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GMF was isolated from the glia of different brain parts of calf. Its influence on the input of
3H-TdR was tested in leukaemic and non-malignant lymphocites. GMF isolated from the
diencephalon proved to be the most effective one. The used substance of reference was
DBcAMP. The cAMP contents of leukaemic cells were lower than those of non-malignant cells.
whereas the level of cGMP was higher in the first ones. We found both in non-malignant cultures
and in cultures of leukaemic cells that the impact of GMF and AdF elevated the cAMP value and
reduced cGMP. The adhesion of cAMP to the nuclei of leukaemic was reduced in comparison
with non-malignant cells. The nuclei of leukaemic cells showed increased adhesive capacity after
pre-incubation with GMF and AdF. The adhesive capacity of non-malignant nuclei remained
unchanged. The adenylcyclase activity (AC) was diminished in leukaemic cells. It could not be
stimulated by means of catecholamines. GMF and AdF produced a slight increase of the basal Ac
activity in cultures of leukaemic cells only. But isoproterenol led to a distinct increase of the Ac

activity in leukaemic cells when incubation with those two factors preceded it.

1. Einleitung

Lim und Mitarbeiter beschrieben ein aus Schweine-
hirn isoliertes saures Protein, das die morphologi-
sche und funktionelle Differenzierung von Gliabla-
stomen in vitro induziert: den Glia-Maturationsfak-
tor (GMF) [1-3]. Die gleiche Arbeitsgruppe wies
auch eine mitogene Aktivitit des GMF nach. Er ge-
hort somit zu den Wachstumsfaktoren. Als Mal3 fiir
die induzierte Zellproliferation wendeten die Auto-
ren den *H-TdR-Einbau und den cGMP-Spiegel,
und fiir den Differenzierungsgrad den Gehalt der
Zellen an cAMP. Nach Goldberg besteht zwischen
cAMP und cGMP ein Antagonismus [4]. [n vivo und
in vitro zeigen maligne Zellen eine Konzentrations-
veranderung der beiden Nucleotide, was die Mog-
lichkeit nahe legt, die Bestimmung dieser Nucleotide
als Indikator fir eine Entdifferenzierung von Zellen
heranzuziehen [S—7]. Nach der Inkubation, sowohl

Abkiirzungen: cAMP = Cyclisches Adenosin 3':5" mono-
phosphat: cGMP = Cyclisches Guanosin 3':5" monophos-
phat; DBcAMP = Dibutyryl cAMP; DBcGMP = Dibuty-
ryl ¢cGMP: GMF = Glia-Maturations-Faktor;: AdF =
Adhisions-Faktor; ALL = Akute lymphatische Leukdmie:
3H-TdR = Tritium markiertes Thymidin; BNH = Baby-
Hamsternieren: Ac = Adenylcyclase.
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von nicht malignen, als auch von Tumorzellen mit
GMEF, 146t sich fiir wenige Stunden ein Anstieg des
cGMP-Spiegels nachweisen, dem ein iiber mehrere
Tage anhaltende Erhohung des cAMP-Wertes folgt
[8]. Mit dem Anstieg des cAMP-Spiegels in den Zel-
len war eine Erhohung des Gehalts an Adhésionsfak-
tors (AdF) beobachtet worden [9—15]. Ali und Mit-
arbeiter interpretieren den cAMP-Anstieg als Aus-
druck fir die Aktivierung eines cAMP-abhingigen
Kinase-Systems, das die Phosphorylierung von Enzy-
men des RNA-Systems steuert [16]. AdF greift in
Phosphorylierungsprozesse der Kernproteine ein. Es
werden Histon- und Nonhistonkinasen des Kerns,
die fir die DNA-Synthese von Bedeutung sein sol-
len, phosphoryliert [17]. Im folgenden sind Untersu-
chungen zur Verdnderung cyclischer Nucleotide in
nicht malignen und leukdmischen Zellen nach Inku-
bation mit GMF und AdF wiedergegeben.

2. Material und Methoden
Chemikalien

cAMP, cGMP und Eichproteine fiir Molekularge-
wichtsbestimmung (Boehringer), DEAE-Sephadex
A-50, Sephadex G100 (Serva), MEM und Fetales
Kilberserum (FCS) (Seromed), Phenylmethylsulfo-
nylfluorid und Na-Dodecylsulfat (Sigma). Tris



1482

E. Busse - Wirkung von Glia-Maturationsfaktor

(Merck), j‘H-Thymidin (spezf. Aktiv. 90—110 Ci/
mmol) (Rossendorf-Kerntechnik).
Leukidmische Zellen: Zell-Linie K 523.

Prdparation und Aufreinigung von GMF

GMF wurde aus Cerebellum. Cortex und Hypo-
thalamus (je 500 g) von 3—5 Monate alten méann-
lichen Kilbern isoliert. Die Préparation erfolgte
nach Kato und Mitarbeiter bei 4 °C [8]. Nach dem
Homogenisieren des Gewebes (Messerhomogenisa-
tor Typ 302) in 0,02 M Tris-HCL-Puffer (Verhiltnis
1:2 Gewebe-Puffer) und Zentrifugieration (Spinco
23000xg 16 Std.). Das Lyophilisat wurde im oben
genannten Puffer aufgenommen. Der Proteingehalt
lag bei 4.5 mg/ml, nach Reinigung iiber DEAE-Se-
phadex A-50 (Sdule 5x40 c¢cm) bei 0,7 mg/ml. Dieses
Priparat wurde durch Messung des *H-TdR-Einbaus
auf seine biologische Aktivitdt getestet (in vitro 20-
Std.-Wert Gliakultur und Lymphozyten). Die Lym-
phozyten wurden aus der Milz 2 Monate alter Miduse
angeziichtet.

Vitalitiats-Testung: Nach Anfiarben mit Coomassie
blue tiber 90% vital. Als Kulturmedium fiir die Lym-
phozyten diente RPMI mit 10% FCS. Die Gliakultu-
ren wurden aus Hamsterhirn in Kulturmedium Eagle
(MEM) mit 10% FCS kultiviert.

Praparation und Aufreinigung des AdF

Entsprechend der Methode von Klebe wurde AdF
aus Baby-Hamsternieren (BNH) prédpariert — ménn-
lich: 2—4 Wochen alt [18] dargestellt. Die BNH-Zel-
len wurden in RPMI-Medium mit Zusatz von FCS,
Glutaminsédure und Vitaminen in Kulturflaschen sus-
pendiert. Nach Abschalten der adherenten Zellen
wurde diese bei 1000x g fiir 2 min zentrifugiert und
in Adhédsionsmedium (150 nM NaCl, 3 mM KClI,
1 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 6 mM NaHPO,, 1 mM
KH,PO,, pH 7.4) resuspendiert. Fiir 1—2x10° Zel-
len wurden 3 ml Medium benétigt. Die adherenten
Zellen wurden mit Ammoniumsulfat versetzt (End-
konzentration 40% ) nach 1 Std. 20 min bei 10000x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in destilliertes Was-
ser aufgenommen, bei 160000 X g fiir 60 min zentrifu-
giert, der Uberstand iiber Sephadex G-100 (Séulen-
fallung 1,5x70 cm) gereinigt [19]. Mit einem Pro-
teingehalt von 0,9 mg/ml wurde der AdF grob gerei-
nigt in den Versuch eingesetzt. Die AdF-Aktivitit
wurde anhand des Markerenzyms, Transglutaminase
im colorimetrischen Test gepriift [20].

Praparation der Zellkerne

Zur Bestimmung der Bindung des cAMP an die
Zellkernproteine erfolgte die Prdparation der Zell-

kerne nach der Methode von Medzaros und Mitar-
beiter [21]. 10” Lymphozyten wurden in 10 ml hypo-
toner Salzlosung suspendiert, 0,04 M KCI, 0.02 M
MgCl,, 0.01 M Tris-HCL. pH 7.5, 0,002 M Phenyl-
methylsulfonylfluorid. Die Suspension wurde 15 min
bei 1700x g zentrifugiert. Das Pellet wurde im MEM
mit Zusatz von 0,2 M EDTA und 0,002 M Phenyl-
methylsulfonylfluorid aufgenommen.

Molekulargewichtsbestimmung von GMF und AdF

Die MG-Bestimmung erfolgte mittels Eichpro-
teinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese
[22]. Es wurden 30 ul mit einem Proteingehalt von
20 ug Protein aufgetragen, 18 Std. Laufzeit in 10%
FCS, Anfirben der Banden erfolgte mittels Coomas-
sine blue. Das Protein wurde aus dem Gel in 1 ml
PBS fiir 2 Tage eluiert. Die Testung der biologischen
Aktivitit erfolgte durch Messung des *H-TdR-Ein-
baus.

Bestimmung der cyclischen Nucleotide und der Ac

Die cAMP-Konzentration wurde nach der Metho-
de von Gilman [23] und die ¢cGMP-Konzentration
nach Kuo und Mitarbeiter gemessen [24], die Bin-
dung der cyclischen Nucleotide an den Kern nach
Prasad und Mitarbeiter [25]. Nach der Methode von
Ramachandra [26] wurde die Adenylcyclase be-
stimmt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry
[27].

3. Ergebnisse

Sdulenchromatographische Aufreinigung von
GMF und AdF

GMF wurde tiber eine DEAE-Sephadex-A-50-
Saule (5%45 ¢cm) mit einem linearen NaCl-Gradien-
ten (0,05—0.7 M) eluiert (Abb. 1). Die Testung der
Fraktion erfolgte tiber den Nachweis der mitotischen
Aktivitit (Einbau von *H-TdR). Der Faktor wurde
im peak II eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden
gesammelt und lyophilisiert.

Reinigung von GMF und AdF

In Tab. I sind die Reinigung von GMF und AdF
wiedergegeben. Wie der Tabelle zu entnehmen ist,
ist die spezifische Aktivitit des GMF auf das 51-fa-
che und fiir AdF auf das 24-fache durch die angege-
benen Reinigungsschritte angestiegen.
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Abb. 1. Elutionsprofil von
GMF tuber Sephadex A-50
Sédule (5x45 cm) eluiert mit
einem linearen Gradienten
0,05-0,7M NaCl, mit
einer Geschwindigkeit von
60 ml/h, Fraktionen zu
6 ml.

Yr----% Absorption des elu-
ierten Proteins:

O----O *H-TdR-Einbau als
Parameter fir den Faktor,
Inkubationszeit 20 h.

Elutionsprofil von AdF tber Sephadex G-100

Saule (1.5%70) eluiert mit 0,02 M tris-HCI-Puffer pH 7.4,
enthilt 0.05 M NaCl, mit einer Geschwindigkeit von 50 ml/
Std., Fraktionen zu 6 ml.
Y----% Absorption des eluierten Proteins:
O----O Transglutaminase-Aktivitat.

Tab. I. Reinigung von GMF und AdF. GMF-bezogen auf je 500 g Hirngewebe, AdF-bezogen auf 10x10°-Zellen. De-
finition der Einheiten: 1 E GMF = Mitotische Aktivitit in der grob gereinigten Fraktion/mg Protein. 1 E AdF = Trans-

glutaminase-Aktivitit in der grob gereinigten Fraktion/mg Protein. n = 7.

Proteingehalt Mitotische Aktivitat Aktivitdt der Transglutaminase
(mg) Gesamtaktivitait Spez. Aktivitat Gesamtaktivitdt Spez. Aktivitit
(Einheiten) (E/mg) (Einheiten) (E/mg)

1. GMF

Grob gercinigte 8841.0 8841 1 - -

Fraktion

DEAE-Sephadex A-50 43.6 2460 51 - =

2. AdF

Grob gereinigte

Fraktion

263.0 -

Sephadex G-100 12,0 -
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Die Abb. 3 (HPLC fiir HF) entspricht der groB3e
peak dem HF
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Abb. 3. HPLC von HF (Hypothalamus-Protein). Herstel-

lung erfolgte aus dem Hypothalamus des Schweins. Sdule

Octadecyl-Si 300 Polyo/3 Absorption 210 nm, Laufmittel

Sorens-Puffer pH 7.0, Flow 0,4 ml/min, Chart 5 mm/min.

*H-TdR-Einbau nach Vorinkubation mit DBcAMP,
GMF und AdF kaum beeinflu3t, wihrend nach Ein-
wirken dieser Faktoren in Kulturen leukdmischer
Zellen ein deutlicher Abfall des *H-TdR-Einbaus

nachweisbar war. Nach Inkubation mit DBcGMP
wurde eine wesentliche Aktivierung des *H-TdR-
Einbaus in Kulturen leukdmischer Zellen beob-
achtet.

Bindung von cAMP an den Zellkern bei
nicht malignen Zellen und leukdmischen Zellen

Die Bindungskapazitidt von cAMP an den Zellkern
nicht maligner Zellen war dreimal so hoch wie von
Zellkernen leukdmischer Zellen (Tab. IV). Wie der
Tabelle weiter zu entnehmen ist. war die Bindung an
nicht maligne Zellkerne durch DBcAMP. GMF und
AdF nicht beeinflulit, wihrend Kerne kultivierter
leukdmischer Zellen eine erhohte Bindung aufwie-
sen. Durch DBcGMP éndert sich die Bindungskapa-
zitdt bei nicht malignen Zellen. Sie sank auf Werte
von leukdamischen Zellen ab.

Ac-Aktivitdat in Kulturen nicht maligner und
leukdmischer Zellen

Die basale Ac-Aktivitdt in Kulturen nicht malig-
ner Zellen ist um das Dreifache hoher, als in Kultu-
ren maligner Zellen (Tab. IV). Isoproterenol erhoht
in nicht malignen Zellen die cAMP-Bindung, wih-
rend die Ac-Aktivitdt in leukdmischen Zellen nicht
verdndert wurde. Nach Einwirken von GMF und
AdF war in nicht malignen Zellen keine Beeinflus-
sung der Basalaktivitdt der Ac, sowie der mittels Iso-
proterenol erhdhten cAMP-Bindung zu beobachten.
Desgleichen wurde die Basalaktivitdt der Ac in Kul-
turen leukdmischer Zellen nach Vorinkubation mit
GMF und AdF nicht verdndert. Hingegen erfolgte in
den Kulturen leukdmischer Zellen nach Einwirken
von GMF und AdF unter Isoproterenol ein Anstieg
des cAMP-Gehaltes und erreichte Werte, wie sie bei
normalen Zellen gemessen wurden.

Tab. II. Einbau von *H-TdR und Veridnderung des cAMP-Spiegels nach Einwirken von GMF, isoliert aus verschiedenen
Hirnteilen, auf Glia-Zellkulturen getestet angeziichtet, aus Hamsterhirn im Medium Eagle (MEM) +10% FCS auf
Lymphozyten getestet: angeziichtet aus Lymphozyten von AKR-Miusen im Medium Eagle (MEM) +10% FCS,
Inkubationszeit: 20 h. n = 7, p* < 0,01 signifikant zur Kontrolle.

Zahl Glia Zellkulturen Lymphozyten
Faktor der Untersuchungen *H-TdR-Einbau cAMP ‘H-TdR-Einbau cAMP

(n) (%) p mole/mg Protein p mole/mg Protein
Kontrolle 10 100 20 +4 100 1.4£0.8
Modulla oblangata 6 190*+65 46*+10 109£10 3.0x0.9
Hypothalamus 8 210*£50 59*+16 120+12 42+0.6
Cerebellum 4 165*+30 36%+8 90+15 1,.9£0.5
Cortex 6 195*+45 45%+12 96+20 3.6x£0.7
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Tab. III. Einbau von *H-TdR-Einbau und Verinderungen des Gehalts der cyclischen Nucleotide in den Zellkulturen
maligner Zellen nach Einwirken von GMF, p* < 0,01 signifikant zur Kontrolle.

Vorbehandlung Zahl der nicht maligne Zellen leukdmische Zellen
der Kulturen Untersuchungen cAMP cGMP QLM cAMP cGMP QAMP SH-TdR-
(n) p mole/10°-Zellen p mole/10°-Zellen Einbau (%)

Kontrolle 10 1,40 £0.20 0,10 £0,02 14 0.7 £0.3 0.19 £0.04 4 100

GMF 4 3.40*+£0,40 0.06*£0.01 57 1.3*+0,2 0,10°+£0.03 13 87x15
AdF 7 3.30%%£0,50 0.05*%x0.,01 66 1.2*+0.2 0,11*£0,03 11 89+ 9
GBcAMP 9 2,70*£0,40 0.05*%£0,01 54 1.5*+0,3 0,10 £0.05 15 83+10
DBcGMP 8 0.85 £0.20 0.17 £0.,03 5 0,5 0,1 0,26 +0.,03 2 190£12

Tab. IV. Bindung von cAMP an Kernproteine nicht malig-
ner und leukdmischer Zellen aus Kulturen unter Einflul
von GMF und AdF, Zellkulturen mit Substanzen sowie mit
Faktoren 30 h vorinkubiert.

Vorbehandlung Bindung von cAMP am Kernprotein

der Kultur nicht maligner leukdmischer Zellen
CPM/10°Zellen

Kontrolle 1900285 700150

GMF 1900£210 1700+180

AdF 1600190 1300150

DBcAMP 2200£200 2100205

DBcGMP 800130 670120

4. Diskussion

Proteine aus dem Zentralnervensystem, die die
Proliferation beeinflussen, sind seit ihrer Entdek-
kung durch Lim und Kato [1, 2, 8] hdufig untersucht
worden [3]. Von den meisten Proteinen, so auch von
dem von uns eingesetzten Wachstumsfaktor, ist die
chemische Struktur nicht bekannt. Es handelt sich
um niedermolekulare Proteine. Eine weitere Cha-

Aldolase (Kaninchen)

] \é\

7 Albumin ( Rind)
b 3 Albumin (Aves)
] \z;

Molekulargewicht

a

j \crl\ymotrypsin A

Cytochrom (‘,

rakterisierung des GMF gelang uns, indem wir nach-
wiesen, daf} der aus dem Hypothalmus isolierte
GMF vermutlich auBler Glia auch Lymphozyten be-
einflult. Somit ist eine Identitit mit Faktoren aus
diesem Hirngebiet moglich, die von verschiedenen
Autoren [29, 32] als Regulatoren, u.a. fiir Lympho-
zyten, beschrieben werden.

Da sich der Gehalt an cyclischen Nucleotiden in
transformierten Zellen charakteristisch verdndert —
Abnahme des cAMP-Gehalts begleitet von einem
Anstieg des cGMP-Spiegels — bestimmten wir den
cAMP- und ¢cGMP-Gehalt in Kulturen nicht malig-
ner und leukdmischer Zellen unter Einwirken von
GMF und AdF. Die Befunde sprechen fiir eine
durch GMF und AdF ausgeloste funktionelle Diffe-
renzierung.

Wie aus Tab. II zu entnehmen ist, stieg der cAMP/
¢GMP-Quotient in Zellen leukdmischer Kulturen
unter DBcAMP, GMF und AdF an. Die Verinde-
rungen der Nucleotide nach Gabe von DBcAMP
entsprachen den Befunden der Literatur [33—39].
Unter der Einwirkung von GMF und AdF wurde die
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Abb. 4. Darstellung der Molekulargewichte
fir GMF und AdF.
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Tab. V. Verianderungen der Ac-Aktivitit nach Einwirken von GMF und AdF in Zellkulturen nicht maligner und leuki-

mischer Zellen, Zellkulturen mit Faktoren 90 h vorinkubiert. Isop. =

Isoproterenol 10" M eingesetzt.

AC-Aktivitit

Vorbehandlung nicht maligne Zellen

Steigerung

leukdamische Zellen Steigerung

der Kultur (pmolecAMP/107-Zellen/10min) (%) (p mole cAMP/107-Zellen/min) (%)
Kontrolle +Isop. 10*M Kontrolle +Isop. 10 *M

Kontrolle 1.9+0.3 4.1"+04 200-215 0.7£0.3 0.8+0.2 0

GMF 1.4+0.3 347203 200—240 1.1£0.3 2.5+0.5 180—-230

AdF 1.4+04 4.4%+0.7 190-230 1.3+£0.6 3.0+0.5 200—-250

* Signifikant zum jeweiligen Wert ohne Isop. (*p<0.05).

cAMP-Bindungskapazitidt der Zellkernproteine von
Kulturen leukdmischer Zellen so erhoht, dafl Werte
wie bei normalen Zellen erreicht wurden. Verschie-
dene Autoren [7, 34] halten die verminderte Bin-
dungsfihigkeit der Kernproteine fiir einen Hinweis
dafiir, daf die Zellen entdifferenziert sind. Die Ac-
Aktivitat nicht maligner Zellen wurde weder durch
GMF, noch AdF aktiviert, wihrend die Ac der Kul-

tur leukdmischer Zellen nach Vorinkubation mit
GMF und AdF sowohl eine Erhohung der Basalakti-
vitdt, als auch eine Stimulierung unter Isoproterenol.
Wir folgern daraus, dal weder GMF, noch AdF, die
nicht malignen Zellen in der Ruhepause beeinflus-
sen, wogegen bei malignen Zellen unter Umstédnden
infolge der vermehrten Mitosen der GMF und AdF
eine Funktion haben.
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