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Abstract

Problem: As it is known that placental factors may reduce the growth rate of tumors it was of
interest to look for possible components inhibiting the incorporation of thymidine into DNA and
to investigate their specificity against tumor cells.

Material and methods: Extracts from the maternal part of bovine placenta were separated
on Sephadex G100 as described earlier (4). Further separation of individual fractions on 159, SDS-
polyacrylamide gels has also been described (4). After 6 hours of electrophoresis, gels were stained
with 0.19, amido black or dissected with a gel slicer. Between 8 and 16 slides, 0.0 mm thick were
pooled, eluted with 1 ml of water and dialysed against 0.9 % sodium chloride. Aliquots from dialysa-
tes or column eluates were used to follow the influence on 3H-thymidine incorporation (5) into rat
bone marrow or mouse ascites tumor DNA.

Results: Upon separation of bovine decidua extracts on Sephadex G100 columns, mainly 2
ranges (fractions 8 —18 and 45—48) in the elution profile containing inhibitors of thymidine in-
corporation, were detected. The material of fractions 8 —18 can be resolved into 2 regions, being
active predominantly in bone marrow (fraction 16) or tumor (fraction 12) cells, each of the 2 frac-
tions being still inhomogeneous. Further separation on SDS-polyacrylamide gels resulted in the
appearance of 4 different components in fraction 16, being active in diminishing the incorporation
rate. The molecular weight of these components, determined by co-electrophoresis with proteins of
known molecular weight, is about 7,600, 60,000, 100,000, and 180,000 Dalton. The inhibitory action
of the compounds is proportional to their concentration in the test system.

Zusammenfassung

Die Inhaltsstoffe eines Extraktes aus Rinder-Dezidua wurden durch Gelchromatographie auf
Sephadex G100 getrennt. Die Priifung der einzelnen Fraktionen auf ihre Wirkung gegeniiber dem
Thymidineinbau in die DNS von Knochenmark- oder Ehrlich-Ascitestumorzellen ergab das Vor-
liegen von 2 Bereichen des Elutionsprofils mit signifikanter Inhibitorwirkung: 1. die Fraktionen
45—58, die gleichermaBen den Thymidineinbau in Normal- und Tumorzellen auf 109, der Kon-
trollen hemmten, und 2. die Fraktionen 8 —18, die sich in einen Bereich aufspalten lassen, der vor-
wiegend Inhibitoren fiir Tumorzellen enthélt (um Fraktion 12), und in einen anderen, der vor allem
bei den Knochenmarkzellen wirksam ist (um Fraktion 16). Die nach diesen ersten Trennungsschrit-
ten erhaltenen Fraktionen sind noch nicht einheitlich — die weitere Trennung der Fraktion 16
durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese ergab neben einigen inaktiven Proteinen auch noch
4 Komponenten mit Inhibitorwirkung. Thre Molekulargewichte betragen rund 7600, 60000, 100000
und 180000 Dalton, und ihre Wirksamkeit ist proportional ihrer dem Test zugesetzten Menge.

Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, daB Plazentacxtrakte das Wachstum experimen-
teller Tumoren hemmen konnen. Dies wurde sowohl am Walker-Carcinom der Ratte und
am Brown-Pearce-Carcinom des Kaninchens nachgewiesen (8) als auch am Khrlich-Ascites-
carcinom der Maus (7, 8). Die in weiterer Folge in vitro erhobenen Befunde iiber den Einfluls
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derartiger lixtrakte auf die Autnahme von anorganischem Phosphat durch Explantate oder
Kulturzellen (2, 9) bzw. iiber den Einbau von Aminosiiuren in die Proteine von Hel.a-Zellen
ist mit diesen Beobachtungen weitgehend vereinbar. Dariiber hinaus zeigten die in vitro-
Versuche aber vor allem, daB offenbar eine unterschiedliche Beeinflussung dieser Stoff-
wechselparameter durch materne oder fotale Plazentakomponenten eintritt (2, 3) und daf
moglicherweise auch spezifische Effekte auf Normal- bzw. Tumorzellen ausgeiibt werden
konnen. Die Befunde deuten aber auch das Vorliegen einer Reihe verschiedener Faktoren
mit hemmendem, aber auch stimulierendem EinfluB in den Plazentaextrakten an und daB
die unterschiedliche Wirkung zwischen miitterlichen und fétalen Fraktionen auf einer
~unterschiedlichen Verteilung einzelner dieser Wirkstoffe beruhen kénnte. Eine Auftrennung
der Totalextrakte an Sephadex (i100-Séulen ergab in der Tat fiir den Chorionextrakt eine
Vielfalt von Komponenten, die auf die Proteinsynthese eines zellfreien Lebersystems stimu-
lierend wirkten. Mit Deziduaextrakten wurde ein iiber weite Bereiche dhnliches Spektrum
gefunden; zumindest 2 Fraktionen zeigten aber eine signifikante Hemmwirkung auf die
Protein-Synthese- Kapazitit (4).

In der vorliegenden Arbeit erfolgt nun eine weitere Charakterisierung der Deziduaextrakte
durch die Untersuchung ihres Einflusses auf den Einbau von Thymidin in die DNS von
Ehrlich-Ascitestumorzellen und Knochenmarkzellen. Dieser Vorgang, der unmittelbar vor
der Mitose abliuft, ist eine der Schliisselreaktionen fiir die Zellteilung. Sein AusmaB wird in
der Tat durch die Gegenwart geeigneter Plazentafraktionen in hohem MaBe bestimmt, Die
wirksamen Komponenten finden sich sowohl im niedermolekularen (Molekulargewicht etwa
7600 Dalton) als auch im hohermolekularen Bereich (60000—100000 Dalton und dariiber).
Nach den bisherigen Befunden scheinen gerade in letzterem Bereich Komponenten ent-
halten zu sein, die eine unterschiedliche Spezifitit gegeniiber Normal- bzw. Tumorzellen
aufweisen.

Material und Methoden

Als Ausgangsmaterial verwendeten wir entweder frische Rinderplazenta (in miitterlichen und
fotalen Anteil getrennt) oderLyophilisate) dieses Organs, nachdem sich die Gleichwertigkeit dieser
beiden Materialien fiir die von uns untersuchten Reaktionen erwiesen hatte. Die Trennung mittels
Gelfiltration iiber Sephadex G100 oder durch SDS-Polyacrylamidgel-Electrophorese erfolgte wie
frither beschrieben (4). Allerdings erhohten wir die Elektrophoresedauer, unter sonst gleichen Ver-
suchsbedingungen, auf 6 Std. Nach dem Lauf wurden die Gele entweder mit 0,1% Amidoschwarz
gefdrbt oder mit dem Gelschneider in 0,5 mm dicke Scheiben geschnitten, die wir, zu jeweils 8 bis
16 Stiick vereinigt und mit 1 ml Wasser versetzt, gegen 0,9 % NaCl dialysierten. Die solcherart vom
SDS befreiten Eluate konnten dann, wie bei der Verwendung von Siuleneluaten, direkt den Test-
ansétzen zugesetzt werden.

Zur Untersuchung der Kapazitit des Thymidineinbaues in die DNS verwendeten wir entweder
7—9 Tage alte Ehrlich-Ascitestumorzellen (diploider Stamm ,,Heidelberg-Lettré*) oder Knochen-
markzellen etwa 2 Monate alter Ratten. Im librigen gingen wir nach der von Paukovrrs (5) beschrie-

enen Methode vor.

Ergebnisse

Die Trennung eines Deziduaextraktes mittels Gelfiltration iiber Sephadex G100 ergab
vor allem 2 Klassen von Verbindungen, die bei 280 nm absorbierten (Abb. 1, untere Kurve).
Wenn man die einzelnen Fraktionen auf ihre Féhigkeit, den Thymidineinbau in Normal-
oder Tumorzellen zu beeinflussen, untersucht, findet man in einigen dieser Fraktionen be-
trachtliche Hemmaktivitéiten. Dies ist sowohl bei dem mit den Fraktionen 45— 58 eluierten
Material der Fall als auch bei den Komponenten der Fraktionen 8—18. Dieser Bereich hat
sich als besonders interessant erwiesen, da dort zumindest 2 Faktoren mit verschieden gro-

1) Die Lyophilisate wurden nach einem von K. THEURER entwickelten Verfahren (DBP. 1090821,
DBP. 1033374) hergestelt und uns in dankenswerter Weise von der Firma Vitorgan, Stuttgait/Ruit,
zur Verfligung gestellt.
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Abb. 1. Eluationsprofil eines Rinderdeziduaextrakts nach Trennung in einer Sephadex G100-Saule
(4) (untere Kurve) und Einfluf einzelner Fraktionen auf den Einbau von 3H-Thymidin in die DNS
von Tumorzellen (EAC) und Knochenmark (KM) (obere Kurven).

Fig. 1. Elution pattern of an extract from bovine decidua, separated by gel filtration over Sepha-
dex G100 (lower curve), and influence of individual fractions on 3H-thymidine incorporation into
DNA of tumor cells (EAC) or bone marrow (KM) (upper curves).

Einbaurate — rate of incorporation.

Ber Aktivitit im Knochenmark- und Tumorzellsystem enthalten sind. Die groffite Wirksam-
keit gegeniiber den Normalzellen ist in der Fraktion 16 enthalten, wihrend die stirkste
Hemmung der Tumor-DNS-Synthese durch den Faktor aus Fraktion 12 bewirkt wird
(Abb. 1 und 2). Die Wirksamkeit dieser Komponenten ist dabei proportional ihrer dem Test-
system zugesetzten Menge (Abb. 2). In den Fraktionen vor 10 befindet sich auch ein Stimu-
lator des Thymidineinbaues fiir Knochenmarkzellen; in jenen Fraktionen, in welchen dieser
Stimulator mit dem Inhibitor zufolge ungeniigender Trennung gemeinsam vorhanden ist
(etwa 11 bis 13), iiberwiegt bei geringen Eluatmengen die stimulierende Wirkung, wihrend
sich hei groBeren Mengen der Hemmer durchsetzt (Abb. 2).

Wie die weitere Auftrennung der Wirkkomponenten zeigt, liefert die Gelchromatogra-
phie noch keine einheitlichen Produkte. In Abb. 3 ist dies fiir die Fraktion 16 an Hand der
SDS-Polvacrylamidgel-Elektrophorese nachgewiesen. Diese Fraktion enthilt noch etwa
3 Komponenten. die alle den Einbau von H-Thymidin in die DNS des Knochenmarks hem-
men. AuBerdem finden sich in der gleichen Fraktion auch noch einige Proteinkomponenten,
die keine HHemmwirkung aufweisen.

Durch Vergleich mit der Wanderungsgeschwindigkeit im SDS-Gel von Proteinen be-
kannten Molekulargewichtes 1Bt sich das Molekulargewicht der 3 Komponenten mit etwa
60000, 100000 und 180000 Dalton angeben (Abb. 4). Eine niedermolekulare Komponente
mit einem Molekulargewicht von etwa 7600 ist in dieser Fraktion nur in geringem Ausmal
vorhanden (Abb. 3); sie ist aber die Hauptkomponente im Bereich der Fraktionen 45—bH8
der gelchromatographischen Trennung. In diesem Bereich sind die hochmolekularen In-
hibitoren nur mehr in untergeordneter Menge zu finden (Abb. 5).
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Abb. 2. Hemmung des Thymidineinbaues in die DNS von Knochenmark (KM) und Tumor (EAC) in
Abhingigkeit von der Menge zugesetzten Eluats aus Fraktionen nach der Gelchromatographie (vgl.
Abb. 1).

Fig. 2. Inhibition of 3H-thymidine incorporation into the DNA of bone marrow (KM) and tumor
cells (EAC) in dependence of the volume of eluate (see fig. 1) added. :

Die Auftrennung von Chorionextrakten ergibt ersten Versuchen zufolge ein dhnliches
Bild: Die Bereiche groBSter Hemmstoffkonzentrationen sind auch dort zwischen den Frak-
tionen 12 und 20 bzw. 47 und 60. Dariiber hinaus enthalten diese Praparationen aber auch
noch einen Inhibitor im Bereich der Fraktionen 83—92 mit einem Molekulargewicht von
rund 5000 Dalton. Dieser Inhibitor ist nur im Knochenmarksystem wirksam und nicht bei
Verwendung von Tumorzellen als Testobjekt. Moglicherweise handelt es sich dabei um das
Granulozytenchalon.

Diskusston

Die Wirkung von Plazentaextrakten auf die Zellproliferation geht auf das Vorhandensein
einer Reihe von Wirkstoffen zuriick, die sowohl den Energiestoffwechsel (4) als auch die
Protein- (4) und DNS-Synthese beeinflussen. Bei der weiteren Auftrennung der Extrakte
durch Gelchromatographie und Polyacrylamidgelelektrophorese werden Fraktionen er-
halten, die eine Spezifitit gegeniiber Normalzellen (Rattenleber, Rattenknochenmark) oder

= -
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Abb. 3. Trennung von 200 ul Eluat aus Fraktion 16 (vgl. Abb. 1) auf einem 15%igen SDS-Poly-
acrylamidgel, gefarbt mit 1%igem Amidoschwarz. Ein ungefirbtes, aber ansonsten gleichartig be-
handeltes Gel wurde in Scheiben geschnitten, eluiert und dialysiert, wie unter ,,Material und Metho-
den‘ beschrieben und die Eluate in einem Ansatz mit Knochenmark ausgetestet. Im Bereich von
3 Proteinbanden tritt eine etwa 30%ige Hemmung der Einbaurate ein.

Fig. 3. Separation of 200 ul eluate from fraction 16 (see fig. 1) on a 159, SDS-polyacrylamide gel,
stained with 0.19, amido black. A second gel, run under the same conditions, has been dissected
into slices, which were eluted and dialysed as described under ‘“Methods and materials”. Eluates
from these slices were then screened with bone marrow cells. In the region of 3 different proteins an
inhibition of the incorporation rate is observed.
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Abb. 5. EinfluB von Faktoren aus Fraktion 52 (vgl. Abb. 1) auf den Thymidineinbau im Tumor-
system. Versuchsbedingungen wie in der Legende von Abb. 3 beschrieben.

Fig. 5. Influence of factors from fraction 52 (see fig. 1) on thymidine incorporation of Ehrlich ascites
tumor cells. Experimental conditions as described in the legend to fig. 3.

Tumorzellen (Ehrlich-Ascitestumor) aufweisen. Diese Spezifitit scheint die Bedeutung der
plazentaren Wirkstoffe gegeniiber jenen Komponenten hervorzuheben, die aus anderen Or-
ganen gewonnen worden waren.

In diesem Zusammenhang ist auch ein von Bapex (1) aus menschlicher Plazenta isolier-
ter Faktor von besonderer Bedeutung. Dieser Faktor, der ein Molekulargewicht von etwa
70000 Dalton hat, hemmt die DNS-Synthese und die Zellteilung in Fibroblasten, Lympho-
zyten und Epidermis. Leider ist nicht bekannt, ob der DNS-Einbau in Tumor-DNS durch
den Wirkstoff in gleicher Weise beeinfluBt wird. Andererseits berichtete PautL (6) iiber einen
Faktor im Rattenserum, der vor allem die Vermehrung der durch oncogenes SV40-Virus
transtormierten 3T3-Zellen hemmte und dariiber hinaus das Wachstum in vivo eines Mye-
loms und eines Lymphoms signifikant unterdriickte. Das Molekulargewicht dieses Faktors
bewegt sich zwischen 80000 und 100000 Dalton. Es wire durchaus denkbar, daB diese Fak-
toren mit dem einen oder anderen der von uns in der Plazenta aufgefundenen Faktoren zu-
mindest nahe verwandt sind.

Abb. 4. Vergleichende SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese des Eluats aus Fraktion 16 (vgl.
Abb. 1) mit Lysozym, Katalase und Meerschweinchen-y-Globulin zur Bestimmung des Molekular-
gewichts. Zur Identifizierung der Banden wurde das (el mit dem Material aus Fraktion 16 ge-
schnitten und, wie in der Legende von Abb. 3 beschrieben, ausgetestet, die Vergleichsproteine wurden
durch Firbung mit Amidoschwarz lokalisiert.

Fig. 4. Molecular weight determination of components from fraction 16 (see fig. 1) by comparison
of the electrophoretic mobilities with those of substances with known molecular weight (lysozyme,
catalase, and guinea pig y-globuline). Components were localized by screening their activity, as
described in the legend to fig. 3, or by staining for protein with amido black.
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