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Summary

Bovine placentas were separated mechanically into
their maternal and fetal fractions and extracted with
Tris-KCI-MgCl,-buffer. Both extracts were found to
inhibit protein synthesis in a tumor cell free system. In
a liver system, however, only the maternal fraction was
inhibitory. Upon separation of the maternal extract by
gel chromatography, two components with inhibitory
action were obtained. Moreover, factors were isolated,
inhibiting the incorporation of thymidine into DNA and
belonging also to two classes with differring molecular
weights. A partial specificity of these substances against
normal and tumor cells, respectively, was observed. The
factors could be further separated by electrophoresis on
polyacrylamide gels.

Zusammenfassung

Rinderplazenten wurden mechanisch in ihren miitter-
lichen und fétalen Teil getrennt und deren Extrakte auf
Inhibitoren der Protein- und der Desoxyribonuclein-
sdure-Synthese untersucht. Es stellte sich heraus, daf§ die
Proteinsynthese von Tumorzellen durch beide Extrakte
signifikant gehemmt wird, wihrend das Lebersystem nur
auf den Deziduaextrakt im Sinne einer Hemmung rea-
gierte. Die Auftrennung des Deziduaextrakts durch
Gelchromatographie fithrte zu einer Spaltung des Inhi-
bitors in zwei Komponenten.

Die miitterliche Plazenta enthilt auch Faktoren,
welche den Einbau von Thymidin in die DNS inhibieren.
Diese Faktoren erstrecken sich ebenfalls iiber zwei ver-
schiedene Bereiche des Chromatogramms und weisen
zum Teil Spezifitit gegeniiber den in diesen Untersuchun-
gen verwendeten Tumorzellen im Vergleich zu den Nor-
malzellen auf. Durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese
konnte eine weitere Auftrennung der wirksamen Frak-
tionen erzielt werden.
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Zellwachstum und Differenzierung sind Vorginge, die
durch ein kompliziertes Kontrollsystem iiberwacht und
gesteuert werden. An diesem Regulationsmechanismus
sind eine Reithe von Komponenten beteiligt, u.a. auch
solche, welche die Mitose selbst oder mitosevorbereitende,
zelluldire Reaktionen beeinflussen. Abgesehen von hor-
monellen Regulatoren enthilt jeder Organismus solche
Faktoren, vorwiegend proteinartiger Natur, fiir die Ein-
stellung entsprechender Gleichgewichte.

Diese Faktoren konnen verhiltnismifiig unspezifisch
und iiber weite Bereiche des Organismus verteilt sein
(Serumfaktoren aus fotalem Blut oder bei Organregene-
ration) oder aber weitgehend gewebsspezifisch sein, wie
es etwa fir die Chalone charakteristisch ist. Protein-
synthese, Nucleinsiuresynthese und Mitose, aber vermut-
lich auch andere zellulire Vorginge, kénnen nun von
solchen Effektoren stimuliert oder gehemmt werden. Im
adulten, normalen Organismus halten Stimulatoren und
Inhibitoren einander die Waage — im Zustand vermehr-
ten Zellwachstums jedoch, beispielsweise beim embryo-
nalen, regenerierenden oder malignen Wachstum, ist
dieses Gleichgewicht offenbar gestort.

Ein fir Untersuchungen auf diesem Gebiet besonders
geeignetes Organ ist die Plazenta. Dies gilt vor allem fiir
die Rinderplazenta, da man dort den f&talen Teil vom
miitterlichen mechanisch sehr leicht trennen kann. Da-
durch ergibt sich auch die Moglichkeit, die beiden funk-
tionell voneinander verschiedenen Anteile hinsichtlich
threr Wirkstoffkomponenten vergleichend zu unter-
suchen. Durch Trennungen mittels Gelchromatographie
an Sephadex-G-100-Siulen sowie durch Polyacrylamid-
gel-Elektrophorese konnten wir nun feststellen, daf} so-
wohl im f6talen als auch im miitterlichen Anteil ein
heterogenes Gemisch von Stimulatoren und Inhibitoren
der Protein- und der DNS-Synthese vorliegt, dafy aber
zum Teil typische Unterschiede in der Aufteilung dieser
Faktoren zwischen den beiden Anteilen bestehen. Aufier-
dem konnten Inhibitoren der DNS-Synthese angereichert
werden, die eine Spezifitit gegeniiber Tumor- bzw. Nor-
malzellen erkennen lieflen.

Material und Methoden

Trennung der Extrakte: Rinderplazenten wurden
mechanisch in ihren miitterlichen und fotalen Anteil ge-
trennt und mit dem 3fachen Volumen TKM-Puffer (Tris-
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HCl, pH 7,4, 10—2M, KClI 10—2M, MgCl,
1,5 X 10—3 M) homogenisiert. Nach dem Klarzentri-
fugieren trennten wir den Rohextrakt durch Gelfiltra-
tion iiber Sephadex-G-100-Siulen (45 X 1cm oder
85 X 2,6 cm, Elution mit TKM-Puffer). In vielen Fillen
verwendeten wir auch Plazentalyophilisate (hergestellt
von Vitorgan, Stuttgart, nach DBP. 1090821 und
DBP. 1033 374), die sich den Frischextrakten weit-
gehend analog verhielten.

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese: Zur weiteren
Auftrennung wurden einzelne Fraktionen nach der Gel-
filtration einer Gelelektrophorese unterzogen. Dabei kam
die etwas modifizierte Methode von Weber und Osborn
(1, 2) zur Anwendung. Die Lage der Proteinbanden
wurde durch Firben der Gele mit 0,19 Amidoschwarz
und Registrierung mit dem Densitometer bestimmt. Die
biologische Aktivitit (Einfluf auf den Aminosdure- und
Thymidineinbau in Proteine bzw. DNS) der einzelnen
Fraktionen verfolgten wir dadurch, daff wir unter glei-
chen Bedingungen angefertigte, ungefirbte Gele mit dem
Gelschneider in 0,5 mm dicke Scheiben schnitten und ge-
sammelt (jeweils zwischen 8 und 16 Stiick) mit je 1 ml
Woasser eluierten, gegen 0,9%/0 NaCl dialysierten und in
einem der nachfolgend geschilderten Tests untersuchten.

Zellfreies System: Die Fihigkeit einzelner Fraktionen,
den Finbau von Aminosiuren in Polypeptide zu beein-
flussen, bestimmten wir in einem zellfreien System aus
Rattenleber. Jeder Ansatz enthielt ATP 1mM, GTP
0,15 mM, 3-Phosphoglycerat 10 mM, MgCl, 7,2mM,
KCl 100 mM, Tris-HCI pH 7,2, 65 mM, sowie pro ml
Testgemisch: 200 ul 120 000 g-Uberstand aus Leber-
homogenat, 200 ul Lebermicrosomen (4 mg/ml), 5uCi
1C- Protelnhydrolysat (spezif. Aktivitit 54 mCi/mAtom
Kohlenstoff) und 10 ul der aus der Gelfiltration erhal-
tenen Fraktionen. Das zellfreie Tumorsystem hatte an
Stelle von Lebermicrosomen die microsomale Fraktion
von Ehrlich Ascitestumorzellen. Die Aufbereitung der
Ansitze nach einer 45 Minuten dauernden Inkubation
erfolgte nach Mans und Nowelli (3).

Bestimmung des Thymidineinbanes in DNS: Die
Untersuchung des Einflusses vorgereinigter Plazentafrak-
tionen auf den Thymidineinbau erfolgte an Ratten-
knochenmarkzellen oder an Zellen des Ratten-Yoshida-
Sarkoms bzw. des Ehrlich Asciteskarzinoms der Maus. In
einem Endvolumen von 1,8 ml waren pro Testansatz ent-
halten: 0,2ml Eluat aus der Sephadex-Siule, 1,1 ml
Hanks-Kalbsserum (80 : 20), 0,5 ml M/15 Kaliumphos-
phatpuffer pH 7,4, 6 X 10¢ Tumorzellen, 1uCi
(Methyl-3H)-Thymidin (spezif. Aktivitit 50 Ci/mMol).
Bei Verwendung von Eluaten aus der Gelelektrophorese
wurden 0,7 ml Eluat, unter sonst gleichen Versuchsbedin-
gungen, eingesetzt; das Gesamtvolumen erhdhte sich da-
durch bei diesen Ansitzen auf jeweils 2,3 ml. Die Kon-
zentration an Knochenmarkzellen wihlten wir so, daff
der Inhalt von einem Rattenfemur fiir 25 Testrohrchen
ausreichte. Nach 5stiindiger Inkubation bei 37° zentri-
fugierten wir 10 Minuten bei 400 g ab, wuschen den
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Niederschlag 3mal mit 5% Trichloressigsiure und 1mal
mit Methanol und 15sten das 1 Stunde bei 100° getrock-
nete Material in 100 ul Soluene (16 Stunden bei 37°).
Die Bestimmung der Radioaktivitit des solubilisierten

Materials erfolgte nach Zusatz von 5ml Toluol-
Scintillator in einem Packard Liquid Scintillation
Spectrometer.

Ergebnisse

Der Zusatz von Plazentaextrakten zu proteinsynthe-
tisierenden Systemen aus Leber oder Tumorzellen hat
einen deutlichen Effekt auf die Einbaurate: Beim Tumor
wird in jedem Fall eine Hemmung der Polypeptidsyn-
these festgestellt, wihrend im Lebersystem nur der
Extrakt aus dem miitterlichen Teil Hemmwirkung auf-
weist; der Chorionextrakt bewirkt eine signifikante
Stimulierung (Tabelle 1). Offenbar enthalten miitter-

Tabelle 1. Einfluff von Plazentaextrakten
(materner und fétaler Anteil) auf den
Aminosinreeinbau in zellfreie Systeme aus
Leber und Ebrlich-Ascitestumor. Mittel-
werte aus jeweils 3 Experimenten sind ge-
geben als cpm/mg ribos. Protein/30 min

Rattenleber  Ascitestumor
Kontrolle 925 4+ 35 700 + 62
mat. BExtr. 625 4+ 25 550 | 48
fot. Extr. 1300 4 48 525 4 26

licher und fotaler Teil verschiedene Faktoren, auf welche
die beiden Systeme in unterschiedlicher Weise ansprechen.
Wir versuchten daher eine weitere Auftrennung zu er-
zielen, um die einzelnen Faktoren miteinander verglei-
chen zu kdnnen. Sehr gut lifit sich dies durch Gelfiltra-
tion mit Sephadex G 100 erreichen, wie aus Abb. 1 her-
vorgeht. Die Austestung der Fraktionen im Lebersystem
zeigt, dal sich die stimulierende Wirkung des Chorion-
extraktes letztlich auf das Vorliegen einer Reihe von
Komponenten zuriickfithren 148t, die ebenso wie der
unfraktionierte Extrakt unter den herrschenden Bedin-
gungen eine etwa 50prozentige Erhohung der Einbau-
rate ergeben. Eine ihnliche Verteilung findet man im
Deziduaextrakt, wenngleich dort auflerdem noch zwei
Fraktionen enthalten sind, die eine deutliche Inhibitor-
wirkung zeigen (bei Frakt. 20 und 63). Diese Fraktionen
scheinen sehr aktiv zu sein, da letztlich im unfraktio-
nierten Extrakt ihre Wirkung gegeniiber den Stimula-
toren dominiert.

Gemeinsam mit dem hohermolekularen Inhibitor der
Proteinsynthese wird auch ein Inhibitor der DNS-Syn-
these von der Sephadex-Siule eluiert (Abb. 2, Frakt. 18).
Dieser Faktor ist sowohl gegeniiber Knochenmarkzellen
wirksam wie auch gegeniiber Zellen des Ehrlich Ascites-
karzinoms (Abb. 3). Die Hemmung ist bis zu einem Zu-
satz von 100yl Eluat je Testansatz von 1,8 ml (ent-
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Abb. 1. Einfluf von Fraktionen aus Rinderplazenta-Extrak-
ten (getrennt auf Sephadex-G-100-Siulen) auf den Einbau
von "“C-Aminosduren in Polypeptide eines zellfreien Ratten-
lebersystems. Die Inkubation betrug 30 Minuten; die unter-
brochene Linie entspricht dem Einbau der eluatfreien Kon-
trollansitze. a) Extrakt aus dem miitterlichen, b) aus dem
fotalen Anteil der Plazenta.

sprechend einer Konzentration < 3,3 ug/ml) direkt
der Inhibitorkonzentration proportional. Bei dieser Kon-
zentration war die geringste Einbaurate, nimlich 18%%
der Werte ungehemmter Kontrollansitze, erreicht —
weitere Inhibitorzusitze bis zu 400l Eluat konnten
keine weitere Hemmung mehr bewirken (Abb. 4). Wih-
rend die iiberwiegende Anzahl der Effektoren fiir die
Proteinsynthese sich in jenen Fraktionen befand, die nach
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Abb. 2. Trennung eines Rinderdezidua-Extraktes auf Sephadex
G 100 und Bestimmung des Proteingehaltes einzelner Frak-
tionen nach Lowry et al. (9) (untere Kurve) sowie des Ein-
flusses auf den Aminosiureeinbau im Rattenlebersystem (ana-
log dem Versuch aus 14, jedoch Inkubationszeit 20 Minuten;
obere Kurve) und auf den Thymidineinbau in die DNS von
Ehrlich Ascitestumorzellen (wie unter ,,Material und Metho-
den beschrieben, jedoch nur 50 ul Eluat/Testansatz; mittlere
Kurve).

diesem Inhibitor eluiert wurden, konnte in diesem Be-
reich nur noch ein weiterer Hemmstoff der DNS-Syn-
these gefunden werden (bei dem in Abb. 2 gezeigten
Versuch erst nach Fraktion 60 eluiert!). Dieser Effektor
hemmte nur den Einbau von Thymidin in Knochenmark-
zellen, nicht jedoch in Tumorzellen, und hatte ein Mole-
kulargewicht von etwa 5000 Dalton.

Ein Bereich mit stark ausgeprigter Hemmwirkung
konnte jedoch noch zwischen den Fraktionen 4 und 12
nachgewiesen werden (Abb. 2). Da angenommen werden
konnte, daf8 dieser Faktor noch mit verhiltnismifig ge-
ringer Reinheit vorliegt, wiederholten wir die gelchroma-
tographische Trennung mit einer wesentlich lingeren
Sdule (85 X 2,5 cm). Tatsichlich erhielten wir damit
eine viel bessere Auftrennung (Abb. 3; die Fraktionen
10—20 und 46—58 entsprechen den Fraktionen 3—12
und 17—22 des in Abb. 2 wiedergegebenen Chromato-
gramms). Die Austestung jeder Fraktion auf ihre Wirk-
samkeit gegeniiber Knochenmark sowie Tumorzellen er-
gab nidmlich das Vorliegen von zumindest 2 spezifisch
wirkenden Substanzen in einem eng benachbarten Be-
reich (um Fraktionen 12 und 16). Offenbar enthilt der
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zuerst eluierte Inhibitorbereich tiberwiegend Komponen-
ten, welche den Einbau des Thymidins in die Tumor-
DNS hemmen, wihrend die kurz darauf folgenden Frak-
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zent Transmission des Fluates
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tionen aus Faktoren bestehen, die den FEinbau in
Knochenmarkzellen beeintrichtigen. Dies geht auch aus
Experimenten hervor, in welchen das Ausmafl der Hem-
mung in Abhingigkeit von der Menge zugesetzten Eluats
untersucht wurde: Bei Verwendung von Tumorzellen im
Test war es Fraktion 12, die in geringster Menge zuge-
setzt werden konnte und trotzdem noch maximale
Hemmeffekte erzielte, im Knochenmarksystem hingegen
war dies Fraktion 15 oder 16.

Die weitere Auftrennung der beiden in den verschie-
denen Systemen wirksamsten Fraktionen 12 und 16 auf
Polyacrylamidgelen zeigt die noch vorhandene gegen-
seitige Verunreinigung der Wirkfaktoren sowie die
Gegenwart von inaktivem Fremdprotein (Abb. 5 und 6).
In Fraktion 12 finden wir erwartungsgemif} eine deut-
lich ausgeprigte Inhibitorwirkung gegeniiber dem
Tumorsystem (bei dieser Versuchsserie reprisentiert
durch das in seiner Ansprechbarkeit auf die Plazenta-
faktoren dem Ehrlich Asciteskarzinom sehr Z#hnlichen
Yoshida-Ascitessarkom). Der Inhibitor besteht aber
immer noch aus zwei verschiedenen Komponenten. Die
Hemmung des Thymidineinbaues in die Knochenmark-
DNS wird sogar durch 4 Komponenten bewirkt — aller-
dings ist ihre Aktivitit nicht so groff wie jene der Tumor-
inhibitoren. Im Gegensatz dazu besteht, in Ubereinstim-
mung mit den in Abb. 3 und 5 demonstrierten Befunden,
bei Fraktion 16 eine hohe Wirksamkeit der verschiedenen
Knochenmark-Inhibitoren, wihrend die Tumorwirk-
samen Faktoren nur noch als unbedeutende Verunreini-
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Abb. 7. Wie Abb. 5, aber mit Fraktion 27.

gungen vorhanden sind. Fraktion 27 schliefllich, die
einem Bereich des Chromatogramms (Abb. 3) entstammt,
wo keine wesentlichen Aktivititen festgestellt werden
konnten, zeigt natiirlich auch bei der weiteren Unter-
suchung am Polyacrylamidgel keine nennenswerten Ein-
fliisse auf beide Testsysteme (Abb. 7).

Diskussion

Hochmolekulare, zytoplasmatische Faktoren, welche
einen hemmenden Einflufl auf die Proteinsynthese von
Leber- oder Reticulozytensystemen ausiiben, wurden
kiirzlich von von der Decken (4) und Krub (5) beschrie-
ben. Derartige Wirksubstanzen sind mdglicherweise nicht
nur fiir die Kontrolle des Zellwachstums schlechthin von
Bedeutung, sondern dariiber hinaus auch an der Regula-
tion von Differenzierungsvorgingen beteiligt. Nach den
Befunden wvon der Deckens (4) blockieren die Inhibito-
ren vor allem die Bindung von ribosomalen 40 S-Unter-
einheiten an messenger-Ribonucleinsiuren mdoglicher-
weise dadurch, dafl eine Assoziierung der Regulatoren
an solche RNS-Spezies eintritt, die nicht in Protein um-
gesetzt werden sollen (5).

In den Eluaten aus gelchromatographischen Auftren-
nungen von Plazentaextrakten fanden wir ebenfalls zwei
Bereiche mit signifikanter Inhibitorwirkung auf den Ein-
bau von Aminosiuren in die Proteine eines zellfreien
Lebersystems. Diese Hemmsubstanzen konnten wir je-
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doch nur aus dem miitterlichen Anteil des Organs isolie-
ren. Andererseits lassen sich in beiden Plazentaanteilen,
sowohl dem miitterlichen als auch dem fé6talen, eine
Reihe von Stimulatoren der Proteinsynthese nachweisen.
Es wire denkbar, dafl auch diese Faktoren an den ver-
mutlich doch eher komplexen Regelvorgingen der Zell-
vermehrung und Differenzierung beteiligt sind.

Das Zellwachstum kann auch iiber die Syntheserate
der Desoxyribonucleinsiure beeinfluflit werden. Es ist
z.B. bekannt, dafl nach partieller Hepatektomie im
Serum ein Faktor auftritt, der die Synthese der DNS
stimuliert (6, 7). Es gibt aber auch Inhibitoren dieses
Vorganges, beispielsweise in der Plazenta (8). Die Wir-
kung dieses Hemmers wurde bislang allerdings nur an
normalen Geweben, wie Epidermis, Fibroblasten und
Lymphozyten, untersucht. Die vorliegende Arbeit be-
schreibt nun das Vorkommen von Inhibitoren der DNS-
Synthese in der Plazenta, die vor allem bei Tumorzellen
wirksam sind. Diese Inhibitoren unterscheiden sich
offenbar von jenen, auf die andere bzw. normale Zell-
typen ansprechen.

Leistungsfihige Trennmethoden, wie beispielsweise die
Polyacrylamidgel-Elektrophorese, ~ demonstrieren  die
Heterogenitit der Faktoren. Dabei stellt sich heraus, daf§
nicht immer die biologische Aktivitit mit dem Protein-
gehalt der Bande konform gehen mufl, wie etwa bei der
am schnellsten wandernden Inhibitorfraktion der Abb. 5,
die sich an einer offenbar proteinfreien Stelle des Gels
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befindet. Dafiir gibt es prinzipiell 3 mégliche Erklirun-
gen: a) Dieser Inhibitor ist kein Protein, oder b) er ist
wohl ein Protein, aber sein Molekulargewicht ist bereits
so gering, dafl er im Zuge der Fixierung aus dem Gel
gewaschen bzw. nicht mehr geniligend angefirbt wird,
oder schliefilich c) seine biologische Aktivitit ist so grof,
daff die hemmende Wirkung noch nachgewiesen werden
kann, die Firbung mit Amidoschwarz hingegen nicht
mehr anspricht. Letztere Moglichkeit ist insofern nicht
auszuschliefen, als die Bestimmung des Thymidinein-
baues wesentlich empfindlicher ist als die Anfirbung und
Densitometrie einer Proteinbande. So geniigen fiir den
Nachweis der Hemmwirkung bereits weniger als 0,1 ug
der Substanz, wihrend zum Nachweis einer Protein-
bande auf optischem Wege immerhin etwa 1 ug benstige
wird. Versuche zur Klirung dieser Frage sind zur Zeit
in Vorbereitung.
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