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Abstract

Problernacy: 'Ihe occurrence of metabolic regulators in the placenta has been described.
It was of interest to separate these regulators into individual components and to characterize
these Iractions further.

Material and methods: The influence of solutions from lyophilized fetal or maternal
placenta on the respiration and the amilo acid. incorporation was investigated in Ehrlich ascites
tumor cells or rat liver slices and in rat liver cell-free systems, respectively.

Fractionation of placental extracts on Sephadex G-100: Homogenate supernatant or solu-
tious of lyophilized placental preparations were separated o+ Sephadex G-1QQ cotumqs (45 g^I
1cm or 45-cmx2.5cm) by elution with TMK-buffer (10-'zM tris-HCL, ytH7.4, 10-2M KCL,
1.5 x 10-3M MgOlr). The eifeot of individual fractions on the amino acid incorporating activity
was tested in a rat liver cell-free system.

Cell-Iree system: The cell-free system was composed as follows: ATP 1 mM, QTP 0.15 mM,
3-phosphoglyöerate (sodium salt) 10 m,M, MgClr7.2 mM, KCI 100 *JVI,ltts-IICI pl{ ],\ 65 mN.I,

12-0,000 g -tiver supörnatant 200 p,llml, liver microsomes (_4 +S/-l) 200 p'\m!, tnQ(U) protein
hydrolysate (specifil activity 54 müilmatom carbon) 5 p,Cilml,, eluate after gel f iltration t0 p,Ilml.
Incubation vo-lume: 0.5 mü, incubation temperature: 37 "C. Samples (50pl) were taken in 15 or
20 min. intervals and incorporation of ratlioactivity into proteins was determined according to
MaNs and Novnr,lt (8).

SDS polyacrylaniiile gel electrophoresis: We incubatecl eluates after the gel filtration with
1% sotliüm'dod'ecylsulfate - lo/o mercaptoethanol during 3 h at 37 oC ancl separated the com-
ponents on 15 o/o iolyacrylamide gels as described by Wnnnn and OsnonN (16). After the run
(4 h at 8 mA/gel) gels were stained. in 0.1o/o amido black.

Results: 1. Extracts from bovine decidua stimulate the oxygen consumption of Ehrlich
ascites tumor cells but inhibit the oxygen consumption of rat liver slices (about 30 and 23o/o or
more, respectively). 2. Decidua inhibits the incorporation of amino acids into proteins in cell-tree
preparatiöns from.rat liver antl Ehrlich ascites tu_mor, chorion inhibits onJy tumor pr_eparations
but stimulates the liver system. 3. The placental extracts contain a series of stimulators and
inhibitors (decidua) of protein biosynthesis, which can be separatcd by S.l f iltration. 4. Stimula-
tors are f orind in the fractions atter geltiltration, containing proteins of molecular weight < 10,000
to 60,000 daltons, one of the two inhibitors is in the fraction containing proteins of molecular
weight about 10,000 and 17,000 daltons.

Zusammenfassung

1. Extrakte aus Rinderdezidua stimulieren den Sauerstoffverbrauch von Ehrlich-Ascites-
tumorzellen bis zu 30oÄ, sie hemmen jedoch den Sauerstoffverbrauch von Rattenleberschnitten
um mindestens 23o/o.
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2. Dezidua hemrnt den Arnirrosäureeinbau irn zellfreien System aus Rattenleber urrd Ehrliclt-
Ascrtestumor, Chorion hingegen hemmt nur beim Tumorsystem und stimuliert beim LebeTystem.

3. Die Plazentaextrakti beinhalten eine Reihe von Stimulatoren und Hemmern (Dezidua) der
Proteinbiosynthese, die durch Gelfiltration getrennt werden können.

4. Sbimülatoren werden in jenen Fraktibnen nach der Geltiltration gefunden, die Proteine
vom Molekulargewicht <10000 bis 

-<60000 
Dalton enthalten; einer^der beiden Inhibitoren

ist in jener Fraiktion, die Proteine mit dem Molekulargewicht etwa 10000 und 1?000 Dalton
enthält.

Plazentaextrakte können in vivo das Wachstum bösartiger Tumoren lWalker-Carci-
nom der Ratte, Brown-Pearce-Carcinom des Kaninchens (13) und Ehrlich-Ascitescarcinom
der Maus (11, 13)] hemmen. Auch in vitro zeigten sich Präparationen aus diesem Organ

gegenüber verschiedenen Stoffwechselreaktionen von Tumor- und Normalzellen wirk-
sam. Dabei wurde vielfach ein Unterschied in den Wirkungen des maternen bzw. fetalen

Plazentaanteils gegenüber dem Testsystem festgestellt. Die Stimulierung des Phosphat-

einbaues in Rattenleberexplantate durch Ratten- oder Humanpla'Le:nta (18) ist beispiels-

weise vor allem auf l'aktoren in der Dezidua zurückzuführen (3). Beim Yoshida-Tumor
der Ratte hingegen verminderte Dezidua den Phosphateinbau, während Choriorr eine

IJrhöhung dieses Stoffwechselparameters bewirkte. In ähnlicher Weise führte Ohorion

in einem zellfreien System aus HeLa-Zellen zu einer trrhöhung des Phenylalanineinbaues in
Trichloressigsäure-fällbares Protein, wogegen Dezidua wirkungslos blieb (a). Im naoh-

folgenden wird über eine weitere Charakterisierung und Trennung dieser Pla,zenta,inhalts-

stoffe berichtet.

Material und Methrtden

.b'raktionierung von Plazentaextrakten durch Gelfitration über Sephadex G-100: Extrakte
aus frischen Plazönten wurden bereitet durch Hornogenisieren des Ausgangsrnaterials mit tlern
3fachen Voiumen TKM-Puffer (10-2M Tris-HCL,pH7,4,10-2M KCi, 1,5 ' 1-0-t.M tttglfz)-in einern
Uitraturrax-Homogenisator (2 x25 Sek.) und nachfolgendes. Klarzentrifugie.ren (45 Min. P.i
15000g und 90Min. bei 120Ö00g). Lyophilisate.wurden.in einer Konzentralio.n.y91 10mg/ml
in TKM gelöst, den unlöslichen Anteit zlntrifu-gierten.wir während 15 Min. tei !O.OO 

g_ab. Die
Trennung"erfolgte an Sephadex G-10O-SäuIen (ab x 1 cm) mit l- oder 2 mü ExtraLt obiger Konzen-
tration, i'obei är Elutiön des Materials ebenfälls TKM-Puffer diente. In einer Fraktion sammel-
ten wir jeweils 30 Tropfen. Durchschnittlich__jede zweite Fraktion testeten wir im zellfreien
Ansatz aüI ihre stimulieiende oder hemmende Wirkung gegenüber dem Einbau von radioaktiven
.A,minosäuren in PolYPePtide.

Zellfreies System är.is Rattenleber: Die Konzentration der einzelnen Komloncuten des zell-
freien Svstems war: ATP 1 mM, GTP 0,15 mM, 3-Phosphoglycerat (Na-Salz) 10 mM, MgCl,
7,2 mM," KCI 100 mM, Tris-HCl pH 7,2,65mM' !00009 Leberübersta$,20!yllml., Leher-

-irroso-.n G mgmt) 200 pl,lmt, Proteinhydr,olysat-1a0(U) (gpezifische Aktivität 54 mOi/mAtom
Kohlenstolf\ Sudilm[. Außerdem enthieltön die Ansätze je 10prllml von den durch Gelfiltration
sewonnenen Fiaktionen. Das Volumen eines Ansatzes war 0,5 ml. Der während der Inkubation
6ei 3?'C erlolgte Einbau von Aminosäuren in Trichloressigsäure-fäIlbare .Lolypeptlae wurde
bis zu einer Diuer von 45 Min. nach d.er Methode von MlNs und Novnr,r,r (8) bestimmt. Dazu
wurden in bestimmten Zeitabständen den Inkubationsansätzen Proben entnommen, auf Fil-
trierpapierplättchen aufgebracht undlür die Messung der Radioaktivität im liquid scintillation
countei (Tiicarb der Fa. Packard) autbereitet.

SDS-'Polyacrylamiilgelelektrof horese: KlarzentrrJ$Bierte Organlyophilis_allösunge.n oder Elu-
ate nach Odr SeptraOexiiltratiori wurden rnit 1 o/o Merkaptoäthanol. und. 1 o/o Natriurndodecyl-
sulfat versetzt uüO a Std. bei 3? 'C inkutriert. Eluate mit geringem Proteingehalt lyophilisierten
wir zunächst und, nahmen sie dann in 300pl einer 1o/o-Na-Dodecylsulfat-1o/o Merka_ptoäthanol-
lösung auf , um sie dann ebenso zu behandeln. Das Gelsystem _war analog dem von Wnnnn und
Osnofin (1'6) beschriebenen, jedgch erhöhten wir die Pufferkonzentration qt "3.0o/o^und.rlie
Acrvlamih-Eis-Konrentration-auf Lb bzw. 0,27 o/o. Nach einem 2stündigen Vorlauf bei 8*mA/Gel
ertoigte die eigentliche Trenmrng, bei gleicher Stromstärke in einem 4stündigen Lauf. Die Fär-
bung"nahmen"wir in der üblichen Weisö mitO,l o/o Amidoschwarz vor.

öie Bestimmung des RNS-, DNS- und Proteingehaltes von Extraktlösungen erfolgte nach

Mn.rs.{uru (10), SnlixIN(l4) bzw. Lownv et al. (7).
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Er gebn'isse u,nd, Dislrus s'ion

In Ergänzung zu den in der Literatur beschriebenen Einflüssen vort Deziduaextrakten
auf den enospträt- und Aminosäureeinbau in Tumorzellen (3, 4) beobachteten wir eine

Steigerung des Sauerstoffverbrauches von Ehrlich-Ascitestumorzellen (Abb. 1). Dieser
Effekt trat sowohl mit Homogenatüberständen aus frischen Rinderplazenten ein als auch
mit Lösungen von Lypohilisatenl). Aus diesem Grunde verwendeten wir künftig Trocken-
präparate, was den Vorteil stets konstanten lJntersuchungsmaterials bot. Das Verhält-
nis der Konzentration an Protein : DNS : RNS in einer wäßrigen Lösung solch eines

Lyophilisates war 2700 :250 : 36 pglml. Eine ähnliche Zusammensetzung wies die Lösung
eines Chorionlyophilisates auf, nämlich 2400 : 165 : 58 pglml.
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Abb. 1. Stimulierung des Sauerstoffverbrauchs von Ascitestumorzellen durch Extrakte aus dem
mätterlichen Teil der Rinderplazenta. Abscisse: ,ag Dezidua (trocken)/ml Ansatz, Ordinate: Qor.
Abb. 2. I{emmtrng des Sauerstolfverbrauchs von Leberschnitten durch Extrakte aus dem mütter-
lichen Teil der Rin.derplazenta. Abscisse:,ag l)ezidua (trocken)/mü Ansatz, Ordinate: pl Or/100 mg
Leber (feucht).

Fig. L. Stimulation of oxygen consumption of ascites tumor cellsbyextractsof thematernalpart
of bovine placenta. Abscissa: pg decidua (dry)/ml. Ordinate: Qor.
Fig. 2. Inhibition of oxygen consumption of liver slices by bovine decidua extracts. Abcissa:
prg decidua ldry)/ml. Ordinate: pI Orl700 mg liver lwet weight).

Bei Normalgewebe, wie etwa Rattenleber, hatte die Dezidualösung die umgekehrte
Wirkung im Vergleich zum Tumor: sie hemmte die Atmung proportional zur zugesetzten
Menge (Abb. 2). Da der Sauerstoffverbrauch als Maß für das Ablaufen oxydativer Pro-
zesse dienen kann, würden diese Befunde, gemeinsam mit den früher erhobenen Befunden
über die Beeinflussung des Phosphateinbaues, bedeuten, daß im maternen Anteil der
Plazenta Effektoren vorhanden sind, welche den Stoffwechsel von Tumorzellen nach der
katabolen Seite verschieben (Erhöhung der gestörten Atmung und Verminderung der
mit der erhöhten Proliferationsrate zusammenhängenden überschießenden Synthese-
rate), während in der Normalzelle eine Verschiebung in anaboler Richtung erfolgt. Be-
merkenswerterweise wird der Aminosäureeinbau im zellfreien System sowohl aus Ratten-
leber als auch aus Ehrlich-Ascitestumor durch Rinderdeziduaextrakte gehemmt, während

1) Die nach einem von
1 090 821, DBP. 1 033 3?4)
der Fa. Vitorgan, Stuttgart,

15*

K. Theurer entwickelten, schonenden Verfahren (K. Theurer, DBP.
erhaltenen Lyophilisate wurden uns in dankenswerter Weise von
zur Verfügung gestellt.
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Abb.3. Einiluß von Extrakten aus Rinderplazenta (fötaler und materner Anteil, lprg Trocken-
substanz/mü Test) auf den Einbau von Aminosäuren (laO-Phenylalanin f Aminosäuregemisch)
in Polypeptide durch ein zellfreies System aus Rattenleber (microsomale Fraktion).
Abb. 4. Eintluß von Extrakten aus Rinderplazenta (fötaler und materner Anteil, 1pg Trocken-
substanz/ml Test) aut den Einbau von Aminosäuren (laO-Phenylalanin * Aminosäuregemisch)
in Polypeptide durch ein zellfreies System aus Ehrlich-Ascitestumor (microsomale Fraktion).

Fig. 3. Influence of bovine placental extracts (fetal and maternal, 1,ag dry sr.rbstance/ml test) on
the incorporation oI amino acids (1a0-phenylalanine + amino acirl mixture) into polypeptides by
a cell-free system from rat liver lmicrosomal fraction).
Fig. 4. Inlluence oI bovine placental extracts (fetal and maternal,Ip,g dry substance/ml test) on
the incorporation of arnino acids (laO-phenylalanine * amino acid mixture) into polypeptides by
a cell-free system from Ehrlich ascites tumor (microsomal fraction).
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Chorionextrakte nur im Tumorsystem hemmen, im Lebersystem hingegen stimulieren
(Abb. 3, 4).Dadurch wurde die Vermutung nahegelegt, aan aie Organextrakte ein Ge-
misch verschiedener Stimulatoren und Hem*ur Jntnälien könnten,"deren Wirksamkeit
von äußeren Bedingungen abhängig ist. Die Tatsache, daß versähiedene, früher be-
schriebene Stoffwechselreaktionen hinsichtlich Stimulierbarkeit oder Hemmbarkeit weit-
gehend von der Konzentration dieser Effektoren abhängig war, würde ebenfalls für eine
Heterogenität der Effektoren sprechen (9, 4,IZ).

Die Auftrennung der Dezidu a-bzw. Chorionextrakte mittels Gelfiltration auf Sephadex
q-100 ergibt das in Ab.b.-5 wiedergegebene Profil. Man kann eindeutig erkennen, daß der
Chorionextrakt aus mindestens ? värschiedenen Stimulatorun gug.n"über dem als Test-
objekt verwendeten zellfreien System aus Rattenleber besteht. öei Deziduaextrakt hatte
wohl hinsichtlich der Stimulatoren eine sehr ähnliche Zusammensetzung, wies jedoch
darüber hinaus mindestens 2 Komponenten mit hemmender 'Wirkung 

auf den Amino-
säureeinbau auf. Die^'Wirkung der untersuchten Stimulatoren (f'raktiän 14, Ig,22) und,
Hgmmer (x'raktion 20) war ihrer, dem Testsystem zagesetzten Menge proportiona,l
(Abb. 6).

Die weitere llntersuchung der einzelnen X'raktionen mittels SDS-polyacrylamidgel-
elektrophorese ergab die Anreicherung einzelner Komponenten in bestimmten Frak-
tionen (Abb. 7). Die Hauptmenge des Proteins ist in dän tr'raktionen bis 3? enthalten.
Diese X'raktionen entsprechen dem ersten Gipfel mit stimulierender Wirkung aus Abb. b.
Wie orientierende 

. 
Untersuchungen über das Molekulargewicht der einzel"nen Kompo-

1_ente-n 
durch Vergleich ihrer Mobilität im SDS-Gel mit dän Mobilitäten der Eichproteine

Katalase, Trypsin T_d !y* zym ergaben, haben die beiden langsamsten Komponenten
der tr'raktion 15 ein Molekulargewiclit von mehr als 60000 Daltoi, entsprechen älso etwa
d-en- durch Sephadex q 109 ausgeschlossenen Substanzen. Die s rruupiiomponenten der
n'raktion 27 haben Molekulargewichte von etwa 39, 30 und 1Zx 10s Dätton. Da die X.rak-
tionen 22-27 die höchste Stimulierung im zellfreien System .tg.ü*, entspricht mög-
licherweise eine der.beiden langsamer wändernden Komponententem Stimulator. nrak-
tion 41 schließlich ist dem Bereich des ersten Hemmers entnommen. Die Hauptmenge
des Proteins wird durch die Komponente mit annähernden MG von 1?x 10s Dalton
repräsentiert; daneben gibt es abef noch eine geringe l\{enge einer Subs tanz mit einem
MG < 10a Dalton.

Über anscheinend ähnliche Regulatoren in der Rattenleber wurde in letzter Zeit
mehrfach berichtet. In Übereinstimmung mit den grundlegenden Arbeiten von Rlsns et

Abb' 5' Einfluß einzelner Fraktionen von Extrakten aus Rinderpla-zenta-nach Fraktionierungüber sephadex G-100 auf den Einbau von 1ac-aminä.a"i." (protäinhy;;;lvsat) in polypeptide
durch ein zellfreies System aus Rattenleber. I"[,;ü;;i;;;;;ir';äöMi-n..i?ä,itr"ri" g0rdäriiö-,ä
microsomale .RNS. a)-Dezidua, b) Chorion.
Abb' 6' Abhänsiskeit der Einbaurate von la0-Aminosäuregemischen in T0A-fällbare polypep-
tide eines zeltfräiä Systems aönätiä"run.r uon aär rvi..trgu an- zagesetzten gereinigten Fraktionenaus Rinderplazenta (materner anteil). Proteingehatt-äer"nrar.;ir?-äö;öb ,TtÄt, Eluat.
Fig' 5' Intluence of different fractions of b.ovine placental extracts following fractionation onSephatlex G-100 on the amino acids (1a0-prote^in rryäräiy*'ute) incorporating activity of a cell-freesvstem from rat live1. rncubation perioä: ä0;iä; ää;;;i--öti.'p"t;0;f'.icroso.ar RNA).a) decidua, b) chorion.
Fig' 6' Dependence of the incorporation of la0-amino acid mixtures into TgA-precipitable poly-peptides.ot a cell-free system trdm ratliveronthe qil;ity of adaeä pliitfua^fractions of bovinematernal placenta. proiein content ot fraction zo: öt istÄt;i;"t.. 

-
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Abb. ?. Untersuchnng einzelner Deziduafraktionen nach Trennung auf Sephadex G-100 durch
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. In Abweichung zu den unter ,,Methoden" gemachten An-
gaben war die Särilendimension bei der Gelfiltration 45x2,5 ctn, die aufgetragene Substanzmenge
war 100 rng Lyophilisat, gelöst in 10 ml TMK-Puffer. Der in Abb. 5 bei Fraktion 20 dargestellte
Ilernrnstolf rvar unter diesen Bedingungen erst in Fraktion 41.

Fig. 7. Further separation by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of intliviclual decidna
fractions obtained by passage through Sephadex G-100. As a modification of the data given in
" rnethods" the dirnensions oI the column used f or gel f iltration. were 45 cm x 2.5 cm, the separated.
rnaterial amounted to 100 mg lyophilized placental preparatiorr dissolved in 10 ml of TKM-buffer.
Unrler these conditions the inhibitor, clemonstrated in fraction 20 of the pattern shown in figrrre 5,
was eluted from the column not before fraction 41.

a,l. (12) fanden beispielsweise Vor,u und Wrr"vss (15) im Serum teilhepatektomiertcr
Ratten einen n'aktor, der eine Reihe von Stoffwechselreaktionen in der Leberzelle stimu-
lierte, in Tumoren jedoch hemmte.

Aber auch in der normalen Rattenleber sind analoge Faktoren vorhanden. Nach den
Befunden voN DnR l)pcxnxs (1) existieren in diesem Orga,n mehrere Regulatoren der
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Proteinsynthese, sowohl hemrnende als auch stimulierende. Ihr Molekulargewicht ist
meist unter 5000 Dalton, mitunter jedoch auch darüber. Einer dieser höhermolekularen
Faktoren, ein Inhibitor des Aminosäureeinbaues, wurde näher untersucht (Z).Dieser
tr'aktor ist vermutlich ein Protein und hemmt in einer Konzentration von OO p[1iZO pt aie
zellfreie Proteinsynthese in einem Rattenlebersystem zu 30o/o. Einen Effeftln gläicher
Höhe können wir auch mit unseren Deziduaextrakten bzw. der Fraktion 20 trurü'Gelfil-
tration erhalten, unser l'aktor ist jedoch schon bei etwa U300 obiger Konzentration,
nämlich bei I,3 p,gl500 pl Ansatz wirksam (Abb. 6). Stimulierende n'aktoren des Serums
wurden in letzter Zeit im Zusammenhang mit dem Wachstum in vitro von Ehrlich-
Ascitestumorzellen untersucht (5).

Wenngleich nähere Angaben über die Struktur sowohl der Hemrner als auch der Stimu-
latoren von den beiden vorgenannten Autoren noch nicht gemacht werden können, glau-
ben sie doch genügend Hinweise in der Hand zu haben, um eine Wirkung auf der $trf.
der Initiation für sehr wahrscheinlich zu halten. Ein ähnlicher Mechanismus könnte auch
bei den aus der Plazenta isolierten l-raktionen vorliegen. Der Hauptteil des lJffektor-
moleküls ist vermutlich ein?eptid. Wieweit diesePeptideselbst wirksam sind [wie etwa
I'eptidhorrnone, welche die Translation stimulieren können (6, g, 1Z)] oder nrt ä1, Träger
für die eigentliche Wirkkomponente (".8. Steroid, Nucleotid) dieneniist noch unbekannt.
Es ist nicht unbedingt notwendig, daß die große Zahl der bei der Gelfiltration erhaltenerr
Stimulatoren voneinander völlig verschiedene Komponenten darstellen. Es wäre vielrnehr
denkbar, daß es sich um verschieden große Untereinheiten oder metabolisch aktive
Bruchstücke weniger Grundkomponenten handelt hzw. eine oder wenige Wirkkompo-
nenten an verschieden große Peptidträger assoziiert sind.
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