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Die durch animalische Mucoproteine
verursachte Wachstumshemmung

In den letzten Jahren wurde ein umfangreiches Tat-
sachenmaterial iiber die biologische Bedeutung der Muco-
proteine im menschlichen Organismus gesammelt. Es
ergibt sich, dass eine antienzymatische Wirkung eine
Hauptrolle zu spielen scheint. Von einigen Autoren?.?
wurde die Trypsininhibition mit Hilfe des Ovomucoids
bestitigt, z.B. aus dem Eiereiweiss der Ente, oder mit
Mucoproteinfraktionen C-2 und C-3 nach Goa? Vom
klinischen Standpunkt aus ist wichtig, dass die soge-
nannte Mucoprotease des Magensaftes die Pepsinaktivitiat
sehr stark hemmt, 6fters bis zum Nullwert® Auch die
Katalasehemmung wurde nachgewiesen: ABRIGNANT und
MuTtoLro® 8 fanden, dass das Ovomucoid nach dem Kochen
- oder das Filtrat der Eiweisslosung von Eiern nach dem
Erhitzen — auf die Katalase stark hemmend wirkt, ob-
wohl das im Wasser geldste reine Ovomucoid vollkommen
inaktiv erscheint. Auch die heparinoide, antikoagulative
Wirkung der Mucoproteine? und der Hirnganglioside® in
vitro kann wahrscheinlich durch einen Einfluss auf Blut-
enzyme erkldrt werden. Dasselbe scheint fiir die Beein-
flussung der Leukocytenmigration zu gelten® 10,
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Lingen der keimenden Samen von Lupinus albus bei Kontroll-
gruppen (leere Sdulen) und bei Testen (schraffiert). Obere Quer-
linie = nach dem Versuch, untere =vor dem Versuch. Abszissen =
Standarddeviationswerte. Unter den Siulen steht die Nummer des
Priiparats (entspricht der Bezeichnung in der Tabelle}, und die
benutzte Konzentration in mg%. Bei den mit * bezeichneten Ver-
suchen betreffen Kontrolle wie Test je 16 Samen, in allen iibrigen
Versuchen je 8 Samen.
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Die gefundenen Tatsachen lassen an eine Wirkung der
Mucoproteine auf das Gesamtwachstum eines tierischen
sowie pflanzlichen Organismus denken. Wir priiften des-
halb die Wirkung verschiedener animalischer Mucopro-
teine auf die Keimung der Samen von Lupinus albus L.,
Hadmersleben 1!, sowie auch auf Wachstum und Meta-
morphose der Kaulquappen von Rana femporaria.

Als Test wurde benutzt: (a) Mucoprotein des menschli-
chen Plasmas, isoliert nach WEIMER et al.1%?, in Konzen-
trationen 10, 50 und 100 mg%, in 0,9prozentiger Koch-
salzlgsung, das vor dem Benutzen speziell durch kom-
plette Dialyse gegen destilliertes Wasser gercinigt wurde;
(b) Mucoprotein des menschlichen Plasmas, isoliert nach
derselben Methode und in denselben Konzentrationen,
aber im urspriinglichen Zustand; (¢} Mucoprotein des
Rinderplasmas?? (isoliert nach derselben Methode); (d)
Mucoprotein des menschlichen Plasmas, das kurz vorher
zam Sieden gebracht wurde (vgl. die obenerwidhnten Be-
funde iiber die Antikatalasewirkung des Ovomucoids
nach der Anderung der molekularen Konfiguration durch
das Erhitzen); (e} Mucoproteine des menschlichen Harns
(isoliert nach ANDERsON und Macracan); (f) zur Kon-
trolle wurde auch die mucoprotein- und mucopolysa-
charidhaltige, die sogenannte Astrup-Fraktion des Harns
beniitzt 18 18; (o} mit Riicksicht auf dic Angaben iiber die
wachstumshemmende Wirkung des Serums!?%, wurden
auch unbehandelte Sera von Kindern in 1lprozentiger
Shive-Lsung verwendet.

Die Wachstumshemmung der keimenden Samen von
Lupinus albus wird nach folgendem Verfahren nachge-
wiesen: Die Samen der weissen Lupine werden 2 h mit
fliessendem I.eitungswasser gewaschen, in Petrischalen
mit in Leitungswasser {24°C, chlorfrei) angefeuchteten
Filterpapierstiicken aufgelegt und 24 h in Dunkelheit im
Thermostat bei 24°C aufbewahrt. Dann werden die Samen
in Petrischalen mit auf 24°C temperiertem Leitungswasser
ausgewaschen. Nichtkeimende Samen wurden jeweils aus-
geschieden. Keimende Samen werden in den Schalen noch
weitere 24 h belassen und nachher werden sie in die
Offnungen der vollstandig mit Wasser gefiillten Reagenz-
gliser von 10 ml Inhalt dibertragen. Nach 24 h bei 24°C
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Hemmung des Wachstums der Samen von Lupinus albus 1., (Hadmerslebener Stamm)

No. Priparat Konzen- Zahlder Zahlder Durchschnitt-  Signifikanz des Unterschiedes zwischen dem
tration Samen Testserien licher Zuwachs Zuwachs des Keimes bei der Kontrolle und
in den in % 4= beim Versuch: i-Wert (in Klanmuneru:
Testserien Unterschied zwischen den Standard-
abweichungen — 19 )
Mensch 1 Mucoprotein des Blutplasmas 10 mg%, 16 2 91,97 £ 19,70 0,72, P>0,05  (1,10)
(nach WEIMER; NH,*-frei) 50 mg%, 8 1 ThI84 25,05 239 P<0,05 (1,53)
100 mg % 8 | 72,80 £ 2947 2.63; P<ouh (2,66
2  Mucoprotein des Blutplasmas 10 mg9%, i 7 86,83 4 30,01 2,21; P<Conh {(1,08)
(nach WEIMER) 50 mg% 24 3 102,19+ 17,74 0,51; P>0,05 (1,03)
100 mg9%, 16 2 96,00 + 27,11 0,465 P>>005  (1,53)
10 mg%, 16 2 al,71 4+ 13,68 P74 P>>005  (2,63)
gekocht
3 Serum des Kindes LA 16 2 85,56 4 30,63 1,33 P>0,06 (1,51)
4 Mucoprotein des Harns o mg% ia 2 BLOG 4+ TR0 842 P<Oo00) (1,2
5  Harnfraktion nach AsTrUP I mg7%, 18 2 G860 4 20,18 023 P>>0.00  {1,39)
Rind 6  Mucoprotein des Blutplasmas 10 mg9%, 21 3 O,17 + 27,98 1,04, P>00h (1,43)

2 Durchschnittlicher Zuwachs bei den Kontrollen — 1009,

D Nur in diesemn Fall besteht zwischen den Standardabweichungen des Zuwachses s (Kontrolle) und s, (Test) cin signifikanter Unterschied

{F = 2,53 > kritischer Wert Vg - 0,05 =

Vitalh) + Vs laivy)
vy + Vg

>

sind dic Samen zum Testen bereit. Die Linge der Keime
vor dem Testen betrug in einzelnen Serien durchschnitt-
lich 28,2-54,0 mm; die Durchschnittslingen der Keime in
der Kontrollreihe und in der Versuchsreihe waren jedoch
am Anfang des Versuchs immer genau gleich lang. Das
Wasser in den Reagenzglisern wurde durch Snives fliis-
sigen Nahrboden ersetzt (10,4 ml 0,5M Ca{NQ;),, 30 mi
0,5M MgSO, und 36 ml 0,5M KH,PQ, in 1 | redestil-
liertem Wasser). Die in dieser Losung belassenen Samen
dienten als Kontrolle, wihrend zur Suive-Losung in den
iibrigen Reagenzglisern dic gepriiften Substanzen beige-
fiigt wurden, und zwar in solcher Menge, dass ihre endgiil-
tige Konzentration dic in der Tabelle und Figur angegebe-
nen Werte erreichte. Die Zahl der Reagenzglidser bei den
Kontrollen war grundsétzlich gleich der Zahl der Reagenz-
gliser mit den Testlosungen. Jede Versuchsreihe enthielt
8 Kontrollen und 8 Reagenzglaser mit der Testsubstanz
(bei 2 Serien ausnahmsweise je 16 Samen - siche Figur).
Mit Riicksicht auf die ungleiche Linge der Keime vor dem
Anfang des Versuchs {vgl. Figur) war cs nétig, die Resul-
tate so zu modifizieren, dass die Durchschnittslinge der
Keime in jeder einzelnen Kontrollreihe (in 8 Reagenz-
glisern) zu Ende des Versuchs fiir 1009 gehalten
wurde; danach wurden die individuellen Ergebnisse in
der Kontroll- und Versuchsreihe auf Grund dieses
Wertes umgerechnet. Signifikanz der Unterschiede zwi-
schen dem Zuwachsen der Keime bei einer Kon-
trolle und denen des Versuchs wurden mit Hilfe des
t-Tests crrechnet. In der Figur wird jedoch jede ein-
zelne Testserie abgetrennt in absoluten Angaben in mm
eingereiht.

Aus der Tabelle geht hervor, dass das gereinigte
Mucoprotein des menschlichen Blutplasmas die Kei-
mung der Samen schon in der Konzentration wvon
10 mg% um -—5,039% hemmt. Die Hemmung ist
statistisch nicht gesichert, aber in hoheren benutz-

ten Mucoproteinkonzentrationen ist die Hemmung
grosser  (—24,82% und —27,70%) und statistisch
signifikant.

g

= 2,13). Ein modifiziertes Verfahren zur Errechnung des -Wertes wurde hier beniitzt:
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das mit Hilfe der Originalvorschrift von WEIMER et
al.*? gewonnene Mucoprotein des menschlichen Plasmas
hemmt in der Konzentration 10 mg%, die Keimung der
Samen statistisch bedeutsam um 13,19%,. Bei hoéheren
Mucoproteinkonzentrationen wurde jedoch keine Hem-
mung mehr festgestellt. Eine Erklirung dafiir kann in
Resten von Ammoniumsulfat, die in den Priparaten
nach der Isolation bleiben, geschen werden. Ammonium-
sulfat, selbst in hsheren Konzentrationen, verursacht da-
gegen eine Wachstumsbeschleunigung der Keime. In
einem weiteren Blindversuch mit drei verschiedenen Kon-
zentrationen von Ammoniumsulfat, diec dem Gehalt an
Ammoniumsulfat in den 10-, 50- und 100-mgprozentigen
Mucoproteinlésungen entsprechen, wurden folgende Werte
der Wachstumsinhibition bestimmt: +15,8; +27,1 und
20,4%, {der Zuwachs bei einer Kontrollgruppe ohne Am-
moniumsulfat war gleich 1009). Die hochste Aktivation
durch Ammoniumsulfat in der 50-mg-prozentigen Muco-
proteinlésung konnte also die Hemmungswirkung der
Mucoproteine vollstindig maskieren. Der Aktivations-
effekt des stickstoffhaltigen Salzes in der 10mgprozen-
tigen Mucoproteinlésung war jedoch noch nicht wesent-
lich. Das wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass die
Hemmungswirkung des Mucoproteins des Rinderblut-
plasmas, das auch nach WEIMER isolicrt, jedoch speziell
gereinigt und von NH,*-lonen volistindig befreit wurde,
dhnliche Werte wie bei der obenerwidhnten Mucoprotein-
losung aus Humanblut aufweis.

Eine absolut deutliche Hemmung (bis zu der Hilfte
des Ausgangswertes) konnte man bei Harnmucoprotein
feststellen, Dagenen ergab dic mucoprotein- und muco-
polysaccharidhaltige AsTrups-Harnfraktion, die mit
Hilfe ciner Prazipitation mit Benzidinhydrochlorid iso-
liert worden warl%, kein statistisch gesichertes Ergcbnis.

Das Resultat mit einem Kinderserum bestitigte nur
die bereits zur Verfiigung stchenden Literaturangaben 1718,

Es zeigte sich, dass man die Ergebnisse durch weitere
Versuche stiitzen muss, und zwar durch Testen der Hem-
mung des Wachstums und der Metamorphose bei Kaul-
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quappen von Rana temporaria’®. Die Versuche, deren Er-
gebnisse an anderer Stelle verdffentlicht werden, zeigten
eine Durchschnittshemmung der Wachstumsgeschwindig-
keit der Tiere beim plasmatischen Mucoprotein von
—61,7%, beim Serum von —55,3%; sie ist in beiden
Fillen deutlich signifikant.

Die Ergebnisse beider Vorgidnge bestitigen also die-
selbe Tatsache, dass Mucoproteine animalischer Herkunft
das Wachstum von biologischen Individuen hemmen
kénnen.

Extrahepatic 7a-Hydroxylation of
Dehydroepiandrosterone

In a number of papers dealing with the in vifro cata-
bolism of steroid hormones, the tissue localization of the
metabolic activity has been studied predominantly in the
liver and the kidneys. Several authors, however, have
drawn their attention also to other organs: BRown et al.1
investigated the in vitro metabolism of cortisol in various
rat organs and found the matabolic activity to be present
not only in the adrenals and the liver, but also in the
pituitary, the gastrointestinal tract, the kidneys, and the
spleen. The extrahepatic catabolism of steroid hormones
involving the action of dehydrogenases and A%hydro-
genases is dealt with in several studies which are devoted
almost exclusively to corticoids?-4, occasionally also to
progesterone®. In addition to endocrine organs, the extra-
hepatic catabolism was followed in the lungs, the kidneys,
and the blood. The extrahepatic enzymatic hydroxylation
of steroids in vifro has not yet been subjected to investi-
gation.

Studies on the in viiro metabolism of 38-hydroxy-45-
androsten-17-one (dehydroepiandrosterone —~ DHA)¢-*
have as yet dealt with metabolic activity of the liver only.
Our previous experiments concerned with the problem
of the organ specificity of the liver in the enzymatic
hydroxylation of dehydroepiandrosterone iz vitro re-
vealed some degree of the 7a-hydroxylating activity to be
present also in several other organs. It is for this reason
that we focused our attention on the extrahepatic trans-
formation of DHA in vitro.

Female rats of the Wistar strain, weighing 100 to 170 g,
were used for experimentation. 2 g of fresh tissue was
homogenized in 23 ml of a Krebs-Ringer phosphate buffer
solution. The homogenate with glucose added (0.05%)
was subsequently transferred to a solution of 2 mg of
dehydroepiandrosterone in 1 ml of triethylene glycol. The
mixtures were incubated at 38°C in an oxygen atmosphere
over a period of 1 h, 7¢-Hydroxylation was also investi-
gated in tris-buffer, pH 7.6, the yields being somewhat
lower. Extraction of the incubation mixture with ethyl
acetate, purification of the extract using chromatography
on a thin layer of alumina, paper partition chromato-
graphy in the Bush B3 system, and evaluation of the
chromatograms after detection with the antimony tri-
chloride reagent were all performed as described else-
where 19,

The lung, the liver, the kidney, the spleen, the heart,
the blood, the muscle, and the adrenal, respectively, were
tested for their hydroxylating activity. The results were
repeatedly positive with all organs examined except for
the adrenals, where a definite hydroxylating activity was
found only in one case. When comparing the 7a-hydroxyl-
ating activities, considerable quantitative differences be-
tween individual organs, as well as varying results from
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Summary. Anti-growth activity of animal mucopro-
teins on germinating seeds of Lupinus albus was tested;
the inhibition with plasma mucoprotein was statistically
significant. The inhibition with urine mucoprotein ac-
cording to ANDERSON was the most effective.

M. LepviNa and J. VELTRUSKY

Zentrallaboratorium des Kvankenhauses Ovinz in Gottwaldov
{Tschechoslovakei), 29. Oktober 1962,

individual experiments, were found, perhaps owing to a
lack of completely adequate homogeneity of the biological
material used in the present study. The results are shown
in Table I.

To obtain more thorough information regarding the
properties of the extrahepatic 7«-hydroxylating system,
the results obtained for the lungs were compared with
those for the liver. Because of the possibility of a species
dependence of the activity of 7a-hydroxylase !}, 7a-hydro-
xylation of DHA was investigated also in the lungs and
the livers of rabbits and calves, using identical methods.
During the incubation, 7a-hydroxy-dehydroepiandroster-
one {7a-OH-DHA) was produced in all cases; yields from
calf and rat tissues were closely parallel, whereas those
from rabbit tissues were reduced to about one half.

‘When using thin-layer chromatography on alumina and
paper partition chromatography, the chromatographic
properties of the substance obtained by incubating 300 ml

Table I. Organ dependence of the in vitre 7a-hydroxylation of DHA
in female rats. 2 g of tissue were incubated with 2 mg of DHA

Tissue Range of yields
72-OH-DHA/1 mg of DHA
224
Liver 4.0 - 30.0
Lung 2.0 - 34.0
Kidney 3.0 - 78.0
Spleen 5.0 -150.,0
Heart 2.5 - 16.0
Blood 2.0- 35
Muscle 4.5~ 135
Adrenals 0.0 - 13.0

2 100 mg of adrenal tissue were incubated with 0.5 mg of DHA.
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