzer et al.,
1979).
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Die Rolle der glykolytischen Schliisselenzyme in der erhoh-

ten aeroben Glykolyse von Tumorzellen wird im fol
0 derob im folgenden

1 Die Hexokinase

Das Hexose phosphorylierende Enzym (E.C. 2.7.1.1) wurde
zuerst von Slein et al. (1950) beschricben. Es kommt in meh-
reren molekularen Formen in Mammaliergeweben vor und
katalysiert die Reaktion

ATP + D-Glucose ----> ADP + D-Glucose-6-phosphat

D.ie Hexokinase (HK) kann nicht nur Glucose, sondern auch
viele andere Hexosen und Hexose-Derivate, wie z.B. Fruc-
tose, Mannose, Glucosamin usw., verwerten. Sie wird in der
Regel durch ihr Produkt Glucose-6-phosphat inhibiert.

Aus Mammaliergeweben sind vier Hexokinaseisoenzyme
1so!1crt worden. Sie werden entsprechend ihrer elektropho-
retischen Mobilitit mit I bis IV bezeichnet (Ureta, 1982;
Katzen und Schimke, 1965). Die Isoenzyme I, II und III, de:
ren Mo}ckulargewicht jeweils ca. 100 kDa betrigt, haben
cinen niedrigen Km-Wert fiir Glucose (0.02-0.13 mM), so
daB sie als "low Km-Hexokinasen" zusammengefaflt werden.
Innefhalb dieser Gruppe ist der Typ III cine Besonderheit:
er wird durch Glucosekonzentration iiber 0.2 mM inhibiert
(l{ret.a, 1982). Der Leber-spezifische Typ IV (ca. 50 kDa)
mit einer Piedrigen Glucose-Affinitiit wird auch als Glucoki-
nase bezeichnet (Km = 4.5 mM; Ureta, 1982). Er kann von
Insulin induziert werden.

In Hepatom-Zellen der Ratte ist die Glucokinase weitge-
hend Qurch Hexokinase HI ersetzt. Das Verteilungsmuster
cn.tspncht dann demjenigen der fotalen Rattenleber, jedoch
mit einer hoheren Enzymaktivitit pro Gramm Leber (Wein-
house et al, 1972). In den Extrakten aus verschiedenen
menschlichen Primirtumoren reprasentiert der Typ I die
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Hauptfraktion. Typ 1I fand sich zusitzlich in allen malignen,
nicht jedoch in benignen Tumoren (Kamel und Schwarzfi-
scher, 1975). Gleiche Resultate wurden bei der Untersu-
chung von Astrocytom-Zellen steigender Malignitit gefun-
den (Bennett et al., 1978).

Zumindest bei dem Ersatz der Glucokinase in Hepatom-
Zellen durch den Typ III ist die physiologische Bedeutung
Klar. Die Glucokinase ist ein Isoenzym mit hohem Km-Wert
fir Glucose (10 mM), das von ADP-Mg** und nicht von
Glucose-6-phosphat inhibiert wird. Wenn es durch ein Iso-
enzym ersetzt wird, das zur Klasse der "low Km"- Isoenzyme
gehort, resultiert cin hoherer Glucosedurchsatz, da das En-
zym unter den physiologischen Bedingungen mit maximaler
Aktivitit arbeiten kann.

Eine erhohte Hexokinase-Aktivitat wurde bei schnell wach-
senden Tumoren und schnell proliferierenden Zellkulturen
gefunden. Das Tumor-Enzym gehort zum fotalen Typ und
liegt sogar bis zu 60 % an die Mitochondrien gebunden vor
(Bustamante und Pedersen, 1977). Die erhohte Hexokinase
Aktivitat kann nicht nur eine vermehrte Bereitstellung von
Glukose-6-phosphat fir die Glykolyse gewihrleisten, ihre
teilweise Bindung an die Mitochondrien kann auch dazu bei-
tragen, bei der Konkurrenz von Glykolyse und Atmung um
ADP und Pi die Glykolyse zu begiinstigen, denn die Mito-
chondrien-gebundene Hexokinase kann das in der Atmungs-
kette gebildete ATP direkt zur Phosphorylierung der Glu-
kose verwenden. Von Bedeutung kénnte weiterhin auch sein,
daB die mitochondriale Hexokinase nicht mehr von Glukose-
6-phosphat inhibiert wird.

Die iuBere Mitochondrienmembran ist in Bezug auf ihren
Proteinanteil vergleichsweise einfach organisiert. Im wesent-
lichen finden sich Rezeptorproteine, die Precursormolekiile
ins Mitochondrium hineintransportieren und Porenproteine
(Porinmolekiile), die fiir die freie Diffusion von Metaboliten

ENERGIESTOFFWECHSEL 45

sorgen, indem sie Porenstrukturen mit einem inneren
Durchmesser von etwa 2 nm ausbilden. Hexokinasemolekiile

binden sich spezifisch an die Porinmolekiil
Kb, 1986) ekille (Nelson und

2 Die Phosphofructokinase

Die Phosphofructokinase (PFK) (E.C. 2.7.1.11) ist eines der

Schliisselenzyme bei der Regulation der Glykol
lysiert die Reaktion pholyse und kata

Fructose-6-ph --- i
Fructos phosphat + ATP ---> Fructose-1,6-diphosphat

Die PFK hat einen Molekulargewicht von 320-360 kDa und
bestcht. aus vier Untercinheiten, die homogen oder hetero-
gen sein konnen. Die PFK des Menschen steht unter der
Kontrolle von 3 Strukturgenen, die fiir die sogenannten M-
L- und P.-'l'yp Untereinheiten kodieren. Die Untercinheitcxi
werden in verschiedenen Geweben unterschiedlich expri-

miert und in zufilliger Weise tetramerisiert (Vora et al.
1985). ’

Der M-Typ ist die einzige in adultem Muskelgewebe gefun-
dene Form, kommt aber auch im Herzen, Testes, Gehirn
und E}'ythrozytcn vor (Kahn et al, 1979). Das Homotetra-
mer wird als M, bezeichnet. Der L-Typ steht fiir Leber PFK,
diese wurde auch in reifen polymorphkernigen Zellen und
Thrombozyten nachgewiesen. Der P-Typ ist u.a. charakteri-

stisch fiir die Placenta, Fibroblasten, Nieren und einige mali-
gne Gewebe.

Bei Miusen gibt es ebenfalls 3 Gene fiir die Untereinheiten
und damit 3 homotetramere Formen des Enzyms (Reid und
Masters, 1986). Die Autoren fanden dariiber hinaus deutli-
che Interaktionen zwischen dem Enzym und zelluliren
St.rukturen in allen wichtigen Gewebetypen und allen Ent-
wicklungsstadien, indem sie zwischen gebundenen und 16s-
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lichen Aktivititen unterschieden. Solche Interaktionen sol!en
cine Plazierung der PFK in der Néhe von Mitochondrien
oder an Stellen in der Zelle ermoglichen, wo eine anaerqbe
Energieproduktion notwendig ist. Es gibt .Hinwcisc auf eine
reversible Phosphorylierung der PFK. Die Folgc? dzfvon ist
nicht unbedingt eine Verinderung der Enzymkinetik, son-
dern eine verinderte Lokalisation des Enzyms.

ine Phosphorylierung der PFK kann u.a. an dem Mem-
ﬁ:zzrezeptgr rf\yn' deng Epidermis-Wach§tumsfaktor (.EGI-':')
erfolgen. Dieser Membranrezeptor zeigt ebenso wie dne
transformierenden Proteine der src-Oncogen'i-Famnhc‘quil-
ger Retroviren einc intrinsische Tyrosig-Kmase-Aktmtat.
Die PFK zeigt eine hohe Affinitat fur die EGF-Rezeptor-
Kinase. Sic und eine Recihe weiterer Glykolyse-!?.nzymc
werden an dem EGF-Rezeptor phosphoryliert, fhe PFK
jedoch nicht von den transformierenden Protemnen der
Retroviren (Reiss et al. 1986).

Da8 die verschiedenen Isoenzymtypen in unterschiedlicher
Weise reguliert werden, wird bereits bei einer }Betrachtung
der physiologischen Verhaltnisse bei den vcrsch!cden?n Ge-
weben deutlich: der Glucoseverbrauch im Gehirn wird un-
abhiingig von den mentalen Leistungen in engen Grenzen
konstant gehalten, wihrend die Glykolyserate 1m Skelet.mus-
kel in Abhangigkeit von den Leistungen erhebhchqn
Schwankungen unterliegt. Die Leber verbrgucht nur wenig
Glucose iiber die Glykolyse, gewohnlich wird dort Gluco-
neogenese betrieben.

Firr die maximale Aktivitat benotigen die jeweiligen Isoen-
zyme unterschiedliche ATP-Konzentrationen, eine Uber-
schreitung fithrt zur Inhibition des Enzyms. Def I, %-OWe:rt,
das ist diejenige ATP-Konzentration, bei der eine Toige
Inhibition erreicht wird, betragt bei 0.4 mM Fructose-6-
phosphat und pH 7.1 fisr den M-Typ 0.4 IEIM und d?n P-Typ
0.7 mM ATP. Beim L-Typ wird unter diesen Bedingungen
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bereits mit 0.1 mM ATP eine vollstindige Inhibition erreicht
(Tsai et al., 1975).

Eine weitere auffillige Eigenschaft des Enzyms mit Bedeu-
tung fiir die Laborpraxis ist die Kaltelabilitit. Der Aktivitéts-
verlust durch Kithlung ist reversibel und wird durch niedrige
pH-Werte und Enzymkonzentration gesteigert.

Kellett und Robertson (1984) haben einen Proteininhibitor
der PFK aus der Diinndarmmucosa von hungernden Ratten
isoliert. Die PFK von hungernden Tieren wird durch ATP
stirker inhibiert, als von normal ernihrten. Ein dhnlicher
Effekt wird auch in der Leber erreicht; hier ist der Effekt auf
die allosterischen Eigenschaften von Fructose-2,6-diphos-
phat zuriickzufiihren. In der Mucosa kommt jedoch kein
Fructose-2,6-diphosphat vor. Die oben genannten Autoren
machen fiir den Effekt in der Mucosa ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 25 kDa verantwortlich. Es handelt
sich hier moglicherweise um einen Regulationsvorgang, der
unabhiingig von dem Glucoseangebot ist. Die PFK-Aktivi-
titen in den Geweben sind abhiingig von dem jeweiligen
Entwicklungsstand. Die fotale Rattenleber enthilt 2 Isoen-
zyme, PFK-M und PFK-L . Beide 2 Aktivititen sinken inner-
halb von 24 Stunden nach der Geburt ab. PFK-M ist nach
einer Woche nicht mehr nachzuweisen. Das Absinken der
PFK-Aktivitit nach der Geburt korreliert mit der Fahigkeit
der neonatalen Leber, Glucose zu produzieren.

Bei Ratten steigt die Gesamtaktivitit in verschiedenen Ge-
weben wie etwa Muskel, Herz und Gehirn nach der Geburt
kriftig an. Im Muskelgewebe korreliert dies mit dem Wach-
sen der kontraktilen Fahigkeiten.

In exponenticll wachsenden menschlichen Fibroblasten ist
die spezifische Aktivitat der PFK 7-8 mal hoher als in ruhen-
den Zellen. Das Verhiltnis von P-Typ zum L-Typ bleibt in
rubhenden und wachsenden Zellen jedoch gleich bei 4:1
(Meienhofer et al., 1983).
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Nakamura et al. (1985, 1986) konnten zeigen, daB das Serum
von Krebskranken die PFK-Aktivitit in vitro unterdriicken
kann. 70 % der Seren von erkrankten Personen unterdriick-
ten die PFK-Aktivitit in signifikanter Weise unabhingig vom
Geschlecht, der GroBe und Art des Tumors. Der "suppres-
sive Faktor" konnte bislang nicht charakterisiert werden. Es
wurden jedoch bereits erste Anreicherungsschritte fir den
Faktor beschrieben. Dieser molekularbiologisch noch véllig
im dunklen liegende Befund ist moglicherweise als neues
Verfahren zur Fritherkennung von Tumoren geeignet.

3  Die Pyruvat-Kinase

Pyruvat-Kinase (EC 2.7.1.40) katalysiert eine der wichtigsten
Reaktionen der Glykolyse, die Ubertragung der Phosphat-
Gruppe vom Phosphoenolpyruvat auf ADP. Die Reaktion
verliuft stark exergonisch und unter intrazelluliren Bedin-
gungen irreversibel. Das Enzym bedarf Mg** oder Mn**,
mit denen es vor der Substratbindung einen Komplex bilden
muB. Ca** konkurriert mit Mg** und Mn** um die Bin-
dungsstelle am Enzym und hemmt die Bildung des Komple-
xes kompetitiv, so daB8 auBBer CAMP das Kalzium (durch eine
Ca** /Calmodulin abhingige Protein-Kinase) bei der Regu-
lation der Pyruvat-Kinase-Aktivitit eine Rolle spielen kann
(Ochs, 1988). Unter physiologischen Bedingungen dient K*
als Aktivator.

Vier Isoenzyme der Pyruvat-Kinase wurden aus den Gewe-
ben der Vertebraten isoliert (Imamura et al., 1972; Harada
et al, 1970; Hall und Cottam, 1978; Munday et al., 1980).
Pyruvat-Kinase L-Typ ist das Hauptisoenzym in der Leber
und kann allosterisch beeinflult werden. Das Enzym kann
von F-1,6-P, aktiviert werden. Das dhnliche R-Isoenzym
wurde nur aus Erythrozyten isoliert. Beide Isoenzymen wer-
den von demselben Gen kodiert, obwohl sie unterschiedliche
Promotoren benutzen (Noguchi et al., 1987). Das M, -Isoen-
zym ist die einzige Form im adulten Skelettmusf(el und
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kommt auch im Herzmuskel und im Gehirn vor. Das M. -
Isoenzym ist in verschiedenen Geweben vorhanden, beson-
ders in den fotalen Geweben und den Tumoren.

Die Leber besitzt eine zentrale Funktion fiir das dynamische
Gleichgewicht des Glucose-Stoffwechsels durch die Regula-
tion der Glykolyse und der Gluconeogenese. Dabei spielen
Insulin und Glucagon eine wichtige Rolle. Taunton et al.
(1974) konnten zeigen, daB eine Injektion von Insulin bzw.
Glucagon bei Ratten eine rapide Anderung der Aktivitit von
glykolytischen Enzymen in der Leber verursacht. Die Pyru-
vat-Kinase-Aktivitit wurde z.B. von Insulin erhoht, und von
Glukagon erniedrigt. Wihrend Insulin keine signifikante
Anderung der cAMP-Konzentration verursachte, war eine
Erhohung der cAMP-Konzentration durch Glukagon zu be-
obachten.

Die Leber enthalt zwei Isoenzyme der Pyruvat-Kinase (Ta-
naka et al., 1965; Eigenbrodt und Schoner, 1977). Das Haup-
tisoenzym ist der L-Typ, M,-Typ kommt nur in geringen
Mengen vor. Van Berkel et al., (1972) konnten zeigen, da8
das L-Typ Isoenzym nur in den parenchymalen Zellen der
Leber und das M,-Typ Isoenzym in den Kupffer'schen
Sternzellen vorhanden ist.

L-Typ Isoenzym ist cin allosterisches Enzym. AuBer von den
genannten Hormonen kann seine Aktivitit auch von duBeren
Faktoren wie der Nahrung beeinfluft werden (Kohl und
Cottam, 1977; Cognet-et al.,, 1987). Pyruvat-Kinase L-Typ
zeigt eine positive Kooperativitit mit seinem Substrat Phos-
phoenolpyruvat, d.h., seine Kinetik-Kurve verliuft sigmoid.
Es kann von F-1,6-P2 aktiviert werden, so daB die Kinetik-
Kurve von sigmoid zu hyperbolisch umschaltet. Das Isoen-
zym ist hemmbar durch L-Alanin. Die Inhibition wird jedoch
von F-1,6-P, aufgehoben. Wie Tabelle 1 zeigt, hat das L-Typ
Isoenzym aus verschiedenen Tierarten in Abwesenheit von
F-16-P, einen K ,-Wert von 0.3-0.96 mM und einen Hill-



50 F. LI, W. DITTRICH, A. WILLIG, P.P. JAROS

Koeffizient von 1.6-2.9. Durch Zugabe von F-1,6-P, im
mikromolaren Bereich wird die Sattigungskurve fiir PEP hy-
perbolisch. Der K_-Wert sinkt auf 0.03-0.15 mM, und der
Hill-Koeffizient auf 1.0. Der K -Wert des L-Typ Isoenzyms
fir ADP liegt bei 0.1-0.4 mM, und der I ,S-Wert fir ATP
und L-Alanin jeweils bei 0.1-0.15 mM und 1.0-100 mM
(Hall und Cottam, 1978; Noguchi, 1983).

Jedes Molekiil des L-Typ Isoenzyms kann 4 Molekiile von
F-1,6-P, binden (Hess und Kutzbach, 1971). Durch die Bin-
dung von F-16-P, an das Isoenzym wird das pH-Optimum
und der isoclektrische Punkt erniedrigt. Der isoelektrische
Punkt des Isoenzyms in Anwesenheit von F-1,6-P, liegt bei
5.3 und in Abwesenheit von F-1,6-P, bei 5.8-6.3 (Kohl und
Cottam, 1977; Eigenbrodt und Schoner, 1977).

Das Molekulargewicht des L-Typ Isoenzyms liegt zwischen
193 und 265 kDa, und die Sedimentationskonstante zwischen
9.4 und 10.0. Das Isoenzym hat eine tetramere Struktur mit
vier gleichen Untereinheiten. Das Molekulargewicht der
Untereinheiten liegt bei 50-62 kDa (Hall und Cottam, 1978;
Noguchi, 1988).

Die Aktivitit des L-Typ Isoenzyms ist durch die eigene
Phosphorylierung reguliert. Anscheinend gibt es zwei Prote-
inkinasen (cAMP- und Ca* * /Calmodulin-abhiingige Prote-
inkinase), die dafiir verantwortlich sind (Sonderling et al,,
1986; Hsu et al., 1987). Ob die beiden Proteinkinasen die
gleichen Stellen phosphorylieren, ist noch unbekannt.

Uber die Natur der Pyruvat-Kinase R-Typ herrscht noch
Unklarheit. Es wurde berichtet, daB das R-Typ Isoenzym
eine dhnliche Eigenschaft wie die Leber-Pyruvatkinase zeigt
(Hall und Cottam, 1978). Als Hinweis auf ein unterschiedli-
ches Wirkungsspektrum konnte jedoch die Tatsache gewer-
tet werden, daB der R-Typ lediglich einen Hill-Koeffizient
von 1.2-1.6 und einen hoheren isoelektrischen Punkt besitzt

(Tab. 1).

i
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Im Gegensatz zum L-Typ Isoenzym verliuft die Kinetik-
Kurve des M,-Typ Isoenzyms hyperbolisch, d.h., es zeigt
eine Michaelis-Menten Kinetik. Es kann nicht von F-16-P,
aktiviert werden. Sein K_-Wert fir PEP und ADP betragt
jeweils 0.04-0.09 mM und 03-04 mM (Tab. 1). Der
I ’S-Wert fir ATP liegt bei 3.0-3.7 mM. Das pH-Optimum

es M, -Typ Isoenzyms liegt bei 7.1-7.5, der isoelektrische
Punkt zwischen 8.5 und 8.9. Das Molekulargewicht der Py-
ruvat-Kinase M,-Typ wurde zwischen 212 und 250 kDa be-
stimmt und seine Sedimentationskonstante liegt bei 9.2-10.4.
Das M, -Typ Isoenzym besteht aus vier Untereinheiten mit
gleichem Molekulargewicht (Hall und Cottam, 1978; Nogu-
chi, 1988).

M,-Typ Isoenzym ist in adulten Geweben weit verbreitet. Es
konnte in der Lunge, der Niere und dem Fettgewebe wie
auch in fotalen Geweben und vielen Tumoren nachgewiesen
werden (Hall und Cottam, 1978; Eigenbrodt und Gloss-
mann, 1980; Verhagen et al., 1985).

Dieses Isoenzym ist im Gegensatz zum M, -Isoenzym alloste-
risch, aber seine Kinetik unterscheidet sich von der des
L-Typ Isoenzyms. Der K -Wert fiir PEP ohne F-1,6-P, liegt
bei 0.2-0.4 mM, durch F-1,6-P, wird er leicht erniedrigt. In
Tabelle 1 werden die K,- bzw. I, ’S-Werte fir ADP, ATP
und L-Alanin zusammengestellt.

Der isoclektrische Punkt von Pyruvat-Kinase M,-Typ ist je
nach Herkunft sehr unterschiedlich. Aber er liegt im all-
gemeinen zwischen den pI's von M, -Typ und L-Typ (Tab. 1).

Das Molekulargewicht des M,-Typs liegt zwischen 190 und
250 kDa, und die Sedimentationskonstante bei 9.3-10.8. Das
Isoenzym ist wic die anderen aus vier Untereinheiten mit
dquivalenten Molekulargewicht aufgebaut. Eine heterogene
Zusammensetzung wurde jedoch ebenso entdeckt (Verha-

gen et al., 1985).
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Die Aktivitit des M,-Typ Isoenzyms wird durch Phosphory-
lierung von einer cAMP-unabhingigen Proteinkinase inhi-
biert (Eigenbrodt und Schoner, 1979). Diese cAMP-unab-
hingige Proteinkinase zeigt eine Ahnlichkeit mit einem Vi-
rusgen-Produkt mit der Bezeichnung pp60°™. Sie bindet mit
hoher Affinitt zur Pyruvat-Kinase M, -Typ und phosphory-
liert vorzugsweise die dimere Form des Isoenzyms. Die
Phosphorylierung kann durch F-1,6-P, , 5-Phosphoribose-1-
pyrophosphat (PRPP) und Di-(adenosin-5’)-pentaphosphat
(AP,A), strukturell mit Di-(adenosin-5’)-tetraphosphat
(AP,A) verwandt, gchemmt werden. In schnell wachsenden
Zellen kommen F-1,6-P, , PRPP und AP A in erhohten
Konzentrationen vor. In der Gegenwart von Nukleotid-Di-
phosphat wird das phosphorylierte M,-Typ Isoenzym sehr
schnell dephosphoryliert (Eigenbrodt und Glossmann, 1980).

4  Milzfaktoren und deren Wirkung auf den Energiestoff-
wechsel von Tumorzellen

Die Milz gehort zu den reticuloendothelialen Organen der
Vertebraten und nimmt cine zentrale Stellung in der Aus-
schleusung von Zellen humoraler und zelluldrer Immunitit
ein (siche den Beitrag von P.P. Jaros und W. Dittrich in die-
sem Band). Audhya et al. (1987) isolierten und charakteri-
sierten aus der Milz des Menschen das Polypeptid Splenin,
das sich in nur vier Aminosaureresten von Thymopoietin aus
dem Thymus des Menschen unterscheidet. Beide Polypep-
tide enthalten jeweils 49 ‘Aminosaure und zeigen immunmo-
dulatorische Wirkung. Fetsch und Maurer (1987) isolierten
aus der Kiilbermilz ein Chalon mit Granulopoiese-inhibitori-
scher Aktivitit. Suzuki et al. (1988) berichteten von der Dar-
stellung cines Faktors aus der Rattenmilz, der dic Prolifera-
tion der Hepatozyten stimuliert.

Gegenwirtig konzentrieren sich dic Bemithungen verschie-
dener Arbeitsgruppen auf den Nachweis von Milzfaktoren,
die das Zellwachstum stimulierend oder inhibierend beein-
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flussen. Anhand des Energiestoffwechsels von Tumorzellen
wurde in unserer Arbeitsgruppe eine erste Charakterisie-
rung der Wirkung einer Fraktion (siche den Beitrag von
Dittrich W. et al. in diesem Band) aus der Schweinemilz vor-
genommen.

Zur Untersuchung des Einflusses der Milzfraktion auf den
Energiestoffwechsel von Tumorzellen wurden die Schliissel-
enzyme der Glykolyse und die Na/K-ATPase von SV40-3T3-
und Yac-Zellen untersucht. Diese beiden Zellinien wurden
jeweils in DMEM und RPMI 1640 Medium mit oder ohne
Milzfraktion (200 tig/ml) 2 bzw. 3 Tage lang kultiviert. Die
Medien enthielten 10 % fotales Kilberserum.

Abbildung 1 zeigt die Aktivititen der Phosphofructokinase
und Hexokinase von SV40-3T3-Zellen nach der Behandlung
mit der Milzfraktion. Im Vergleich zur Kontrolle wurden die
Aktivititen dieser beiden Enzyme um iiber 30 % erhoht.
Eine ahnliche Anderung der Aktivititen von Pyruvat-Kinase
und Na/K-ATPase nach der Behandlung mit der Milzfrak-
tion konnte auch bei Yac-Zellen festgestellt werden
(Abb. 2).

Im Licht dieser Ergebnisse wird deutlich, daB alle hier un-
tersuchten glykolytischen Enzyme sich unter dem EinfluB
von der Milzfraktion etwa synchron verhalten haben. Ein
solches synchrones Verhalten der glykolytischen Enzyme
kann auch in der Leber beobachtet werden: durch Insulin
kann ecine dosisabhingige Steigerung der Enzymaktivitaten
erreicht werden, wihrend die Synthese der Schliisselenzyme
der Gluconeogenese unterdriickt wird. Durch Versuche mit
hungernden Tieren konnten weitere Hinweise auf ein syn-
chrones Verhalten dieser Enzyme gefunden werden. Eine
Generalisierung dieses Verhaltens auch fiir andere Gewebe-
typen ist postuliert worden (Weber et al., 1966).

Sowohl fiisr Gewebe humanen Ursprungs, als auch fiir solche
von Nagern ist etabliert, da8 die PFK-AKktivitit bei prolife-
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rierenden Zellen erhoht ist (Vora et al. 1985; Meienhofer et
al. 1983). Meienhofer et al. (1983) fanden eine Erhohung der
PFK-Aktivitat in exponenticll wachsenden menschlichen Fi-
broblasten um das 7-8fache im Vergleich zu ruhenden Zel-
len. Dariiber hinaus ist die Aktivitit in allen malignen Zellen
lymphoiden, myeloiden, erythroiden und fibroblastischen
Ursprungs um ein mehrfaches der Aktivitit der normalen
Vergleichszellen erhoht. Die hochsten Aktivititen wurden in
schnell replizierenden HeLa- und KB-Zellen gefunden

(Vora et al., 1985).

Die aus der unbebandelten Kultur (Kontrolle) gewonnene
Pyruvat-Kinase wurde stirker durch Fructose-1,6-diphosphat
(FDP) aktiviert als die aus der mit Milzfraktion behandelten
Kultur (Abb. 3), wihrend die Pyruvat-Kinase der Kontrolle
weniger stark durch L-Alanin gechemmt wurde (Abb. 4).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB das Isoenzym-Mu-
ster vom L-Typ zum M, -Typ verschoben wird (Tab. 1). Eine
erhohte spezifische Aktivitit der Pyruvat-Kinase und eine
Verschiebung des Isoenzym-Musters zugunsten des M,-Typs
zugleich deuten im allgemeinen auf eine neoplastische Ver-
dnderung der Zellen. Verhagen et al. (1985) fanden eine Er-
hohung der Pyruvat-Kinase-Aktivitit in den Schilddrii-
senkarzinomen des Menschen um das 6-7fache im Vergleich
zu den normalen Schilddriisen.

Na*/K*-ATPasen sind in der Zellmembran lokalisiert. Sie
fordern die Na*-Tonen aus der Zelle und K*-Ionen in die
Zelle. Bei der Hydrolyse eines ATP-Molekiils werden 3 Na*
nach auBen und 2 K* nach innen gepumpt (Skou, 1988). So
wird ein elektrochemischer Gradient der Kationen geschaf-
fen. Es gibt Hinweise, daB8 die Na/K-ATPase im engen Zu-
sammenhang mit der Glykolyse steht, indem sie das glykoly-
tisch entstandene ATP verbraucht und ADP erneut bereit-
stellt. Racker konnte zeigen, daB Ouabain, ein spezifischer
Inhibitor fiir Na/K-ATPase, die Glykolyserate bei manchen
Tumoren um 50 % reduziert (Racker et al., 1983).
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Die Na/K-ATPase-Aktivitit wurde durch die Milzfraktion
ebenfalls erhoht (Abb. 2). Das bedeutet einen intensiveren
Energiestoffwechsel in der Zelle.

Die Verinderung der Aktivititen der glykolytischen Enzyme
entsprechen den Voraussetzungen des von Weber (1977a; b)
entwickelten Konzepts der molekularen Korrelation. Dieses
Konzept besagt, daB die biochemische Strategie des Genoms
einer neoplastischen Zelle durch die Aufklirung des Expres-
sionsmusters von Schliisselenzymen erkannt werden kann,
also ihrer Aktivitit, Konzentration und Isoenzymverteilung
sowie deren Zusammenhang mit der neoplastischen Trans-
formation und Progression. Das maligne Programm kann
nach dem Konzept Webers in verschieden starker Weise ex-
primiert werden. Diese gestaffelte Expression des neoplasti-
schen Programms in einem Spektrum von Neoplasmen in
einem bestimmten Zelltyp wird als Progression bezeichnet.
Parallel mit der gestaffelten Malignitat von verschiedenen
Tumorlinien desselben Zelltyps sollen die Aktivititen und
Konzentrationen verschiedener Enzyme zunehmen, wihrend
diejenigen Enzyme, dic die umgekehrte Reaktion katalysie-
ren, abnehmen. Alle Tumorlinien haben dariiber hinaus ein
gemeinsames Programm, das durch die Transformation er-
zeugt und vererbbar ist. Verinderungen des Enzymmusters,
die alle Tumorlinien betreffen, stellen Marker der Transfor-
mation dar.

Zur Abschitzung der Verinderung des Protein- und DNA-
Stoffwechsels der Zellen durch die Milzfraktion wurde die
Protein/DNA-Relation bestimmt. Gemessen wurde die ab-
solute Menge von Protein und DNA von Yac-Zellen. Eine
deutliche Zunahme des Proteingehaltes (p<0.024) und eine
geringe Abnahme des DNA-Gehaltes (p<0.138) konnte fest-
gestellt werden (Abb. 5).

Die Umwandlung vom proliferierenden zum nicht proliferie-
renden Zustand fiihrt die Zelle zu einer Umstellung der Pro-
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teinbiosytheserate und der Degrationsrate des Proteins.
Papadopoulos und Pfeifer (1987) demonstrierten, daB weni-
ger Proteine in den wachstumsgehemmten 3T3-Zellen sythe-
tisiert werden als in den proliferierenden. Ferner werden
auch mehr Proteine in den wachstumsgehemmten 3T3-Zel-
len abgebaut.

All diese Ergebnisse deuten auf einen stimulierenden Me-
chanismus bzw. auf einen stimulicrenden Faktor. Ob dieser
das einzig wirkende Agens in der Milzfraktion ist und wie
der Wirkungsmechanismus ist, bleibt weiteren Untersuchun-
gen vorbehalten.

Die Arbeiten wurden unterstiitzt durch das Bundesministe-
rium fiar Forschung und Technologie, Nr. 031 7056A.
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Tabelle 1: Vergleich der allgemeinen Eigenschaften von
Pyruvat-Kinasen (unter Verwendung einzelner
Daten von Hall und Cottam, 1978; Noguchi,

1988).
Isoenzyme L R M1 M2
Mol. Gewicht (kDa) 193-26 200-240  212-250 190-250
S-Konstante 9.4-10.0 7.8 9.2-104 9.3-108
Untereinheiten 4 4 4 4
Mol. Gewicht der 50-62 59-62 53-63 50-62
Untereinheiten (kDa)
Km fiir PEP (mM) 03-096 05-14 0.04-009 02-04
Hill-Koeffizient 1.6-29 1.2-16 1.0 13-15
Kinet. Kurve sigmoid  sigmoid  hyperbol. sigmoid
Aktivieren durch FDP, ja ja nein ja
Ka (mM) (0.06-0.1) (0.04-0.06) (0.1-04)
Km fiir ADP (mM) 0.1-04 0.4-0.6 0304 0.2-04
Iys fiir ATP (mM) 0.1-0.153.0-3.7 25 0.5
Inhibieren durch L-Ala, ja ja nein ja
'0 s (mM) (1.0-10) (0.6)
cAMP abhingig ja ja nein nein
pH Optimum ohne FDP 6.5 7115
mit FDP 68-70 7178
pl ohne FDP 5863 71 8.5-8.9 5683
mit FDP 5.2-5.3 8589 6.7
N-Terminus blockiert blockiert  blockiert
Immun. Charakter *:
Anti-Typ-L + + - -
Anti-Typ-R + + - -
Anti-'l’yp-Ml - - + +
Anti-Typ-Mz - - + +

* "4 bedeutet cine Antigen-Antikorper-Reaktion, und "-" bedeutet keine
Antigen-AntikSrper-Reaktion.
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Abb. 1.

Aktivititen der Phosphofructokinase und Hexok.inase von
SV40-3T3-Zellen nach der Behandlung mit der Milzfraktion
(200 pg/ml). A: PFK; B: HK
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Abb. 2:

Aktivititen der Pyruvat-Kinase und Na/K-A:I'Pasc von Yac-
Zellen nach der Behandlung mit der Milzfraktion (200
ug/ml). A: Pyruvat-Kinase; B: Na/K-ATPase

ENERGIESTOFFWECHSEL 59

x 30

2

= T

ey

S

=z 2%0 4

& 0. |

e

c

2 230 -

e

a A B
200

&
&
w

Aktivierung der Pyruvat-Kinase-Aktivitit von Yac-Zellen
durch 2.5 mM F-1 16-P,. A: unbehandelte Zellen + FDP; B:
mit der Milzfraktion behandelte Zellen + FDP. “Kontrolle
bedeutet hier die jeweilige Enzymaktivitiit ohne FDP.,

8

5

¢

8

PrO{gnt der Kontrolle*®

0
Abb. 4:

Hemmung der Pyruvat-Kinase-Aktivitit von Yac-Zellen
durch 2.5 mM L-Alanin. A: unbehandelte Zellen + L-Ala-
nin; B: mit der Milzfraktion behandelte Zellen + L-Alanin.
"Kontrolle bedeutet hier die jeweilige Enzymaktivitiat ohne
L-Alanin,
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Protein- und DNA-Gehalt von mit der Milzfraktion behan-
delten Yac-Zellen. A: Proteingehalt; B: DNA-Gehalt; C:
Protein/ DNA-Relation
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HELA ROTHE, AXEL WILLIG, PETER P. JAROS

Polyamine als Wachstumsmodulatoren - in vitro Unter-
suchungen .

Kapitel 1

Das Polyamin Spermin wurde erstmals 1678 von Lewen-
hoeck beschrieben. Er erwihnte die Existenz von Kristallen
in der Samen- und anderen Korperfliissigkeiten des Men-
schen. Schreiner (1878) erkannte die beschriebenen Kristalle
als Phosphat einer organischen Base, das Sperminphosphat.
Das Vorkommen von Spermin in hohen Konzentrationen in
der Samenfliissigkeit und seine erste Isolierung aus dieser
gaben ihm seinen Namen (Ladenburg und Abel, 1888). Zwi-
schen 1923 und 1927 wurde von Dudley, Rosenheim, Rosen-
heim und Wrede die chemische Struktur von Spermin aufge-
klart. Gleichzeitig wurde es moglich die Substanz zu synthe-
sieren. Spermidin wurde erstmals aus Ochsenpankreas iso-
liert und seine postulierte Struktur durch Vergleich mit der
bereits vorhandenen synthetischen Substanz bestitigt (Dud-
ley et al., 1927). Die zwei anderen Polyamine Putrescin und
Cadaverin fanden als Abbauprodukte von Bakterien in sich
zersetzenden organischen Materialien Erwihnung, Thre
Struktur wurde wie beim Spermidin durch den Vergleich mit
den synthetischen Diaminen etabliert (Ladenburg, 1886;
Udransky und Baumann, 1888).

Ausgangssubstanz fiir die Biosynthese der Polyamine ist die
Aminosiure Arginin. Mit Hilfe der Arginase wird aus dieser
Substanz die Aminosdure Ornithin gebildet. Unter Katalyse
der Ornithin-Decarboxylase (ODC) entsteht als erstes Poly-
amin Putrescin. Die Synthese von Spermidin und Spermin
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erfolgt durch die Anlagerung weiterer Aminogruppen (Ami-
nopropyltransfer) unter Beteiligung einer Synthase. Als
Aminopropyldonor fungiert decarboxyliertes S-Adenosyl-
methionin. Den Enzymen S-Adenosyl-methionin-Decarboxy-
lase (SAMDC) und der ODC kommen somit die Funktionen
von Schliisselenzymen in der Biosynthese zu ( Abb.1). !
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Succinylsemialdehyd. Die acetylierten Polyamine, Spermin-
saure und Putreanin werden iiber das BlutgefaBsystem in die
Nieren transportiert und mit dem Urin ausgeschieden (Sei-
ler et al. , 1981). !
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Polyamine sind ubiquitir in Bakterien, Bakteriophagen,
Pflanzen und tierischen Geweben unter anderem als Wachs-
tumsfaktoren vorhanden. Als Nachweismethoden finden hier
die Diinnschichtchromatographie, die Hochdruck-Flissig-
keitschromatographie (HPLC) mit Vor- und Nachsaulen-
derivatisierungen mit bekannten Aminosiure-Derivatisie-
rungsmethoden, die Gaschromatographie und Enzymassays

———7—
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Anwendung. Fiir Bakterien gilt, da8 grampositive Organis-
men Polyamine in niedrigen Konzentrationen enthalten,
gramnegative Organismen in hohen Konzentrationen. Der
intrazellulire Gehalt ist von den Kulturbedingungen und
dem zelluliren Status abhingig (Tabor und Tabor, 1964). Es
werden sowohl wachstumshemmende als auch wachstumssti-
mulierende Effckte der Polyamine auf Baktericakulturem
beschrieben (Grossowicz et al,, 1955; Razin et al, 1958;
Tabor und Tabor, 1976; Tabor und Tabor, 1984). Diese
antagonistische Wirkung beruht auf den unterschiedlichen
stoffwechselphysiologischen Leistungen der Polyamine in
verschiedenen zellzyklischen Situationen. Tabor und Tabor
(1964) erwihnen eine starke Proliferationshemmung in Bak-
terienkulturen, die unter Verwendung von 1,4-Diaminobu-
tan, inorganischen Kationen, Nucleinsiuren, Mononucleoti-
den, Lecithin und basischen Aminosauren aufzuheben ist.

Auch fiir Vertebraten und somit fiir den Menschen sind Po-
lyamine fiir das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung
essenticll. Russell (1983) zeigte an Herzmuskelzellen nach
getrennter Stimulation der DNA- und RNA-Synthese, dafl
dic Polyaminsynthese mit der RNA-Synthese korreliert.
Gleichzeitig wird die Proteinbiosynthese stimuliert. Der
hierbei zugrunde liegende Wirkmechanismus ist noch unge-
klart,

Es zeigt sich ein mit dem Lebensverlauf abnehmender Ge-
halt, der auf einer verminderten Zellteilung und Zelldiffe-
renzierung beruht. Die Polyamingehalte verschiedener hu-
maner und tierischer Gewebe sind in den Tabellen 1 und 2
angegeben. Die humanen Plasmawerte liegen bei 0,30
nmol/ml Blut, die Serumwerte bei 0,60 nmol/ml Blut (Rus-
sell, 1983). Von den zahlreichen Funktionen der Polyamine
im Blut sei ihre Wirkung auf die Gerinnung heparinisierten
Blutes hervorzuheben : a.) Spermin verkiirzt die Koagulati-
onszeit von heparinisiertem Blut; b.) Spermin verlangert die
Koagulationszeit von nicht heparinisiertem Blut. Die bioche-
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mischen Wechselwirkungen zwischen Polyaminen und
Heparin sind bisher noch ungeklart (Tabor und Rosenthal,
1956).

In vitro zeigen Polyamine stabilisierende Effekte auf ver-
schiedene zellulire und subzellulire Komponenten und auf
Nucleinsiuren. Diese Tatsache 148t sich durch die kationi-
sche Natur der Substanzen und durch ihre hohe Affinitat fir
zellulire Anionen erkliren. Einige Effekte der Polyamine
konnen mit denen erhohter Ca- und Mg-Werte verglichen
werden. Magnesium und Polyamine bewirken an der Mito-
chondrienmembran eine Stabilisierung durch Neutralisie-
rung der Mitochondrienoberfliche durch Bindung der Poly-
amine mit den Phospholipiden. Die Membran wird imper-
meabel und widerstandsfihiger gegen erhohte mechanische
Beanspruchung (Tabor und Tabor, 1964). Die Stabilisierung
von Nucleinsduren basiert auf einer Komplexbildung zwi-
schen den basischen Aminogruppen der Polyamine und den
sauren Phosphatgruppen der Nucleinsiuren. Die damit ein-
hergehende Neutralisicrung der Phosphatpen bewirkt einen
Nettoanstieg der Anzichungskrifte (van der Waals, Wasser-
stoffbriicken-bindungen) und so eine Verstirkung der Se-
kundirstrukturen wie zB. DNA-Doppelhelix. Diese Effekte
sind denen von Histonen, Protaminen und Polylysinen dhn-
lich (Tabor und Tabor, 1964).

Neben den stabilisierenden Effekten auf zellulire Kompo-
nenten fungieren die Polyamine Spermin, Spermidin und
Putrescin als Wachstumsfaktoren in verschiedenen Euka-
ryoten-Zellkulturen. Bei einer Zellinie von chinesischen
Hamstern in definiertem Medium konnen sie Fetuin , Linol-
siure und Serumalbumin ersetzen (Ham, 1964). Ausser in
ihrer Funktion als Wachstumsfaktoren beeinflussen Poly-
amine auch andere biochemische Stoffwechselprozesse. So
konnen sie in vitro einerseits einen Antihistamin-Effekt her-
vorrufen (Adams und Newberry, 1961; Jadassohn et al,
1944; Kovacs und Juhasz, 1952) andererseits auch als Hista-
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min-Releaser auftreten (Amann und Werle, 1956) oder die
Effekte von exogem Histamin verstirken (Parot, 1948).

Von besonderem Interesse erscheint die Tatsache, daB em-
bryonales Gewebe einen hoheren Polyamingehalt als adultes
Gewebe aufweist. Russell (1983) fand, da embryonale Ge-
webe einen erhohten Polyaminlevel haben. Es zeigt sich, da
auch prolifericrende Gewebe in adulten Organismen und
Tumorgeweben erhohte Polyamingehalte und eine erhShte
ODC-Aktivitit aufweisen (Pegg und McCann, 1988). Den
Polyaminen kommt also auch in der Tumorbiologie eine be-
sondere Bedeutung zu. So zeigen sich bei Tumorpatienten
im Blut erhohte Polyaminwerte (Tab.3) und sie scheiden
vermehrt Polyamine mit dem Urin aus (Tab.4). Dieses wird
von einigen Arbeitsgruppen in der Diagnostik zur Frither-
kennung maligner Zell-/Gewebeformationen genutzt (Rus-
sell et al., 1971; Gehrke et al., 1974; Fleisher und Russell,
1975).

In der Therapie finden mit Difluoromethylornithin (DFMO)
und Methyl-glyoxal-bis-guanylhydrazon (MBGB) Substan-
zen Anwendung, die die Schliisselenzyme ODC und
SAMDC irreversibel hemmen (Manni et al., 1989; Hibasami
et al., 1989). Pegg et al. (1989) zeigten, daB bis-ethyl-Deri-
vate von Spermin und Spermidin die ODC und die SAMDC
iiber eine Aktivititsminderung und iiber eine Verminderung
des Enzymproteins hemmen. Das Spermidin-Strukturanalo-
gon Norspermidin (Abb.4) hemmt in vivo die ODC, nicht
die SAMDC. Ein Antitumoreffekt wird alleine oder in Kom-
bination mit DFMO in Mausen gegen 1210-Leukimiezellen,
3LL-Carcinom- und EL4-Lymphomzellen erzielt. In vitro
zeigt Norspermidin auf HeLa-Zellen cine antiproliferative
Wirkung, obwobhl in vitro die ODC nicht gchemmt wird. Der
Effekt beruht auf einer Arretierung der Zellen in der Mitose
(Sunkara et al., 1988). Die bisherigen Befunde sprechen fiir
eine Nutzung von Polyaminanaloga als Antitumoragentien,
fir ihre Verwendung als Medikamente miissen sie jedoch
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wegen unerwiinschter Nebenwirkungen modifiziert und ver-
bessert werden (Porter und Bergeron, 1988).
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Die zentrale Rolle der Milz im immunbiologischen Gesche-
hen (siche Beitrag P.PJaros und W. Dittrich in diesem
Band) und die Tatsache, da die Milz einen relativ hohen
Gehalt an Polyaminen aufweist, 1aBt es als notwendig er-
scheinen, die Wechselwirkung von Zellwachstum und Poly-
aminkonzentrationen in Milzextrakten in vitro zu untersu-
chen. Im Milzextrakt M1 (Herstellung siche Beitrag Dittrich
et al. in diesem Band; FPLC-Profil siche Abb. 5) wurde der
Gehalt der Polyamine quantifiziert. Mittels Vorsaulenderiva-
tisierung mit Dansylchlorid lieBen sich Spermin, Spermidin,
N1-Acetylspermin, N1-Acetylspermidin, N8-Acetylspermid
in und N1-Acetylputrescin nachweisen (Tabelle 5). lhre
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Identifizierung erfolgte iiber die Bestimmung der Elutions-
zeiten interner Standards (Abb.6). Der Gesamtanteil von
Polyaminen im M1-Extrakt belauft sich auf ca. 16 %. Diese
relativ hohe Konzentration bewirkt in vitro unter Verwen-
dung von foetalem Kilberserum (FCS) einen cytotoxischen
Effekt, der auf die Anwesenheit von Aminoxidasen zuriick-
zufilhren ist. Diese Enzyme oxidieren Polyamine, wobei
H,0, entsteht (Seiler et al., 1981; Casero et al., 1989). Das
Peroxid ist der Triger des cytotoxischen Effekts. Wird statt
FCS das Aminoxidase-freic Pferdeserum verwendet, ist
ebensowenig eine Proliferationhemmung zu beobachten wie
bei Verwendung des Aminoxidase-Inhibitors Aminoguanidin
(Abb.7). Der Hzoz generierende cytotoxische ProzeB
kommt bei den relativ geringen Polyaminkonzentrationen,
die sich im FCS befinden bzw. essentieller Bestandteil her-
kommlicher Zellkulturmedien (z.B. RPMI 1640, DMEM)
sind (Ginty und Seidel, 1989), nicht zum Tragen. Eine Erkla-
rung wire, daB die Anwesenheit von polyaminbindenden
Anionen im FCS und/oder die hohe Pyruvatkonzentration
der Kulturmedien als H Oz-Puffer eine "neutralisierende”
Wirkung haben oder dalf die Polyamine im Serum bereits
oxidiert sind und das H,0, durch Peroxidasen entscharft
wurde.
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Kapitel 2

Um festzustellen, ob und in welchem AusmaB Spermin

u unter verschiedenen Bedmgungen von Yac-1-Zellen aufge-

nommen wird, wurde 4C-Spermm den Zellen in Anwesen-

heit von FCS und Pferdeserum im Inkubationsmedium ange-

boten. Innerhalb von 60 Minuten nchmen die Zellen in

Anwesenheit von foetalem Kilberserum und Pferdeserum

ca. 0,2 attomol (= 2 x 10" mol) pro Zelle auf. Eine Priin-

kubation mit Polyaminen in derselben Zusammcnsctzung

wie in M1 verhindert die Aufnahme von C-Spermm in die

Zellen fast vollstindig. Diese Wirkung konnte dadurch

o erklirt werden, daB durch die Vorinkubation mit dem Poly-

ZELLZAHL (% amingemisch die Zellen bereits ihre Kapazitit fiir die Auf-

nahme exogener Polyamine erschopft baben und deshalb das

markierte Spermin nicht mehr aufnehmen kénnen. Dieser

Hemmeffekt tritt bei der Zugabe von M1 zum Inkubations-

medium trotz des hohen Polyamingehaltes nicht auf (Abb.8).

In dem Milzextrakt liegen die Polyamine vermutlich an Pro-

teine oder andere Bestandteile des Extraktes gebunden vor.

80 - ‘} —h Dadurch sind sie fiirr die Zellen nicht frei verfiigbar. Es ist

—}- wahrscheinlich, daB8 die "geblockten” Polyamine in Mi

604 _I_ i zunichst durch im Medium vorhandene Substanzen verfiig-

bar gemacht werden miissen. Erst dann kénnen sie von den

Zellen aufgenommen werden. Dieser ProzeB8 scheint einen

40+ lingeren Zeitraum als 60 Minuten in Anspruch zu nehmen.

P Yac-1-Zellen, die mit M1 priinkubiert wurden, nehmen Po-

lyamine unvermindert auf. Diese Versuchsergebnisse lassen

sich mit den Befunden von Toninello et al. (1988) und

™ Marsh et al. (1988) vergleichen. Rattenlebcrmltochondnen

B ¢C D E F G H I zeigen eine lineare Aufnahme von bis zu 50-60 nmol *C-

Spermidin pro mg Zellprotein innerhalb von 20-30 min.

Abb. 7 Exogenes Acetat (20 mM) verlangsamt und minimiert die

‘ Aufnahme von C-Spermldm (Toninello et al., 1988), Lipo-
polysaccharide (LPS) hingegen stimulieren die Aufnahme—
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exogener Polyamine (Marsh et al., 1988). In humanen Milz-
zelikulturen wird die Aufnahme exogener Polyamine durch
Hexamethylenbisacetamid (HMBA), ecinen spezifischen
Inhibitor der B-Lymphocyten-Aktivierung, gechemmt (Marsh
et al., 1988).
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Abb. 8

Trotz des Vorliegens zahlreicher Befunde und einer zuneh-
mend intensiveren Forschung auf dem Gebiet des Polyamin-
stoffwechsels, stehen doch viele Ergebnisse noch isoliert und
lassen sich nicht in ein dbergreifendes Konzept integrieren
(Zappia und Pegg, 1988). Die unbestrittene Bedeutung der
Polyamine fiir die zelluldre Regulation 148t sich unter ande-
rem an folgenden Sachverhalten zeigen. Calmodulin und
andere Ca-bindende Proteine steuern das Zellwachstum und
die Zelldifferenzierung (siche Beitrag R. Michael in diesem
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Band). Spermin, Spermidin und Putrescin inhibieren in vitro
die Ca-Pumpe durch Stimulation der Phospholipase und
Calmodulin (Missiaen et al., 1989) und modulieren die Ca-
Aufnahme in Mitochondrien (Khan et al., 1989a; Khan et al.,
1989b) sowie den Calmodulinstoffwechsel (Jensen et al,
1989a; Jensen et al., 1989b).

Polyamine regulieren in verschiedener Art und Weise die
Enzyme ODC und SAMDC. 0,1 mM Spermin hemmt in
Tumorzellen die SAMDC (Stoschek et al., 1982) iiber eine
Inhibition der DNA-Transkription zu SAMDC-mRNA und
iiber eine Hemmung der Translation der SAMDC-mRNA
(Persson et al, 1988). Spermidin inhibiert ebenfalls die
Translation der ODC- und der SAMDC-mRNA sowie die
Transkription der SAMDC-mRNA. Gleichzeitig stimuliert
es Antizym, einen Proteinmodulator der ODC-Synthese.
Auch Putrescin regt die Antizym-Aktivitit an und hemmt die
ODC Translation. Die SAMDC-Synthese aus einem 37kDa
Proenzym und die Decarboxylicrung von S-Adenosylme-
thionin (SAM) wird durch Putrescin stimuliert (Persson et
al,, 1988). Spermidin stellt ein Zwischenprodukt in der Syn-
these von Hypusin dar, das als posttranslationale Modifika-
tion eines Eucaryoten-Translationsinitiationsfaktors gebildet
wird (Pegg und McCann, 1988). Exogenes Putrescin beein-
fluBt in vitro in Epithelialzellen (IEC-6) die DNA-, RNA-
und Proteinbiosynthese. Die Putrescin Synthese und/oder
Transport wihrend der Proliferation der Zellen stimuliert
die o.g. Prozesse (Ginty et al, 1989). In vivo inhibieren
Histamin und Serotonin bei Ehrlich-Ascites-Tumoren die
ODC-Induktion bis zu 91 % (Mates et a 1., 1989). Auch zwi-
schen der Induktion neoplastischen Wachstums durch den
epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) und der ODC-Aktivi-
tit besteht ein enger Zusammenhang (Gawel-Thompson
und Greene, 1989). Mit EGF behandelte embryonale
mesenchymale Zellen der Maus zeigen eine erhdhte ODC-
Aktivitit und eine Stimulation des Putrescin-Transportme-
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chanismus. Der ODC-Inhibitor DFMO reduziert in vitro
den intrazelluliren Putrescin- und Spermidin-Level bei
LLC-PK1 renalen Epithelial-Zellen. Nach Zugabe von
exogenem Putrescin wurde die DNA-Synthese ecingeleitet
und als Folge die Mitose. Durch die Vorbehandlung mit
DFMO wurde dic Aufnahmekapazitit der Zellen fiir
Putrescin gesteigert. Die Putrescin-Aufnahme iiber Na-
abhéngige und -unabhingige Transportmechanismen wurde
durch MBGB, Spermin und Spermidin gechemmt (DeSmet et
al., 1989). Eine Induktion von cytotoxischen T-Lymphocyten
d}lrch DFMO in vivo und in vitro ist moglich, wodurch auch
die Beeinflussung des Immunsystems durch Polyamine
und/oder ihre Syntheschemmer an Bedeutung gewinnt
@owh et al, 1989). Das Methylglyoxal-bis-(cyclopentyla-
midinohydrazon) (MGBCP) hemmt die SAMDC und die
Spermidin-Synthase. Dadurch wird in vitro das Wachstum
von Humanleukimie-Zellen inhibiert. Dabei zu beobach-
te:nde Verinderungen sind abgesenkte intrazellulire Spermi-
din- und Spermin-Level, sowie eine unterdriickte Proteinbio-
synthese. Die DNA- und RNA-Synthese wurde nicht beein-
fluBt. In vivo wurden bei Mausen mit implantierten P388-
Leukamie-Ascites-Zellen durch MGBCPAdministration das
intrazellulire Spermin und Spermidin minimiert und die
Uberlebenszeit verlingert (Hibasami et al., 1989). Der Sper-
midin-Synthase-Inhibitor ~ S-Adenosyl-1,8-diamino-3-thio-
octan (SADATO) bewirkt bei Ehrlich-Ascites-Tumorzellen
in vitro einen Abfall des intrazelluliren Spermidin-Gehaltes
und eine Akkumulation von Spermin und Putrescin. Das
Enzym hat keinen Effekt auf die SAMDC und auf die ODC.
Ein Abfall des intrazelluliren Spermin-Gehaltes und eine
Akkumulation von Spermidin wird durch cinen Spermin-
Synthase-Inhibitor erzielt. Wiederum bleibt die ODC-Aktivi-
tét unbeeinfluBt, woraus zu schlieBen wire, daB die Regula-
tipn der ODC und der SAMDC nicht als eine Funktion der
Polyaminstruktur zu sehen ist, sondern vielmehr die Biosyn-
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these der Polyamine ein Feedback-regulierter ProzeB auf
verschiedenen Ebenen ist (Holm et al., 1989) Die 1“C-Sper-
min-Inkorporation in humane Lymphocyten ist ein pH-
Wert-, Zeit- und Konzentrationsabhéngiger ProzeB (Fasulo
et al,, 1988). Des weiteren werden die Lactatbildungsrate
und der Glucose-Metabolismus durch exogene Polyamine
gehemmt. Die Polyamine vermitteln in Fettzellen einen insu-
lin-ahnlichen Effekt durch das bei der Oxidation gebildete
H,0,. Katalase hebt diesen Effekt auf (Fasulo et al., 1988).
Auch in Ratten-Enterocyten ist die Spermidin-Aufnahme in
vitro ein sittigungs- und temperatur-abhingiger ProzeB, der
durch 1 mM KCN und durch 1 mM Ouabain inhibiert
werden kann. Weitere Untersuchungen ergaben, daB fir die
Spermidin und fiir die Putrescin-Aufnahme unterschiedliche
Carrier vorhanden sind. Im Gegensatz zu der Putrescin-Auf-
nahme ist die Spermidin-Aufnahme nicht abhéan-gig von
einem Na-Cotransport, sondern von dem elektrophysiologi-
schen Gradienten, beeinfluft durch die Na-K-ATPase
(Kumagai et al., 1989). Die Acetylierung von Polyaminen ist
in der Synthese und der Degradation der Stoffe der limitie-
rende Schritt. Ein UberschuB an Polyaminen und einer Viel-
zahl zellzerstdrender Substanzen induzieren die Aktivitit der
Polyaminacetylase. Sie stimulieren das Enzym, das den
Abbau der Polyamine einleitet (Pegg und McCann, 1988).
Acetylierte Polyamine treten in normalen Zellen in niedri-
gen, oftmals nicht detektierbaren Konzentrationen auf (Wal-
lace et al., 1988) . In malignen Zellen wurden jedoch hohe
Konzentrationen beobachtet, wie zum Beispiel bei
Mammakarzinomen (Kingsnorth und Wallace, 1985) oder
colorectalen Karzinomen (Takenoshita et al., 1984). Es gibt
andererseits auch Hinweise darauf, daB acetylierte Poly-
amine die ODC in einem negativen feed-back-Mechanismus
hemmen (Marsh et al, 1988). Die Differenzierung von
Fibroblasten zu Adipocyten wird durch einen erhohten Poly-
aminlevel gestartet, wohingegen bei Maus-Embryonalcarci-
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nom-Zellen ¢in reduzierter Polyaminlevel die Differenzie-
rung einleitet (Pegg und McCann, 1988).

Die Vielzahl der o.g. Effekte der Polyamine auf zellbiologi-
sche Prozesse stellt sich mitunter als widerspriichlich dar
und ist aufgrund der Unvollstindigkeit der gesamten durch
Polyamine beeinfulten Zellprozesse nicht geklirt.

Die Arbeit wurde unterstiitzt durch das Bundesministerium
fiir Forschung und Technologie, Nr. 0317056A.
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Tabelle 1: Polyamingehalt

in verschiecdenen humanen

Geweben.

Organ Spermingehalt in pg/g ww
Prostata 2,40
Knochenmark 0,73
Pankreas 0,55
Thymus 0,30
Leber 0’28
Milz 0,22
Speicheldriise 0,16
Hoden 0,16
Niere g,g
Magen s
Hiar‘; 0,13
Blut 0»10
Herz 0,08
Lunge 0,08
Schilddriise 0,08
Uterus 0,08
Muskel 0,07
Ovar Oa%

modifiziert nach : Tabor und Tabor, 1964
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Tabelle 2: Polyamingehalte in verschiedenen tierischen Tabelle 4: Polyamingehalte im Blut von Tumorpatienten

Geweben . . )

Tumor Putrescin  Spermidin  Spermin

Organ " Maus Ratte Schwein (antol/ml Blor)

Spd Spm Spd Spm Spd Spm

ohne Plasma 0,10 0,13 0,03

Pankreas 1,00 2,80 1,00 8,60 1,40 2,10 Serum 0,23 0,33 0,04

Prostata nd. nd 7,70 5,70 nd. nd. multiples  Plasma 0,70 091 nd.

Leber 140 1,10 1,60 1,20 0,20 0,40 Myelom Serum 0,72 0,89 n.d.

Niere 0,50 0,70 nd. nd 0,30 0,50 solides Plasma 0,14 0,18 0,05

Hoden nd. nd. 0,40 0,50 nd. nd. Karzinom Serum n.d. n.d. nd.

Hirn nd. nd 0,70 0,20 nd. nd. _ . .

Muskel 0,10 0,20 nd. nd. nd. nd. n.d. = Daten licgen nicht vor

Milz nd. nd. 1,15 0,57 nd. nd. modifiziert nach : Russell, 1983

n.d. = Daten liegen nicht vor

Spd = Spermxfim Tabelle §: Quantifizierung der Polyamine im Milzextrakt

Spm = Spermin M1

modifiziert nach : Tabor und Tabor, 1964 .
Abe und Samejima, 1975 Polyamin pg/mg Trockengewicht

Tabelle 3: Polyamingehalte im Urin von Tumorpatienten Spermin 4,84

Spermidin 22,;3
. o : N1-Acetylspermin 16,

Tumor Putrescin  Spermidin (Sl});;nlljz) N1-Acetylspermidin 0,00
N8-Acetylspermidin 110,89
N1-Acetylputrescin 6,19

ohne 0,11 0,12 1,54

Lungenkarzinom 2,90 1,92 2,7

himatol. Karzinom 4,40 3,70 0,80

solides Karzinom 3,70 2,70 0,60

modifiziert nach : Pigulla und Réder, 1978
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RAINER H. MICHAEL, PETER P. JAROS
UND AXEL WILLIG

Die Beteiligung von Calmodulin an der Proliferation normaler
und Tumorzellen unter besonderer Bericksichtigung von
Milzfaktoren

1  Einleitung

Das Calcium-bindende Modulatorprotein Calmodulin
(CaM) wurde Anfang der 70er Jahre von W.Y. Cheung eher
zufillig entdeckt, als er versuchte, die cAMP-Phosphodie-
sterase (PDE) aus Rinderhirn zu reinigen und nach einer
Ionenaustausch-Chromatografie Aktivititsverluste feststell-
te. Durch Zugabe des Homogenats konnte die PDE-Aktivi-
tat wieder hergestellt werden, woraus Cheung folgerte, dal
ein Regulator existieren miiBte, der durch die Chromatogra-
fie von dem Enzym getrennt wurde. Fast gleichzeitig verof-
fentlichten dann Cheung und die Arbeitsgruppe um
Kakiuchi ihre Forschungsergebnisse, die das Vorhandensein
dieses Regulators bewiesen (Cheung, 1970; Kakiuchi u.
Yamazaki, 1970). Nur wenige Jahre spiter gelang es dann
Teo und Mitarbeitern, dieses Aktivatorprotein zu isolieren
und zu reinigen (Teo et al. 1973). Noch im gleichen Jahr
konnte dann gezeigt werden, daB die Aktivierung der cAMP-
PDE Calcium-abhingig ist und der Aktivator Calcium-Ionen
bindet (Teo u. Wang, 1973). Aufgrund dieser Calcium-
abhingigen Modulatoreigenschaften gaben Cheung et al.
(1978) dem Aktivator den Namen Calmodulin. Die nun von
vielen Arbeitsgruppen an unterschiedlichsten Geweben und
Spezies durchgefithrten Untersuchungen iiber das Vorhan-
densein dieses Proteins fithrten zu dem Ergebnis, daB Cal-
modulin ein im Eukaryoten-Reich ubiquitires Protein ist.
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Die daraufhin vorgenommenen Aminosaure-Analysen
belegten dariiber hinaus, daB es ein extrem konservatives
Protein ist (Reviews: Klee u. Vanaman 1982; Van Eldik u.
Watterson, 1985). Aufgrund dieser Ergebnisse deutet sich
schon eine Schliisselposition dieses Molekiils in der zellu-
liren Regulation an. Tatsiichlich ist CaM als Regulator an
einer Vielzahl von zelluliren Prozessen beteiligt, wozu unter
anderem die Wechselwirkungen mit dem second-messenger-
System des cAMP, der EinfluBl auf den Glykogenstoffwech-
sel, die Beteiligang am Aufbau des Cytoskeletts und der
Zellmotilitit (Reviews: Cheung 1980; Means u. Dedman
1980; Cheung 1982; Means et al. 1982b; Klee u. Vanaman
1982; Carafoli u. Penniston 1986) sowie die Regulation der
Mitose und Zellproliferation (Review: Whitfield et al. 1987)
gehoren. Die folgende Zusammenfassung gibt einen Uber-
blick zur Regulation der Zellteilung und Tumorentwicklung,
sowie der Beteiligung von CaM an diesen Prozessen.

2 Der Zell-Zyklus

Die klassische Cytologie unterteilt den Zellzyklus in G,-
Phase, S-Phase (in der die DNA-Synthese erfolgt), G,-Phase
und schlieBlich die M-Phase, in der die Mitose stattfindet.
Nach der M-Phase konnen die Zellen dann entweder wieder
mit einem neuen Zellzyklus in der G,-Phase beginnen, oder
aber in die G-Phase cintreten (Abb. 1). Ausdifferenzierte
und nicht in Teilung befindliche Zellen sind in der soge-
nannten G -Phase. Sie haben den Zellzyklus verlassen, in
den sie aber oftmals durch ein bestimmtes Signal (bspw.
einen Wachstumsfaktor) wieder eintreten konnen. Eine phy-
siologische Regulation der Zellproliferation kann nur in der
G,-Phase erfolgen. Zu einen spiteren Zeitpunkt kann das
Fortschreiten des Zellzyklus nicht mehr unterbrochen wer-
den. Nach Untersuchungen von Whitfield und Mitarbeitern
(1987) 148t sich die G,-Phase ihrerseits in drei Unterstadien
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cinteilen, die als Initiationsphase, Transkriptionsphase und
Translationsphase bezeichnet werden (Abb. 2).

n

(11]

Abb. 1
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Abb. 2

2.1. Die Initiationsphase (G -I)

Stadium I kann als Initiation der Proliferation bezeichnet
werden und dient hauptsichlich der Aktivierung spezifischer
Gene, welche die DNA-Synthese einleiten. Es ist gekenn-
zeichnet durch erhohte cCAMP- und Ca?* -Konzentrationen,
sowic durch einen erhdhten intrazelluliren pH-Wert.
Wachstumsfaktoren vom Typ des Platelet-Derived-Growth-
Factors (PDGF) initiieren dieses Stadium, indem sie ihren
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Rezeptor in der Zellmembran aktivieren, der dann an ein G-
Protein bindet und dadurch die Phospholipase C aktiviert.
Dadurch wird das Membranlipid Phosphatidylinositoldi-
phosphat (PIP,) gespalten in Diacylglzcerin (DG) und Inosi-
toltriphosphat (IP,). IP, &ffnet Ca -Kanile im endoplas-
matischen Retikulum und DG aktiviert die Proteinkinase C,
die u.a. das G,-Protein (Inhibitor-Protein) der Adenmylat-
cyclase durch Ptosphorylierung inaktiviert und dadurch zu
dem erhohten cAMP-Level beitrigt. Zugleich aktiviert sie
auch den Natrium-Protonenaustauscher und erhoht so den
intrazelluliren pH-Wert. Dies fithrt zur Stimulierung der
Protein-Synthese, sowie zu einer AffinititserhShung Ca®*-
bindender Proteine (CaBP). AuBerdem phosphoryliert die
Proteinkinase C diec Histone H2B u. H4 und fithrt so zur
Kondensation des Chromatins. Das Histon H1 wird durch
cAMP-abhiingige Proteinkinasen phosphoryliert. Die Prote-
inkinase C aktiviert auerdem die Topoisomerase II, welche
die Gen-Expression fordert. Durch die Aktivierung von
Methyltransferasen ist auch das durch den Ca®* -Einstrom
aktivierte CaM direkt an der Genregulation beteiligt. Zu den
ersten auf diese Art aktivierten Genen gehoren die Protoon-
kogene c-myc und c-fos, die beide fiir Kernproteine codie-
ren, die DNA-Bindungseigenschaften besitzen. Sie sollen
spezifische DNA-Sequenzen erkennen und weitere Prolife-
rations-Gene aktivieren. So induziert das 58 kDa-Protein des
c-myc-Gens die Expression der Ornithin-Decarboxylase, des
Schliisselenzyms fiir die Polyamin-Synthese (Beitrag v. Ro-
the et al.). Bei Lymphozyten wird das Gen fiir den Interleu-
kin 2-Rezeptor auf diese Art aktiviert. Experimentell kann
durch Erhohung des intrazelluliren Ca2+-Spiegcls mit dem
Tonophor A 23187 die Glykolyse und der intrazellulire pH-
Wert erhoht und c-myc und c-fos bei Lymphozyten aktiviert
werden. Zudem aktiviert der Ca®*-Einstrom den Glucose-
Transporter in der Zellmembran. Eine Aktivierung der Pro-
teinkinase C durch Behandlung mit Phorbolestern (bspw.
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mit dem Tumorpromotor TPA oder DG erhoht cbenfalls die
Glykolyse, den intrazelluliren pH-Wert und aktiviert c-myc
und c-fos. Beide Behandlungen fiir sich alleine wirken aber
nicht mitogen. Dieses erste Signal, z. B. durch PDGF, ver-
mag die Zellen nicht @iber Stadium 1 hinaus zu bringen. Ne-
ben diesen Initiationsfaktoren sind demnach zusatzlich noch
Progressionsfaktoren erforderlich.

2.2. Die Transkriptionsphase (G j-II)

Stadium 11 ist die Phase der RNA-Synthese fiir die in der S-
Phase bendtigten Proteine. Durch Behandlung mit dem
Transkriptionshemmstoff Actinomycin D werden die Zellen
in Stadium II arretiert. Es erfolgt ein erncuter cAMP-Peak
und die cCAMP-Proteinkinasen I + II zeigen erhohte Aktivi-
titen. Die Ca’*-Aufnahme in das endoplasmatische Reti-
kulum ist gesteigert und der intrazellulire pH-Wert sinkt
wieder. Dieses ist auch das Stadium, in dem einige Zellen
wie bspw. BALB/c 3T3 auf die Substratverankerung ange-
wiesen sind. Das Protoonkogen K-ras wird verstérkt tran-
skribiert. Es codiert fiir G-Proteine, die am PIPz-Signal und
an der Adenylat- Cyclase-Aktivitit beteiligt sind.

2.3. Die Translationsphase (G 111, )

Das Hauptcharakteristikum des Stadiums III ist seine Ab-
hangigkeit von der extrazelluliren Ca?* -Konzentration. So
offnet z. B. bei Lymphozyten Interleukin-2 Ca?* -Kanile in
der Zellmembran. Durch das Tonophor A 23187 kann die
Interleukin-2-Wirkung imitiert werden. Durch Ca®*-Entzug
lassen sich daher Zellen in Kultur reversibel in Stadium I
arretieren. Ca’* - Zugabe fihrt dann innerhalb von 15 Mi-
nuten bis zu 2 Stunden zur DNA-Replikation. Die gleiche
Wirkung kann durch Arachidonsaure und ihre Derivate, wie
Prostaglandine erzielt werden, jedoch auch durch Ca®*-
CaM, cAMP, TPA und Saccharin. Die beiden letztgenann-
ten sind Aktivatoren der Proteinkinase C. Man kann dieses
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Stadium als Translationsphase der fiir die DNA-Synthese
erforderlichen Proteine, wie bspw. DNA-Polymerasen und
Histone, bezeichnen. So ist dieses Stadium insensitiv fiir
Actinomycin D, aber sensibel fiir den Translations-Inhibitor
Cycloheximid. Die Zugabe von Ca®* nach Ca’*-Entzug hat
deshalb in Gegenwart von Cycloheximid keinen Effekt. Au-
Berdem konnte in diesem Stadium ein erhohter Transport
von Aminosiuren durch die Plasmamembran festgestelit
werden. Durch den Ca?* -Einstrom wird abermals CaM ak-
tiviert. Durch die Ca®*-CaM stimulierte cAMP-PDE fillt
die cAMP-Konzentration und ebenso die cAMP-Proteinki-
nase-Aktivitit. Das Schliisselenzym fiir die Produktion der
bei der DNA-Synthese erforderlichen Deoxyribonukleotide
ist die Ribonukleotid-Reduktase, die NADPH als Co-Enzym
bendtigt. Ca’*-CaM aktiviert die NAD-Kinase, die das er-
forderliche NADPH liefert. AuBerdem aktiviert es auch die
DNA-Polymerase. Ca?*-CaM-abhingige Phosphatasen akti-
vieren Translations-Initiationsfaktoren und die Aminoacyl-
tRNA-Synthetase. CaM-aktivierbare Proteinkinasen aktivie-
ren das ribosomale S6-Protein. SchlieBlich aktiviert Ca’"-
CaM auch die Myosin-Light-Chain-Kinase und ist so an der
Translokation von Replikationsenzymen vom Syntheseort im
Cytoplasma zum Nukleus beteiligt. Die Ca?*-Abhingigkeit
des Stadiums III kann durch TPA oder K-ras reduziert, je-
doch nicht eliminiert werden, so daB auch hier ein Zusam-
menspiel von Proteinkinase C und CaM zu vermuten ist.

2.4. Die S-Phase

A.uf die S-Phase, in der die DNA-Replikation erfolgt soll
hier nicht niiher eingegangen werden.

2.5. Die GPhase

In der G,-Phase kommt es erneut zu einem Anstieg der
cAMP-Konzentration. Es werden Mitose-Promotor-Fakto-
ren (MPF) translatiert, deren mRNA in Stadium III produ-
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ziert wurde. Sic binden an Chromosomen, fordern deren
Kondensation und den Abbau der Kernmembran.

2.6. Die M-Phase

Die Mitose-Phase ist in besonderem MaSBe von der Ca®*-
Steuerung abh'a’ngig. Sie kann jedoch nicht durch die ex-
trazellutire Ca®*-Konzentration beeinfluft werden. Die
Ca®*-Versorgung erfolgt allein durch intrazellulire Ca®*-
Speicher, bspw. das endoplasmatische Retikulum, das in
Stadium II aufgefiillt wurde. Ein MPF phosphoryliert die Hi-
stone H1 und H3, und induziert die Chromosomen-Konden-
sation. Die Ca®*-vermittelte Phosphorylierung kann durch
den CaM-Inhibitor W7 (ein Naphtalin-Sulfonamid) ver-
hindert werden. Ca-CaM bewirkt die Depolymerisation des
Tubulins am Ende der Spindel-Pole und sorgt so fiir dic Be-
wegung der Chromosomen wihrend der Anaphase. Gegen
Ende der Mitose sorgen Phosphatasen, die Histone dephos-
phorylicren und die MPF’s inaktivieren fisr die Dekondensa-
tion der Chromosomen. SchlieBlich regulicrt Ca-CaM auch
die Cytokinese, indem es die Kontraktion der Akto-Myosin-
Fibrillen reguliert, welche die Einschniirung der Zelle und
dic Aufteilung in zwei Tochterzellen zur Folge hat (Review:
Whitfield et al., 1987).

3 Calmodulin und Krebs

Hauptchrakteristika von krebsartig transformierten Zellen
ist v.a. ihr unkontrolliertes Wachstum und ihre partielle Un-
abhingigkeit von externen Wachstumsfaktoren. Andere
Merkmale sind u.a. der Verlust der Substratverankerung am
Ende der G,-Phase, Veranderungen des Cytoskeletts und
der Glykocalyx. DaB CaM an diesen Prozessen in vielfaltiger
Weise beteiligt ist, wurde bereits ausgefiihrt. Zahlreiche
Hinweise belegen ebenfalls seine Beteiligung an der Trans-
formation (Review: Veigl et al., 1984)
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3.1. Mechanismen der neoplastischen Transformation

Eine Moglichkeit fiir Zellen, die Proliferationskontrolle zu
umgehen, besteht darin, ihre eigenen Wachstumsfaktoren zu
produzieren. Ein Beipiel fiir diese autokrine Stimulation ist
das Produkt des sis-Onkogens, das im Simian Sarcoma Virus
nachgewiesen wurde. Es codiert fiirr einen PDGF-ahalichen
Wachstumsfaktor. Das Protoonkogen c-sis ist in menschli-
chen Osteosarkomen und Glioblastomen aktiviert. Aller-
dings reicht eine persistente autokrine Stimulation allein fiir
eine neoplastische Transformation nicht aus. Es ist eine pra-
neoplastische Verianderung, die die Zellen hindert, in die
nicht proliferative G.-Phase zu gehen. Eine andere Moglich-
keit, wie Zellen sich der Kontrolle durch externe Wachs-
tumssignale entzichen konnen, ist die Produktion von
Rezeptor-Komponenten wie Tyrosin-Proteinkinasen (Tyr-
PK), die ohne regulatorische Ligand-Bindungs-Domine
stindig aktiv sind. Beispicle hierfir sind die Produkte der
Onkogene v-abl (Abelson Murine Leukemia Virus), v-src
(Rous Sarcoma Virus), v-erbB (Avian Erythroblastosis Vi-
rus) und v-fms (Feline Sarcoma Virus). Die Tyr-PK des Pro-
toopkogens c-abl wird von chronischen myeloiden Leuk-
dmiezellen produziert. Die Tyr-PK des v-src ist ein Mem-
b.ranprotein, daB Inositol phosphorylierende Enzyme akti-
viert und moglicherweise auch die Proteinkinase C aktiviert.
Das v-erbB-Gen codiert fiir die Tyr-PK-Domine des EGF-
Rezeptors (Epidermal Growth Factor). Es stimuliert den
PIP,-Abbau, &ffnet Ca?*-Kanile in der Plasmamembran
und stimuliert c-myc. SchlieBlich erniedrigt es die benétigte
Menge an externem Ca®*, die normale Zellen fiir dic G /8-
'I:ransition bendtigen, auf den sehr niedrigen Level, dcrl fitr
vn.cle neoplastische Zellen charakteristisch ist, und initiiert
die DNA-Synthese bei durch Ca’*- Entzug in G-I
blockierten Zellen. Eine dritte Moglichkeit ist die Inscrltion
dauerhaft aktiver GTP-bindender Proteine in die Plasma-
membran. Diesen Weg gehen moglicherweise 20 % aller
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humanen Tumore. Beispiele hierfiir sind Proteine der ras-
Onkogene vom Harvey und Kirsten Murine Sarcoma Virus.
Das K-ras Protein induziert den PIP -Abbau, stimuliert die
Adenylat-Cyclase und reduziert dic a2* -Abhiingigkeit von
BALB/c 3T3- und NRK-Zellen. Das H-ras Protein stimu-
liert mit Progesteron die Oozyten-Reifung bei Xenopus, cin
ProzeB, der erhdhten Ca?* -Influx erfordert. So offnen K-ras
und H-ras auch Ca?*-Kanile in der Zellmembran. AuBer-
dem ist bekannt, daB ras-Proteine bei Saccharomyces cerevi-
siae das Chromosomen-Replikations- und Mitoseprogramm
starten, ohne Riicksicht auf das Nihrstoffangebot. SchlieB-
lich konnen die Zellen auch durch Uberproduktion von c¢-
myc den Proliferations-Status aufrechterhalten. Da c-myc
normalerweise durch Ca?* /PIP,-Signale induziert wird,
fithrt eine konstitutive I"Jberproduftion zum Verlust der Ab-
hingigkeit von mitogenen Signalen wie PDGF u.a. und sen-
sitiviert die Zellen fir Progressionsfaktoren wie EGF, Insu-
lin oder Somatomedin C. Dies geschieht in Maus-Plasmacy-
toma-Zellen, Burkitt’s Lymphom-Zellen, promyelocytischen
Leukimie-Zellen und humanen Bronchial-Carcinomen
durch Translokation oder Amplifikation von c-myc. Eine
zusitzliche zweite Veranderung, wie bspw. ein aktiviertes
oder mutiertes ras-Gen, oder permanent aktivierte ras-Pro-
dukt Ziclgene, die das Chromosomen-Replikations- und
Mitoseprogramm starten, befreien die Zellen endgiltig vom
normalen Kontrollsystem und machen sie endgiiltig neopla-
stisch. Polyoma-Viren transformieren ihre Wirtszellen durch
die Produktion eines 100 kDa grofien T-Antigen genannten
Proteins, das die Zellen dhnlich dem c-myc-Produkt im Pro-
liferationsstatus arretiert und eines 56-58 kDa grofien mittle-
ren T-Antigens, das an die Plasmamembran bindet und den
Transformations-ProzeB abschlieBt durch seine ras-dhnliche
Funktion. Das Avian Leucosis Virus (ALV), das kein Onko-
gen enthilt, inseriert etwas stromaufwirts des c-myc-Gens.
Der virale Promotor steigert dessen Expression. Man fand in
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infizierten Zc}len 30-100fach hohere Konzentrationen des
RNA-Transkriptes (Veigl et al. 1984; Whitfield et al. 1987).

3.2. Die Beteiligung von Calmodulin an der Transformation

Die vielfiltige Beteiligung von CaM an Transformationsvor-
gingen soll im folgenden aufgezeigt werden (Review: Veigl
et al. 1984). Transformierte Zellen haben bis zu 400 % er-
hohte Konzentrationen an Ca>* und CaM (s. Abb. 2, S. 82)
(Hickie et al. 1983). Sie wachsen auch in Medien mit bis zu
100 % reduzierter Ca?* -Konzentration. CaM-Zugabe indu-
ziert die Proliferation in ruhenden Hepatocyten (Hickie et
al,, 1983). Der CaM-Gehalt in Hepatomzellen korreliert mit
zunehmender Wachstumsrate (Wei et al,, 1982). CaM-Inhi-
bitoren hemmen die Proliferation (Hidaka et al., 1981). So
bspw.'. das Naphtalin-Sulfonamid W7 in CHO-K1-Zellen
(Wei et al, 1982). Die CaM-Antagonisten Trifluoperazin
(TFP), W7 und W13 hemmen das Wachstum von humanen
Brustkrebszellen (Hickie et al., 1983). Gulino et al., (1986)
fanden, daB der Wachstum-inhibierende Effekt von Anti-
6st.rogcnen auf humane Brustkrebszellen (MCF-7) gut kor-
rel.lert ist mit ihrer CaM-hemmenden Aktivitit. Die gleiche
V}hrkung hatte W7 auf das Wachstum von implantiertem so-
liden Sarkom-180 in Mausen. Bereits bei einer Dosis von
2 mg/kg/Tag ip. konnte eine Wachstumshemmung von
739 %, sowie eine verlingerte Uberlebenszeit erzielt wer-
den. Bei 10 mg/kg/Tag wurde bei 2 von 10 Mausen eine
komplette Regression des Tumors beobachtet. Das nicht
chlc?rierte Derivat W5, das keine CaM-hemmende Aktivitat
besitzt, hatte bei gleichen Dosen keinen Antitumor-Effekt
(I}o u. Hidaka 1983). Humane Leukimic-Zellen (HL 60)
d.lffercnzicren durch das aktive Vitamin D3 Dihydroxy-Cal-
ciferol zu Monozyten. Dieser Proze$ ist korreliert mit der
Reduktion der CaM-Konzentration, der Inhibition der
DNA-Synthese und einer verminderten Expression von c-
myc und c-myb. Hinzu kommt eine gestiegene Proteinkinase
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C-Aktivitit. So kann auch der PK-C aktivierende Phorbole-
ster TPA die Differenzierung induzieren (Brelvi et al., 1986).
TPA erhoht auch den 2-Deoxyglucose-Transport (Cochet et
al,, 1984). Lektine sind mitogene Stimulatoren fiir Lympho-
zyten. Die Behandlung mit Lektinen erhoht den CaM-Ge-
halt der Zellen, der in Abhingigkeit von der mitogenen Po-
tenz der Lektine zunimmt (Rainteau et al,, 1987). Das Ca’*-
Tonophor A 23187 induziert die Expression von zwei Glu-
cose-regulierten Genen. W7 hat einen antagonistischen Ef-
fekt (Resendez et al., 1986). Tumorzellen haben oftmals ein
verindertes Glykosilierungsmuster. StreBproteine, die die
Protein-Glykosilierung verhindern, werden durch A 23187
induziert (Lee 1987). CaM senkt den Gehalt an Sialinsdure
an der Zelloberfliche und ist an der Expression von
Fibronektin involviert (Coll et al, 1986). Fibronektin ist
beteiligt an der Anheftung von Zellen an ihre Matrix (Kolla-
gen, Fibrin, Heparin usw.) und kommt auf der Oberflache
vieler transformierter Zellen nicht vor. Viele Retroviren ent-
halten CaM oder cin CaM-ahnliches Ca?* -bindendes Pro-
tein. CaM-Antagonisten hemmen die Virus-Infektion beim
Epstein-Barr-Virus, die Virus- Knospung beim Masern-Vi-
rus und die Hamolyse und Zelldiffusion beim Sendai-Virus
(Nemerow u. Cooper, 1984; Lewis et al., 1986). Tumor-
promotoren reduzieren die Affinitat des EGF-Rezeptors fir
EGF. CaM-Antagonisten senken ebenfalls dic EGF-Rezep-
tor-Affinitit (Cochet et al., 1984; Bodine u. Tupper, 1984).
CaM ist ein Substrat der von dem Onkogen src codierten
Proteinkinase, die Tyrosin-spezifisch ist. In nicht trans-
formierten Zellen kommen nur phosphorylierte Serin- und
Threonin-Reste im CaM vor (Nakajo et al., 1986; Fukami et
al,, 1986). Transformierte Zellen haben - wie bereits erwahnt
- ein verindertes Cytoskelett durch Veranderungen des Mi-
krotubuli-Mikrofilament-Netzwerks und zeigen nur noch
verminderte Substratverankerung. Chafouleas und Mitar-
beiter (1980) untersuchten 3T3- und SV40-transformierte
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3T3-Zellen, sowie NRK- und RSV-transformierte NRK-
Zellen auf ihren Gehalt an polymerisierten Mikrotubuli.
Wihrend der Gehalt an Tubulin in den jeweiligen Zelilinien
gleich war, zeigten die transformierten Zellen einen um 50
% verminderten Gehalt an polymerisierten Mikrotubuli. Die
Depolymerisation der Mikrotubuli ist CaM-abhéngig. RSV-
transformierte Zellen besitzen nur noch ein Drittel der Cal-
desmon-Konzentration (Owada et al. 1984). Caldesmon ist
ein Protein, daB in Abhingigkeit von der Ca®*-Konzen-
tration entweder an CaM oder an Aktin bindet, ein Effekt,
der als Flip-Flop-Mechanismus bezeichnet wird. Die Zell-
deformation von Erythrozyten ist abhiingig von der intra-
zelluliren Ca?* -Konzentration (Murakami et al., 1986). Vin-
kulin, ein Protein, das Aktinfilamente mit der Zellmembran
verbindet und fiir die Substratverankerung verantwortlich ist
ist in HeLa-Zellen Ca®* -sensitiv, nicht aber in normalcx;
Muskelzellen (Weeds, 1982). MacManus und Mitarbeiter
beschricben 1982 ein kleines Ca®*-bindendes Modula-
forp.rotein, das CaM in in-vitro-Tests ersetzen konnte. Da es
in vielen Tumorzellen gefunden wurde, anfinglich aber in
normalen Zellen nicht nachgewiesen werden konnte, erhielt
es den Namen Oncomodulin (MacManus et al., 1982). Neu-
ere Untersuchungen haben ergeben, daB dieses Protein in
humanen extracmbryonalen Geweben und in der Rattenpla-
zenta, aber nicht in Organen der fetalen Ratte vorkommt
(MacManus et al., 1987). PDGF- und EGF-Zugabe zu ruhen
den humanen Fibroblasten erhhen die intrazellulire Ca’*-
Konzentration, wihrend Tumorpromotoren (bspw. Phorbo-
lester) und Insulin keinen solchen Effekt haben. Durch Ent-
zug von extrazellulirem Ca®* kann diese Konzentrationser-
hohung nicht verhindert werden, so daB man daraus schlie-
Ben kann, daB durch diese Wachstumsfaktoren Ca®* aus
intrazelluliren Speichern freigesetzt wird, durch vorausge-
gangene Spaltung von PIP, (Moolenar et al, 1984). Man
konnte diese Liste sicherlich noch weiter fortfithren, was je-
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doch den Rahmen dieses Artikels sprengen wiirde (Review:
Veigl et al., 1984). Es soll jedoch nicht unerwéhnt bleiben,
daB bereits erste Ergebnisse von klinischen Phase I-IT Stu-
dien mit CaM-Inhibitoren vorliegen. So behandelten Hait
und Mitarbeiter 19 vorbehandelte Patienten mit verschie-
denen malignen Erkrankungen, die kaum noch auf konven-
tionelle Therapien ansprachen, mit einer kombinierter
Therapie von DNA-schidigenden Agentien, wie Bleomycin
mit dem CaM-Antagonisten Trifluoperazin. Vier Patienten
sprachen auf die Therapie an. Bei dieser Therapie hatte man
sich die Erkenntnis zunutze gemacht, daB CaM an der
DNA-Reparatur beteiligt ist (Chafouleas et al. 1984; Pavelic
1987; Rosenthal u. Hait 1988)

4 Der Einflup von Milzfaktoren auf den Zellzyklus und die
Calmodulin-Aktivitat

Die vorliegenden Ergebnisse iber Wachstumsmodulation
durch Milzfaktoren (s. Beitr. v. Dittrich et al. u. Rothe et al.)
lassen die Annahme gerechtfertigt erscheinen, daBl Milzfak-
toren iiber die Beeinflussung Ca”*-modulierter Prozesse an
der Kontrolle der Zellproliferation beteiligt sind. Auler der
Wirkung der Milzfaktoren wurde vergleichend die Wirkung
von Thymosinen, Polyaminen und wachstumsstimulierenden
Faktoren unterucht.

4.1 Zellzyklus-Untersuchungen

Zur Analyse des Zellzyklus wurde das Zellwachstum der
eingesetzten Zellen durch Serumentzug in der G,/G,-Phase
arretiert. Abb. 3 zeigt am Beispiel von V79-Zellen, daBl die
so behandelten Zellen in die stationire Phase ibergehen,
wihrend sich die serumbehandelten Zellen in der logarith-
mischen Phase befinden. Erneute Serumzugabe lafit die
Zellen synchron in neue Zellzyklen eintreten. In Abb. 4 sind
die Zykluszeiten fiir V79-Zellen dargestellt. Sie zeigen in der
log-Phase Verdopplungszeiten von 15 Stunden. Die durch
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Serumentzug arretierten Zellen weisen dagegen Verdopp-
lungszeiten von 100 Stunden und mehr auf. Stimulation mit
5 9% foetalem Kiilberserum (FCS) induziert bereits nach 24
Stunden Zykluszeiten von 21 Stunden und nach 48 Stunden
ist die Zellvermehrung wieder weitgehend normalisiert. Be-
handlung mit nur 2 % FCS hat nach 48 Stunden eine Ver-
dopplungszeit von 16 Stunden zur Folge. Zusitzliche Gabe
von 200 ug des Milzextrakt-Dialysats (M1D) (s. Beitr. v.
Dittrich et al) verringert die Verdopplungszeit auf 14,4
Stunden. Auch das Dialysat M1D allein bewirkt bei synchro-
nisierten Zellen eine Wachstumsstimulation mit einem Zy-
klus von 23 Stunden. Ein dhnlicher Effekt zeigt sich auch bei
den langsamer wachsenden, synchronisierten, Virus-trans-
formierten SV40-3T3-Zellen (s. Abb. 5).
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In der logarithmischen Phase erreichen die Zellen Verdopp-
lungszeiten von 35 Stunden. Nach Serumentzug benétigen
die Zellen etwa 100 Stunden zur Verdopplung. Durch Stimu-
lation mit 5 % FCS ist nach 21 Stunden bereits eine Ver-
dopplungszeit von 38,5 Stunden erreicht. Die zusitzliche
Gabe von M1D (200 pg) oder Spermidin (40 pg) ergab
allerdings kaum signifikante Unterschiede. Die Verdopp-
lungszeiten erreichen 30 bzw. 35 Stunden. Allerdings zeigt
auch hier das Dialysat M1D und auch Spermidin in Abwe-
senheit von Serum eine Wachstumsstimulation. Die Zyklus-
zeiten wurden mit 37 bzw. 41 Stunden bestimmt.
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Um die Dauer der G,-Phase zu bestimmen, wurde der Be-
ginn sowie die Dauer der S-Phase durch den H~Thym|dm-
Einbau in die DNA ermittelt. Abb. 6 zeigt einen typischen
Verlauf am Beispiel von SV40-3T3-Zellen. Die Zellen be-
ginnen etwa 24 h nach Stlmulatxon mit der DNA-Synthese
und erreichen das Maximum der H-Thymndm- Inkorpora-
tion nach 28 h. Aus dem weiteren Kurvenverlauf 148t sich die
Dauer der S-Phase mit 8 h abschitzen. Bei einem Gesamt-
zyklus von 35 h betrigt die Gl~Phasc ca. 20 h und die S-
Phase 8 h . Fiir die M-Phase lassen sich 2 h und fiir die G, -
Phase 5-10 h zu berechnen. Die V79-Zellen beginnen etwa
13 h nach Stimulierung mit der DNA-Synthese (nicht ge-
zeigt) und erreichen nach ca. 19 h ihr Maximum. In den fol-
genden zwei Stunden ist die Einbaurate fast wieder auf ihren
Ausgangspunkt abgesunken. Auch bei dieser Zelllinie dauert
die S-Phase also ca. 8 Stunden. Bei 16 Stunden Verdopp-
lungszeit und zwei Stunden fiirr dic M-Phase verbleiben fiir
G,- und G,-Phase insgesamt nur noch ca. 6 Stunden.

Sowohl 5 % FCS als auch 200 g M1D ohne FCS stimulieren
die DNA-Synthese (Abb. 7). Der nicht dialysierte Milzextrakt
M1 zeigt eine deutlich geringere Stimulation, was auf eine
Anreicherung des Wachstumsfaktors in M1D hinweist.
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4.2 Erste Ergebnisse zum Einfluf von Milzfaktoren auf die
intrazelluldre Calmodulin-Aktivitdt

Die CaM-Aktivitit wurde iiber die Stimulierung der CaM-
abhingigen Phosphodiesterase nach der Methode von Teo
et al,, (1973) bestimmt. Bei virustransformierten, synchroni-
sierten SV40-3T3-Zellen zeigte sich 21 Stunden nach Stimu-
lation mit 5 % FCS ecine Steigerung der intrazelluliren
CaM-Aktivitit auf ca. 255 % gegeniiber der unstimulierten
Kontrolle (Abb. 8). M1D (200 ug) erhohte die CaM-
Aktivitat auf ca. 320 % und lag damit deutlich iiber iiber der
serumstimulierten Kontrolle. M1D in Kombination mit 5 %
FCS steigerte die CaM-Aktivitit auf ca. 345 %., eine weitere
kriftige Steigerung im Vergleich zur Stimulation mit Serum
allein. Bemerkenswert ist der Befund, daB das Polyamin
Spermidin (40 pg) allein eine Steigerung auf 170 %, zu-
sammen mit 5 % FCS jedoch eine Erhohung auf 430 % er-
gab, trotz der Tatsache, da die Anwesenheit von Amino-
oxydasen im FCS normalerweise H,O, -vermittelte Zytotoxi-
sche Effekte bedingt.
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Abbildung 9 zeigt, daB dic CaM-Aktivitit durch Spermidin
nicht nur im Bezug auf die Zellzah! erhoht ist, sondern sich
auch bezogen auf den Protein-Gehalt M1D in Gegenwart
von 5 % FCS bewirkte im Vergleich zur serumstimulierten
Kontrolle eine Aktivierung des CaM auf 175 %. Spermidin
plus Serum erhohte die CaM-Aktivitit auf 160 %, wahrend
Thymosin-84 auch ohne Serum eine Steigerung auf 145 %

bewirkte.
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Die CaM-Aktivitit synchronisierter V79-Zellen erhohte sich
nach Stimulierung mit 2 % FCS nach 13 Stunden auf 146 %.
(Abb. 10). Das Dialysat bewirkte hier nun cine Hemmung
um 77 %, die sich auch durch gleichzeitige Gabe von 2 %
FCS nicht aufheben lieB (ca. 85 % Hemmung). Auch Thy-
mosin-B4 (2 pg) hemmte die CaM-Aktivitit um ca. 54 %.
Auch durch zusitzlich 2 % FCS lieB sich dieser Effekt nicht
vollig aufheben (ca. 27 % Hemmung). Bezogen auf die se-
rumstimulierte Kontrolle ergab dies 50 % Hemmung. Durch
Spermidin ohne Serum wurde eine Stimulierung auf ca.
142 % erzielt, die durch zusitzliche Gabe von 2 % FCS
leicht zuriickging (ca. 123 %). Im Vergleich zur serumstimu-
lierten Kontrolle bedeutet dies eine leichte Hemmung um
ca. 16 %.
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Ein vollig gegenteiliger Effekt zeigte sich bei V79-Zellen 17
Stunden nach Stimulation (Abb. 11). Das Dialysat ohne Se:-
rum ergab hier bereits eine hohere intrazellulire CaM-Akti-
vitat, als die serumstimulierte Kontrolle (ca. 145 %). Durch
zusitzliche Gabe von 2 % FCS wurde eine weitere Stimulie-
rung auf 275 % erzielt. Spermidin bewirkte hier eine Hem-
mung um 72 %, die auch durch zusitzliche Serumgabe nicht
vollstindig aufzuheben war (26 %).
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5 Diskussion und Ausblick

Die hier gezeigten Ergebnisse erster Untersuchungen zeigen
einen sehr deutlichen zeitabhingigen Effekt von Milzfakto-
ren auf die intrazellulire CaM-Aktivitit. In weiteren Unter-
suchungen ist es deshalb erforderlich, eine genaue Zeitkine-
tik der CaM-Aktivitat wahrend der G,-Phase vorzunchmen.

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchen zur Zeit die Wechsel-
wirkungen von Polyaminen mit dem Ca?* /CaM-Stoffwech-
sel, die noch als weitestgehend unverstanden gelten konnen.
So konnten Walters und Johnson (1988) zeigen, daB die
Ca®*M-abhingigen Enzyme PDE und Calcineurin, eine
Phosphatase, durch Spermin Ca2+-unabhéngig inhibiert
werden konnen. Allerdings waren hierfir Konzentrationen
im millimolaren Bereich erforderlich. Kroner (1988) konnte
durch Spermin die Ca®*-Aufnahme in Rattenleber-Mito-
chondrien erhohen, nicht jedoch in Herz-Mitochondrien.
Missiaen et al. (1989) fanden durch Polyamine eine Hem-
mung der Caz"'-Pumpc in der Plasmamembran, die sie auf
Interaktionen mit dem als zellulirem Boten fungierendem
Membranlipid PIP, (s. Kapitel 2.1) zuriickfithrten. Spermin
zeigte hier einen stirkeren Effekt als Spermidin. Ginty und
Seidel (1989) untersuchten die Wachstumsregulation an syn-
chronisierten Zellen. Sie stellten fest, daB durch Serument-
zug die Aktivitit des Schliisselenzyms der Polyaminsynthese,
die Ornithin-Decarboxylase (ODC) auf Null zuriickgeht und
die Zellen aufhoren zu wachsen. Dadurch kommt es zu einer
Verarmung der Zellen an intrazelluliren Polyaminen, die
fir das Wachstum essentiell sind. Durch Serumstimulation
wird die ODC-Aktivitit wieder erhoht und erreicht etwa vier
Stunden nach Stimulation ihr Maximum. Diese Zeit er-
scheint erforderlich, da die ODC eine extrem kurze Halb-
wertzeit von 10 - 20 Minuten hat (Jinne et al. 1983), so dafl
einc Neusynthese des Enzyms erforderlich ist. Das Produkt
des durch Wachstumsfaktoren aktivierbaren zellularen On-
kogens c-myc aktiviert die Expression des ODC-Gens (Whit-
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field et al., 1987), wodurch es zu einem Anstieg der intrazel-
luliren Putrescinkonzentration kommt, die ca. 6-8 Stunden
nach Stimulation ihr Maximum erreicht. Nach Behandlung
mit dem ODC-Antagonisten Difluormethylornithin
(DFMO) stellten die Zellen ihr Wachstum ein. Durch
zusitzliche Gabe von 10 mM Putrescin konnte die DFMO-
Hemmung aufgehoben werden. In normalem FCS wurden
recht hohe Polyamin-Konzentrationen nachgewiesen, die
durch Dialyse entfernt werden konnten. Die Autoren vermu-
teten, daB extrazellulire Polyamine von den Zellen inkorpo-
riert werden konnen, und so als Wachstumssubstrat dienen.
Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse unserer Arbeits-
gruppe bestitigt (s. Beitrag Rothe et al). Da aufierdem
hohe extrazellulire Polyaminkonzentrationen die ODC-
Aktivitit senken, konnte bei Zellen mit einem effektiven
Polyamin-Transportsystem ein ODC-unabhingiges Wachs-
tum erfolgen. AuBerdem zeigten Ginty und Seidel (1989),
daB die ODC-Aktivitit CaM-abhingig ist. Sie konnten durch
Behandlung mit dem CaM-Antagonisten W-7 eine Hem-
mung der ODC-AKktivitit nachweisen, die mit der wachs-
tumshemmenden Aktivitit von W-7 korreliert. Sowohl die
Aktivierung der CaM (Whitfield et al. 1987), als auch die der
ODC (Jinne et al. 1983) werden als essentiell fiir den Uber-
gang der Zellen von der G,- in die S-Phase angeschen. Ei-
nige Befunde (Review: Janne et al. 1983) deuten darauthin,
daB Spermidin das fiir die Wachstumsregulation erforderli-
che Polyamin zu sein scheint. So weisen junge und aktiv
wachsende Gewebe hohe Polyamin-Konzentrationen auf,
vor allem aber an Spermidin. Durch spezifische Hemmung
der Spermidin-Synthetase bei Mausefibroblasten und
Hepatomzellen wird die Spermidin-Akkumulation nicht aber
die von Putrescin und Spermin verhindert. Die Hemmstoffe
besitzen auBerdem eine dosisabhingige, wachstumsinhibie-
rende Aktivitit, die durch Spermidin aufgehoben werden
kann. Bei Epidermiszellen haben Polyamine generell keinen
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stimulierenden oder inhibierenden Effekt auf Zellen mit
normalem Polyamin-Level. Allerdings soll 10 mM Putrescin
die 3H-Thymidin-lnkorporation verdoppeln und eine Appli-
kation von Putcrescin und Spermin, nicht aber von Spermi-
din, soll die Thymidin-Inkorporation stimulieren.

Neben der entscheidenden Rolle der Polyamine bei der
Wachstumsregulation sind sie auch an der Differenzierung
beteiligt (Pegg und McCann, 1988). So ist die Differenzie-
rung von Fibroblasten in Fettgewebe mit einem erhohten
Polyamin-Level korreliert, wihrend bei embryonalen Maus-
carcinomzellen eine Reduktion der Polyamin-Konzentration
eine Diffenzierung induziert.

So wie die Beteiligung der Polyamine am Krebsgeschehen
sich noch schwer in ein einheitliches Konzept bringen 148t (s.
Beitr. Rothe et al.) ist die Interaktion mit dem Ca®* /CaM-
System teilweise widerspriichlich und zum Teil auch abhin-
gig von der untersuchten Zellinie. Dennoch weisen die bis
heute vorliegenden Untersuchungen und auch diese Arbeit
daraufhin, da gerade kombinierte Untersuchungen des Po-
lyamin-Stoffwechsels und des CaM-Messenger-Systems hin-
sichtlich der Regulation des Zellwachstums normaler und
neoplastischer Zellen das Verstindnis der zugrunde liegen-
den Mechanismen erweitern konnen. Die Arbeiten wurden
unterstiitzt durch das Bundesministerium fiir Forschung und
Technologie, Nr. 0317056A.
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