NOTIZEN

In-vivo-Wachstumsverhalten von Zajdela-
Asciteshepatomzellen nach in-vitro-Behandlung
mit Trypsin und Pronase

Growth of Zajdela ascites hepatoma cells in vivo
following treatment with trypsin and pronase in vitro
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Im Rahmen einer breit angelegten Untersuchungs-
reihe iiber Antigenstrukturen an Tumorzelloberflichen
behandelten wir unter anderem Zajdela-Asciteshepatom-
zellen in vitro mit geringen Konzentrationen an Tryp-
sin und Pronase und priiften das Angehen der Tumo-
ren nach Wiederverimpfung dieser Zellen an Ratten im
Vergleich zu nicht enzymierten Kontrollzellen.

Veranlassung fiir die Publikation dieser Teilergeb-
nisse ist eine kiirzlich von BURGER ! erschienene Arbeit,
in der iiber die Stimulierung der Zellteilung und die
Aufhebung der Kontakthemmung in Fibroblastenkultu-
ren nach Behandlung der Zellen mit Trypsin, Ficin und
Pronase berichtet wird. Daneben liegen von CURRIE
und BAGSHAWE? Ergebnisse vor, denen zufolge das
Wachstum des Landschiitz-Ascitestumors durch Be-
handlung mit Trypsin nicht beeintréchtigt wird, wohl
aber nach Einwirkung von Neuraminidase aus Fibrio
cholerae. SchlieBlich beschiiftigt sich der Arbeitskreis
um UHLENBRUCK seit Jahren unter anderem mit der
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Einwirkung proteolytischer und anderer Enzyme auf
die Zelloberfliche, speziell von Erythrocyten 33,

Unsere vorldufigen Resultate sind in der folgenden
Tab. 1 zusammengefalt:

Erlduterungen: Enzymbehandlung 1 Stde. bei 37 °C
in KRB mit 0,1% Glucose bei pH 7,2 unter gelindem
Schiitteln und Begasen mit 95% O — 5% CO,. Vitali-
titspriifung mit Trypanblau; Anfarberate bei Kontrol-
len und enzymbehandelten Zellen <<10 Prozent. Ver-
impfung von 1ml einer 8—10-proz. Zellsuspension
(Kontrollen und Versuche gleiche Zellmengen) i.p. an
ca. 200 g schwere & Ratten eines Wistar-Stammes.
Tigliche Gewichtskontrolle der Tiere. Ein Teil der
Tiere wurde am 17. Tage nach Uberimpfung getotet,
die Ascitesmenge und dessen Zellanteil bestimmt und
daraus die gebildete Tumorzellmenge berechnet. Der
andere Teil der Tiere wurde bis zum Spontantod beob-
achtet und der Ascites wie oben untersucht. Die fiir die
biologischen Daten angegebenen Zahlen sind Mittel-
werte fiir N Tiere + Standardabweichung. Die Diffe-
renzen zwischen Kontrollen und Versuchen sind nicht
signifikant. Bestimmung der N-Acetylneuraminsiure
nach AMINOFF %; Mittelwerte aus Dreifachbestimmun-
gen jeder Ascitesprobe. Bestimmung der Stoffwechsel-
quotienten nach der neuen ZweigefdiBmethode von
WARBURG 7,

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Behandlung
der Zajdela-Zellen mit Trypsin und Pronase unter den
angegebenen Bedingungen eine Wachstumsverzégerung
in vivo nicht bewirkt. Diese hitte man erwarten kon-
nen, wenn die proteolytische Abspaltung von Membran-

Kontrollen 0,01% 0,01%
Trypsin Pronase
Gebildete Tumorzellmenge 48+1,4ml - 6,1+1,2ml
(17 Tage nach Impfung) (N=5) (N=5)
Gebildete Tumorzellmenge 7,0+3,8ml 59+27ml -
(bei Spontantod) (N=5) (N=5)
Mittlere Uberlebenszeit (Tage) 19%10 1718 —
Gehalt an N-Acetylneuraminséiure (NANA) der 207 144 146
verimpften Zellen [ug/ml Zellen]
Gehalt an N-Acetylneuraminsiure der in vivo 201 243 188
gewachsenen Zellen [ug/ml Zellen]
Zum Versuch mit

Stoffwechselquotienten in vitro 1 Stde. nach Trypsin Pronase
Enzymzugabe Qcos 41,5 43,3 55,9 52,4

Qo; —6,4 —2,4 —10,3 —3,9

[0)7% 35,1 41,0 45,6 48,5

Tab. 1. Wachstum, N-Acetylneuraminsiuregehalt und Stoffwechsel von Z a j d el a - Zellen nach Trypsin- und Pronasebehand-
lung.

Sonderdruckanforderungen an Dr. W. KrUGER, For-
schungsinstitut Manfred v. Ardenne, DDR-8051 Dresden-
WeiBer Hirsch, Zeppelinstr. 7.

1 M. M. BurGeRr, Nature [London] 227, 170 [1970].

2 G. A. Currik u. K. D. BAGSHAWE, Brit. J. Cancer 22, 843
[1968].

3 G. UHLENBRUCK, Folia haematol. [Leipzig] 85, 362 [1966].

4 G. UHLENBRUCK, A. RoTHE u. G. I. PArRDOE, Z. Immuni-
tatsforsch. exp. Therap. 136, 79 [1968].

5 G. UHLENBRUCK, Arztl. Lab. 15, 174 [1969].

§ D. AMINOFF, Biochem. J. 81, 384 [1961].

7 0. WARBURG, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 348, 1677
[1967].



170

strukturen, die sich im verminderten NANA-Gehalt der
behandelten Zellen ausdriickt, Friedenreich-Antigene
freigesetzt hiitte ® ®, gegen die Antikérper vorliegen
bzw. gebildet werden kénnen. Durch die Abspaltung
neuraminsdurehaltiger Glykopeptide miiite auch eine
Erniedrigung der negativen Oberflichenladung der
Zellen eingetreten sein, die nach 1. ¢.1® eine maBgeb-
liche Rolle bei der kdrpereigenen zelluliren Immun-
abwehr von Krebszellen spielen soll. Die nach Neur-
aminidase-Behandlung feststellbare Verhinderung des
Tumoranganges bzw. die damit erzeugte Immunitit
gegen neuerlich verimpfte unbehandelte Tumorzellen
ist fiir Landschiitz-Asciteszellen sowie die Leukidmie
L1210 gesichert* 1. Zajdela-Zellen zeigen diesen Ef-
fekt nach Trypsin oder Pronase offenbar nicht. Bemer-
kenswert ist in diesem Zusammenhang, dall der NANA-
Gehalt der in vivo gewachsenen Zellen den Ausgangs-
wert der unbehandelten Kontrollzellen (vor und auch
nach der Verimpfung) nahezu wieder erreicht. Die Dif-
ferenzen zwischen 188 bzw. 243 gegeniiber 207 ug
NANA/ml gepackte Zellen sind bei der geringen Tier-
zahl statistisch nicht zu sichern. Hingegen ist der Unter-
schied zwischen Kontrollen und mit Trypsin bzw.
Pronase behandelten Zellen in vitro vor der Uber-
impfung mit p=0,001 statistisch signifikant.
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Die leicht erhohten Stoffwechselquotienten der Zaj-
dela-Zellen nach Enzymbehandlung kann man entweder
als Folge eines gesteigerten Stoffaustausches durch die
geschidigte Membran oder als eine allgemeine Stoff-
wechselerhohung als Ausdruck erhohter Malignitit im
Sinne BURKs 12 deuten.

Versuche zur Herabsetzung der negativen Oberfli-
chenladung von Tumorzellen durch Veresterung der
Carboxylgruppe der N-Acetylneuraminsidure und zur
Erforschung der damit zusammenhéngenden sterischen
Probleme, wie sie von UHLENBRUCK 13 sowie von CUR-
RIE und BAGSHAWE %14 diskutiert werden, sind im
Gange. Dariiber wird zu gegebener Zeit an anderer
Stelle ausfiihrlich berichtet.
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