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Abstract

Problem: As it is knorvn that placental factors rntry reduce the growth rate of tttmors it was of

interest to look for possible components inhibiting the incorpora,tion of thyrnidine into DNA and
to investigate their specificitv against tumor cells.

I{ateiial and methods: Extracts from the maternal part of bovine placenta were separated
on Sephactex G100 as clescribed earlier (4). Further separatiön of individual fractions- on 15 % SDS-
pol.vaäryiamide gels has also been described (a). After 6 hours o^f electrophoresis, gels were stainerl
*itir O.i )i amidö black or dissected with a gel slicer. B-etween 8 anci 16 slides, 0.5 mm thick were
pooied, eiritea rvith 1 rnl of rvater and dialysecl against 0.9 o/o^sodiurn chloride. Aliquots from dialysa-
'tes o. 

'colurnn 
eluates rvere usecl to follorv the influence on 3H-th-vmidine incorporation (5) into rat

bone tnarrow or mouse ascites tumor DNA.
Results: IJpon separation of bovine decidua extracts on Sephadex_G100 columns, mainlv.2

ranges (fractioni 8-1Ö and.tr5-48) in the elution profile containing inhibitors of thy.midine in-
corioruiiotr, were cletecterl. The material of fractioni 8-18 can be resolved_into 2 regions,^being
active preclominantly in bone marrorv (fraction 16) or tumor -(fraction 12) cells, ea,ch of -thg 2 frac-
tions deing still inhbmogeneous. Further separatio-n on SDS-polyacrylamid-e. gels- resulted in the
app.u.un.ä of 4 differenf components in fraction 16, being active in.diminrshing. the.incorpor.ation
räde. The molecular rveight of ihese components, determined by.o-.t..tropholesis {!Jt.proteins of

knorvn molecular weight] is about ?,600, 60,000, 100,000, and 180,000 Dalton. The inhibitory action
of the compounds is proportional to their concentration in the test svstem.

Zu,sammenf assung

Die Inhaltsstoffe eines Extraktes aus Rincler-Dezidua rvurtlen durch Gelchrornatographie auf
Sephadex G100 getrennt. Die Prüfung der einzelnen Fraktionen auf ihre Wirk_ung gegenüber denr

Thymidineinbau"in die Dl\S von Kriochenmark- oder Ehrlich-Ascitestumorzellen t_tguL das.Vor-
liegen von 2 Bereichen cles Elutionsprofils mit signifikanter Inhibitorivirkung: 1^. _d^t.^,Fraktlonen
45'- c8, die gleichermaßen den Thymidineinbau in Normal- und Turnorzellen auf 10o/o der Kon-
trollen.hemmlen, und 2. clie Fraktiönen 8-18, die sich in einen Bereich aufspalten lassen, dervor-
wiegencl Inhibitoren für Tnmorzellen enthält (um Fraktigl 1_2), und in.einen anderen, der vor allem
beiäen l{nochenmarkzellen rvirksarn ist (um Fraktion 16). Die nach diesen ersten 1'renn_un-gsschrit-

ten erhaltenen Fraktionen sind noch nibht einheitlich - die rveitere Trennung der }.raktion 16

rlurch SDS-Pol5'acrylamidgel-Elektrophorese ergab neben einigen inaktiven Proteinen auch noch

4 Komponenten mii tnninitorwirkun[. Ihre Mol-ekulargewichte-betragen rund 7600, 60000, 100000
und 18ö000 Dalton, uncl ihre Wirksamkeit ist proportional ihrer dem Test zugesetzten Menge.

Aus früheren Arbeiten ist bekannt, daß Plazentacxtrakte das Wachstum experimen-

teller Tumoren hemmen können. Dies wurde sowohl am \Yalker-Carcinom der Ratte und

am Brown-Pearce-Carcinom des Kaninchens nachqewiesen (8) als auch am Dhrlich-Ascites-
carcinom der Maus (7, 8). Die in weiterer Folge in vitro erltobenen Befunde über den Einfluß
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derartiger llxtraktc auf die Iufrralutte \ron anorganisr,henr Phosphat durch lixplantate oderf{ulturzellen(2, 9)hzw. iiber den Einbau von Aäinosäurcn in die proteine von HeLa-Zellenist mit diesen Beobac-htungen weitgehencl vereinbar. Darüber hinaus zeigte' die in vitro-
Versuche aber vttr allem, daIJ offenbar eine unterschiedliche Beeinflussüng dieser Stoff-
wechselparameter durch ntaterne oder fötal e Plazentakomponenten eintrit t'(2, ZS und daß
möglicherweise auch spezifische llffekte auf Norm al- bzi, Tumorzell.ti urigl,irrt-'.o..a.n
können. Die Befunde deutert aber auch das Vorliegen einer Reihe verschiedener Faktorenmit hemmendem, aber auch stimulierendem Einflu-ß in den Plazentaextrakten an uncl daßdie unterschiedliche Wirkung zwischen mütterlichen und fötalen Fraktionen auf einer" unterschiedlichen Verteilung einzelner dieser 'Wirkstoffe 

beruhen könnte. Eine Auftrennung
der Totalextrakte an Sephadex G100-Säulen ergab in der Tat ftir den 0horionextriikt eineVielfalt von Komponenten, die auf die Proteinsynthese eines zellfreien Lebersystems stimu-
lierend wirkten- Mit Deziduaextrakten wurde .in tib., weite gu..i.h. ahnll;"h;$.ktr"*
gefunden; zumindest 2 l-raktionen zeigten aber eine signifikante Hemmwirku'g auf die
Protein-Synthese- Ka p azftäf $).
- Il d9-t vorliegenden Arbeit erfolgt uutr eine weitere Charakterisierung 4er Deziduaextrakte
durch die Untersuchung ihres Einflusses auf den Einbau von Thymidin in die DNS von
Ehrlich-Ascitestumorzellen und Knochenmarkzellen. Dieser \rorgairg, der unmittelbar vor
der Mitose abläuft, ist eine der Schtüsselreaktionen fiir die Zellteiiung. Sein Ausmaß wird inder Tat durch die Gegenwart geeigneter Plazentafraktionen in hohein Maße bestirnmt. Die
wirksamen Komponenten finden sich sowohl im niedermolekularen (lfolekulargewicht etwa
7600 Dalton) als auch im höhermolekularen Bereich (60000-10000b Dalton und darlber).
Nach den bisherigen Befunden scheinen gerade in letzterenr Bereich Kompouenten e1t-halten zu sein, die eine rtttterscliiedliche Spezifität gegenüber Nonlal- bzw. Tumorzellen
aufweisen.

M aterial und XI etlr,oden

^ Alt Ausgangsmaterial verr'vendeten u,ir entweder frische Rinderplazenta (in rnütterlichen unclfötalen anteil g-etrennt) oclerlyophilisatel) qie;.s p;;Ä, nachctem sich ttie'hiilffi:;;;gk.if 'äi....
beiden Materialien für die von uns untersuchten Reiktionen erwiesen hatte. Di. Tr;il",,ng iriitt.t.Gelfiltration über sephadex G100 oder durch sns-Folyu..yru-iJg.1-üil.ttopnorese erfolgte rviefrüher beschrieben (4i. Auerdings erhöhten wir die Elektrophoresedau.,-, orJ."ri^rä.i"gräi.h3; Vur-suc-hsbedingungen, auf 6Std. Näch dern Lauf wurd.tr diu Öete ent*'eo.i i"it 0,loÄ.{hl,l;;;i.*,,r,gefärbt oder mit dem Gelschneider in 0,ö rnm dicke s.rrrin." g.*hnid;;,^'äi. ,rir',"r" J.rräirr'A Ui,16 stück vereinist und rnit l rnl'wasser.versetzt, €9gen 0,go/o f;büi;itrLtt.n. Die solcherart vomSDS befreiten Eiuate Lon"te" äurril'u,i. bei dei TJrr".r,aong r-on Sä1lenellaten, direkt den Test-ansätzen zugesetzt rverden.

Zur l]ntersuchung.der llapazität d9g Tlymjdineinbaues in clie DNS verl'endeten rvir entweder?-9 Tage alte lhrliih-Ascitestumorzellen 1äiptoiaei stu,-- ,,H.ia.iu.rgliettr6,,) oder Knociren_tuarkzellen etwa 2 Monate alter Ratten. Iur iinrigen gingen wir nach ri.rl .lä} p-r""oit". i;) [rr.rrri.-enen Methode vor.

Ergebnisse

Die Trennurtg eines Deziduaextraktes rnittels Gelfiltration über Sephadex til00 ergab
Yor allem 2 Klassen von Yerbiudungen, die bei 280 nm absorbiertel 1Abb. f . ''tere Kurve).
Wenn man die einzelnen Irraktionen auf ihre Fähigkeit, den Ttr-vrnidileinba, in worn ui-
oder Tumorzellen zu beeinflussen, utrtersucht, finriei man in eiligel clieser tr'raktionen be-trächtliche Hemmaktivitäten. Dies ist sowohl bei dem mit den x'räktionen 4b-bg eluierten
Material der Fall als auch bei clen Komponenten der tr'raktionen 8-18. Dieser Bereich hat
sich als besonders interessant erwiesen, da dort znmindest 2 Faktorel mit verschieden gr0-

1) Die Lyophilisate wurden
DBB. 1 033 5?4) hergestelt und
zur Verfügung gestellt.

nach einem von K. Tnpunrn entr-ickelten \rerfahren (DBp. 10g0g21,
runs in dankenswerter 'weise 

voir der Firrna \-itorgan,'stultgart/Rlrii,
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Abb. 1. Eluationsprofil eines Rinderdezicluaextrakts nach, Tremrttng in einer ,Qephadex G100-Siule

l+i ii"i.tu Iiurvef und Einfluß einzelner Fraktionen auf den Einbau von 3H-Thvmidin in die DNS

uon Turtrotzellen (EAC) rincl I(nochenrnilrk (KM) (obere l(urven).

Fis. 1. Elution pattern of an extract frorn bovine clecidua, sepnratetl by gel filtration over Sepha,-

äri C1OO (lorvei curve), and influence of individual fractions on 3H-th1''rnicline incorporation into
lXL ot turnor cells (EAC) or bone marrow (KlI) (upper ctrrves).

Einbaurate - rtrte of incorporation.

ßer Aktir.ität im Knoclieunrark- nnd Turnorzellsystent enthalten sind. Die größte Wirksam-

keit gegenüber den Normalzellen ist in der Fraktion 16 enthalten, während die stärkste

H.mi,i-g der Tumor-DNS-Synthese durch den tr'aktor aus tr'raktion 12 bewirkt wird

(Abb. l- uird 2). Die \Yirksamkeit dieser Kornponenten ist dabei proportional ihrer dem Test-

s,vstenr zugesetzten Menge (Abb. 2). In den tr'raktionen vor 10 befindet sich auch ein Stimu-

tätor cles fhvnridineinbaues für Kntichenmarkzellen;in jenen lrraktionen, in welchen dieser

Stim'latgr nrit dem Inhibitor zufolge ungenügender Trennung gemeinsam vorhanden ist

(etwa 11 bis 13), iiberwiegt bei geringen Eluatmengen clie stimulierende Wirkung, während

,i.h t .i größeren llengen der Henrmer durchsetzt (Abb. 2).

\\'ie clie weitere Auftrennung cler Wirkkomponenten zeigt, liefert die Gelchronlatogra-

phie noch keine einheitlichen Produkte. In Abb. 3 ist dies fiir die tr'raktion 16 an Hand der

SDS-p,,lvacrvlanridgel-Elektrophorese nachgewiesen. Diese l'raktion enthält noch etwa

3 K6urp6ne,.,ien. die-alle den Einbau von 3H-Thyrnidin in die DNS des Knochenmarks hem-

rn.n. Außerrlem finden sich in der gleichen Fraktion auch noch einige Proteinkomponenten,

die keine Hentntwirkung anfweisen-
I)lrch yergleich mii der \\'anrlerungsgeschwindigkeit inr SDS-Gel von Proteinen be-

kannten Jlolekllargewichtes läßt sich das Molekulargewicht der 3 Komponenten mit etwa

60000. 100000 .rrrd 180000 Dalton angeben (Abb.4). Eine niedernrolekulare Komponente

mit einenr Molekulargewicht von etwa ?600 ist in dieser Fraktion nur in geringeilr Austnaß

vorhanden (Abb. B);iie ist aber die Hauptkomponente irn Bereich der I'raktionen 45-58
der gelr:hromatographischen Trennung. In diesem Bereich sind tlie hochmolekularen In-

hibitoren nur mehr in untergeordneter Menge zn fitrden (Allll. 5).
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Abb. 2. Hernmung des Thymidineinbaues in die DNS
Abhängigkeit von der Menge zugesetzten Elutrts ans
abb. 1).

Fi_g.?,_Inhibition of 3H-thyrnidine incorporation into the Dl{A of bone marrow (Ii}I) and tuuror
cells (EAC) in dependence of the volume bf eluate (see fig. 1) added.

Die Auftrennurtg von Choriottextrakten ergibt ersten \-ersnchen zufolge ein ählliches
Bild: Die Bereiche größter Henrntstuffkonzentrationen sincl auch dort zwischen den I'rak-
tionen 12 und 20 bzw. 47 uncl 60. Dariiber hinans enthalten diese Präparationen aber auch
ntlc,h einen Inhibitor im Bereich der Fraktionen 83-92 mit eineur Jlolekularge'wicht von
rund 5000 Dalton. Dieser Inhibitor ist nur inr l{nochenrnarksvstenr wirksanr und nicht bei
Verwendung \'otl Tumorzellen als Testobjekt. Möglichern'eise hartrielt es sich dabei um das
Granulozytenchalon

Diskuss'ion,

Die Wirkung von Plazentaextrakten auf die Zellproliferatiou geht auf das \iorhanclensein
einer Reihe von Wirkstoffen zurück. die sowohl den llnergiestoffwechsel (4) als auch die
Protein- (4) und DNS-Svnthesc' beeinflussen. Bei der weiteren Anftrennung der Extrakte
durch Gelchromatographie und Polyacrylamitlgelelektrophorese werden Fraktionen er-
halten, die eine Spezifität gegenüber Norrnalzellen (Rattenleber. Rattenknochenmaik) oder

0 200 400

von Knochenmark (KlI) nnd Tumor (EAC) in
Fraktionen nach der Gelchrornartographie 1r'gl.
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Abb. 3. Trennung von 200 pl Eluat aus Fraktion 16 (vgl. Abb. 1) auf einem t6o/oigen SDS-Poly-
acrylamidgel, gefärbt rnit 1o/oigem Amidoschwarz. Ein ungefärbtes, aber ansolsten gl-eichar-tig be-
harideltes Gel rvurde in Scheiben geschnitten, eluiert und dialysiert, rvie unter,,Material und Metho-
den" beschrieben und die Eluate in einem Ansatz mit Knochenmark ausgetestet. Im Bereich von
3 Proteinbanden tritt eine etrva 30o/oige Hemmung der Einbaurate ein.

Fig. 3. Separation of 200 pI eluate from fraction 16 (see fig. 1) on a 15 % SDs-polyacrylamide gel,
stained wittr O.to/o amido black. A second gel, run under the same conditions, has been dissected
into slices, which were eluted and dialysed as described under "Ilethods and materials". Eluates
from these slices u'ere then screened rvith bone marrorv cells. In the region of 3 different proteins an
inhibition of the incorporation rtrte is observed.
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Abb.5. Einfluß von l'aktoren aus Fraktion 52 (vgl. Abb. 1) auf clen Thi'rniclineinbau im Tumor-
system. Versuchsbedingungen rvie in der Legende von Abb. 3 beschrieben.

Fig. b. Influence of factors frorn fraction 52 (see fig- 1) on_thym-rdine.inc'orporation of ' Elirlich ascites

tuäor cells. Experimental conditions as described in the legend to fig. 3.

Tumorzellen (Ehrlich-Ascitestumor) atifweisen. Diese Spezifität scheint die Bedeutung der

plazentaren Wirksto.ffe gegenäber jenen Komponenten hen'orznheben, die ans anderen Or-

ganen gewonnen worden waren.
In di.r.- Zusammenhang ist auch ein von BloBx (1) aus ntenschlicher Plazenta isolier-

ter Faktor von besonderer Bedeutung. Dieser tr'aktor, der ein Molekulargewicht vou etwa

?0000 Dalton hat, hemmt die DNS-Synthese und die Zellteilung in Fibroblasteu, L.vniplio-

zyten und Epidermis. Leider ist nicht bekanut, ob der DNS-Einban in Tunlor-DNS clurch

den Wirkstofl in gleicher Weise beeinflußt wird. Atrdererseits berichtete Prur, (6) über einen

Faktor im Rattenserum, der vor allem die Vermehmng der durch oncogenes SY4O-Yims

transformierten 3T3-Zellen hemmte uncl darüber hiuaus tlas \fachstum in vivo eines ][,n-e-

loms und eines Lvmphoms signifikant unterdrückte. Das llolekulargewicht dieses Faktors

bewegt sich zwisrriren80000 und 100000 Dalton. Es wäre clurcharts denkbar, daß diese Fak-

toren mit dem einel oder anderen der von uns in der Plazenta aufgefundenen Faktorell ztl-

nrindest nahe verwandt sind.

Abb. 4. Vergleichencle SDS-Pol_vacrvlarnidgel-Elektrophorese des Eluats aus Fraktiot 
- 16- (YgI.

Aün. f l mit'Lysozyrn, Katalase" r,nd Meerichweincheri-7-Globulin zur BestimrnunLdes Molekular-
g;*i.hi*. Zur "Ictentifizierung tler Banden wurde da,s Gel mit dern llaterial aus Fraktion L6 ge-

!cn"itl." und., wie in tler Legönde von Abb. 3 beschrieben, a,usgetestet, die Vergleichsproteine rvurden
dureh Färbung mit Amidoschrvarz loka,lisiert.

Fig. 4. Molecular weight detenninatlon of cotnponents from fra,ction 16 (see {ig. f) by,comparison
of itre electrophoretic" mobilities with those of iubstances ri'ith knorvn molecular weight (lysozyme,
cutalase, and'guinea pig y-gtobuline). Components were localized. by_ screening their activity, as

described in th"e legend tä iig. 3, or by staining for protein with amido black.
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