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SUMMARY

V a r i o u s  p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  a r e  d e t e c t e d  i n  m a t e r n a l  

s e r u m  d u r i n g  p r e g n a n c y ,  some o f  w h i c h  a r e  a l s o  p r e s e n t  a t  low l e v e l s  i n  

n o n - p r e g n a n c y  serumo A r e v i e w  o f  t h e  l i t e r a t u r e  h a s  b e e n  made and t h e  

f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  h a v e  b e e n  drawno P r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  

a r e  s y n t h e s i s e d  b y  a v a r i e t y  o f  m a t e r n a l ,  f e t a l  and p l a c e n t a l  t i s s u e s *  

B o t h  s t e r o i d  a n d  p r o t e i n a c e o u s  h o r m o n e s  a r e  p r o d u c e d ,  t o g e t h e r  w i t h  

enz ymes an d  o t h e r  p r o t e i n s *  The f u n c t i o n s  o f  many o f  t h e s e  p r o t e i n s

h a v e  s t i l l  t o  b e  d e t e r m i n e d *  I n  v i t r o  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  s u g g e s t e d

t h a t  some o f  t h e s e  p r o t e i n s  may b e  i n v o l v e d  i n  h a e m o s t a s i s  and i n  immuno­

s u p p r e s s i o n *  H o w e v e r ,  t h e i r  p r e c i s e  r o l e s  i n  t h e  c o m p l e x  and  s e n s i t i v e  

i m m u n o b i o l o g i c a l  e q u i l i b r i u m  t h a t  e x i s t s  b e t w e e n  m a t e r n a l  and  f e t a l  

t i s s u e s  d u r i n g  p r e g n a n c y ,  h a s  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d *

Some p l a c e n t a l  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  u s e d ,  t o  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  

s u c c e s s ,  t o  m o n i t o r  p r e g n a n c y  an d  f e t a l  w e l l - b e i n g .  O t h e r s  h a v e  

p r o v e d  i n v a l u a b l e  f o r  m o n i t o r i n g  m a l i g n a n c i e s ,  m e t a s t a s i s  and t h e  

r e c u r r e n c e  o f  t u m o u r s  a f t e r  t r e a t m e n t .  A b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  

f u n c t i o n  o f  p r e g n a n c y  s p e c i f i c  p r o t e i n s  w o u l d  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e  

t h e i r  c l i n i c a l  and p r a c t i c a l  u s e f u l n e s s *

P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A (PAPP-A) o n e  o f  t h e  more  

r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  p l a c e n t a l  p r o t e i n s ,  h a s  s i m i l a r  p h y s i c o c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  t o  t h e  s e r u m  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  a l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n  ■=

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  two p r o t e i n s  may b e  h o m o l o g u e s  ( o r  

a n a l o g u e s )  a s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  f o r  o t h e r  p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s *  

A f u n c t i o n a l  h o m o lo g y  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  f o r  t h e s e  two p r o t e i n s *

H i s t o l o g i c a l  s t a i n i n g  s t u d i e s  by  v a r i o u s  w o r k e r s  h a v e  l o c a l i s e d  

PAPP-A t o  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t ,  t h e  v i l l o u s  c y t o t r o p h o b l a s t ,  t h e
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u t e r o - p l a c e n t a l  f i b r i n o i d  an d  i n  r e t i c u l a r  f i b r e s  a r o u n d  u t e r i n e

d e c i d u a l  c e l l s *  T h i s  d i s t r i b u t i o n  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  f o r  t h e

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  g l y c o p r o t e i n  f i b r o n e c t i n *  T i s s u e  f r o m  t h e

35u t e r o - p l a c e n t a l  an d  c h o r i o n i c  p l a t e s  s y n t h e s i s e d  b o t h  S - l a b e l l e d  

PAPP-A a n d  f i b r o n e c t i n  a f t e r  o n e  w e ek  o f  c u l t u r i n g *

The p u r p o s e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  was t o  d e v e l o p  a p u r i f i c a t i o n  

p r o t o c o l  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  a c t i v e  PAPP-A, and t o  

f u r t h e r  c o m p ar e  an d  PAPP-A b o t h  p h y s i c o c h e m i c a l l y  and f u n c t i o n a l l y *  

The f o l l o w i n g  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d *

The n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A, p u r i f i e d  b y  p o s i t i v e  

a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  was d e t e r m i n e d *  PAPP-A c o n t a i n e d  a mean 

n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  12*97*, t h e  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  was 

3*97oo O n ly  4*8% o f  t h e  p r o t e i n  i n  a s o l u t i o n  o f  p u r i f i e d  PAPP-A 

was p r e c i p i t a b l e  i n  12*57* t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ,  co m p a r e d  w i t h  53*97* 

p r e c i p i t a t i o n  f o r  a s o l u t i o n  o f  a^M* H oweve r ,  PAPP-A was i n s o l u b l e  i n  

57* p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  i n  2M HCl* T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  t o t a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o b s e r v e d  f o r  PAPP-A 

(19*27*)*

PAPP-A was o b t a i n e d  i n  a n  e n r i c h e d  s t a t e  u n d e r  m i l d  p u r i f i c a t i o n  

c o n d i t i o n s ,  i n v o l v i n g  C i b a c r o n  b l u e  d y e - l i g a n d  c h r o m a t o g r a p h y ,  n e g a t i v e  

a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  g e l  f i l t r a t i o n *  The p r o d u c t  was

a m i x t u r e  o f  PAPP-A a n d  ( t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n  o r  PEP)*

125 125
The a b i l i t y  o f  t h e s e  p r o t e i n s  t o  b i n d  1 - t r y p s i n  and I - p l a s m i n  was

s t u d i e d *  I n  c o n t r a s t  t o  p r e v i o u s  s t u d i e s ,  t h e r e  was no e v i d e n c e  t h a t

PAPP-A boun d p r o t e a s e s ,  an d  o n  i n c u b a t i o n  w i t h  a n  e q u i m o l a r  ( a p p r o x )

125
c o n c e n t r a t i o n  o f  t r y p s i n  I -PA P P -A  d e g r a d a t i o n  was o b s e r v e d *  The

125i n  t h e s e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n s  d i d  h o w e v e r ,  b i n d  t o  1 - t r y p s i n



I l l

125
a n d  I - p l a s m i n *  C o m p l e m e n t - i n d u c e d  l y s i s  o f  s e n s i t i s e d  s h e e p  r e d

c e l l s  was n o t  i n h i b i t e d  by  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n *  T h e s e

r e s u l t s  a r e  c o n t r a r y  t o  t h o s e  a l r e a d y  p u b l i s h e d *

S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n a l y s i s  o f  s c r a p i n g s

f r o m  N i t a b u c h ' s  l a y e r  a t  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  i n t e r f a c e ,  r e v e a l e d  two

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p o l y p e p t i d e  b a n d s ,  w h i c h  s t a i n e d  w i t h  c o m p a r a b l e

i n t e n s i t y  w i t h  C o o m a s s i e  b l u e *  The m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e s e  b a n d s

c o r r e s p o n d e d  t o  t h o s e  o f  f i b r o n e c t i n  ( 2 3 0 , 0 0 0 )  and PAPP-A ( 1 8 7 , 0 0 0 ) *

O t h e r  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d s  w e r e  a l s o  o b s e r v e d ,  some o f  w h i c h

h a d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  f i b r i n  p o l y p e p t i d e s *  On

35c u l t u r i n g  N i t a b u c h * s  l a y e r  f o r  24 h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S - m e t h i o n i n e ,  

a  p o l y p e p t i d e  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 3 0 , 0 0 0  i n  t h e  c u l t u r e  s u p e r ­

n a t a n t ,  i n c o r p o r a t e d  t h e  m o s t  r a d i o a c t i v i t y  an d  t h i s  was c o n c l u d e d  t o  

35be S - f i b r o n e c t i n *  A b a n d  a t  1 8 7 , 0 0 0  mol  w t  was n o t  o b s e r v e d  i n  t h e

c u l t u r e  s u p e r n a t a n t ,  A c o n t r o l  o f  c u l t u r e d  v i l l o u s  p l a c e n t a  d i d  n o t

35show c o m p a r a b l e  i n c o r p o r a t i o n  o f  S i n t o  f i b r o n e c t i n .  The PAPP-A 

and i n  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n s  d i d  n o t  b i n d  t o  t h e  f i b r o ­

n e c t i n  i n  t h e  N i t a b u c h ' s  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  n o r  t o  c o lu m n s  o f  g e l a t i n  

35S e p h a r o s e  o r  S - f i b r o n e c t i n r g e l a t i n  S e p h a r o s e  c o m p l e x e s *

On t h e  b a s i s  o f  t h e  r e s u l t s  i n  t h i s  t h e s i s  t h e r e  seems t o  b e  

l i t t l e  r e a s o n  t o  c o n s i d e r  t h a t  PAPP-A i s  h o m o lo g o u s  o r  a n a l o g o u s  t o  t h e  

s e r u m  p r o t e i n  i n  f u n c t i o n  o r  f i n e r  s t r u c t u r e *  The e v i d e n c e  see ms

t o  i n d i c a t e  t h a t  PAPP-A s h o u l d  no l o n g e r  be  c o n s i d e r e d  a s  a p r o t e i n  

i n v o l v e d  i n  i m m u n o s u p p r e s s i o n  o r  f i b r i n o l y s i s ,  b u t  p r i m a r i l y  a s  a 

p r o t e i n  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  i n  

t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  and c h o r i o n i c  p l a t e s ,  and i n  c e r t a i n  f i b r o t i c  a r e a s  

o f  p l a c e n t a l  v i l l o u s  t r u n k s *



IV

ABBREVIATIONS

AACE A n t i b o d y - a n t i g e n  c r o s s e d  e l e c t r o p h o r e s i s

A l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n  

BSA B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n

B u f f e r  A 10 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7*5

B u f f e r  B 0 .3M NaCl  i n  5 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7*5

hPL Human p l a c e n t a l  l a c t o g e n

hCG Human c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n

mol w t  M o l e c u l a r  w e i g h t

NAAG N e g a t i v e - a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y

PAPP-A P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A

PBS P h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e :  0*16 M NaCl ,  5 mM p o t a s s i u m

p h o s p h a t e ,  pH 7*5 

PEP PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n

PTA P h o s p h o - t u n g s t i c  a c i d

SDS-PAGE Sodium d o d e c y l  s u l p h a t e - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s

S P l  P r e g n a n c y  s p e c i f i c  b e t a - 1 - g l y c o p r o t e i n

( S c h w a n g e r s c h a f t s  p r o t e i n )

TCA T r i c h l o r o a c e t i c  a c i d



CHAPTER 1 : INTRODUCTION



GENERAL INTRODUCTION

I n  t h i s  c h a p t e r  a  r e v i e w  o f  t h e  c u r r e n t  s t a t e  o f  k n o w l e d g e  

o f  t h e  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A 

(PAPP-A) w i l l  b e  p r e s e n t e d ,  t o g e t h e r  w i t h  a c o m p a r i s o n  b e t w e e n  PAPP-A 

and a l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n  ( # 2 ^ ) ,  a  s e r u m  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  t h o u g h t  t o  

b e  s i m i l a r  t o  PAPP-A* H o w e v e r ,  f o r  a b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  

a p p r o a c h e s  t a k e n  an d  t h e  a r g u m e n t s  p r e s e n t e d ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  h a v e  

a b a c k g r o u n d  k n o w l e d g e  o f  human p l a c e n t o l o g y *  What  makes  g e s t a t i o n  

s u c h  a  u n i q u e  p r o c e s s  an d  w h a t  p a r t s  do t h e  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  

p r o t e i n s  p l a y  i n  t h i s  p r o c e s s ?  What  c a n  b e  g a i n e d  b y  s t u d y i n g  t h e s e  

p r o t e i n s ,  a n d  how do t h e s e  s t u d i e s  a i d  c l i n i c i a n s  i n  t h e  m a n a g e m en t  

and t r e a t m e n t  o f  e x p e c t a n t  m o t h e r s  d u r i n g  n o r m a l  a n d  c o m p l i c a t e d  

p r e g n a n c i e s ?

1* THE HUMAN PLACENTA

The h a e m o c h o r i a l  t y p e  o f  p l a c e n t a  f o u n d  i n  humans a r i s e s  

f r o m  a n  i n t i m a t e  u n i o n  o f  f e t a l  an d  m a t e r n a l  t i s s u e s *  I t  h a s  many 

v a r i e d  p u r p o s e s  i n c l u d i n g  t h e  p h y s i o l o g i c a l  e x c h a n g e  o f  m a t e r i a l s  

b e t w e e n  t h e  m a t e r n a l  a n d  f e t a l  c i r c u l a t i o n s *  I t  p o s s e s s e s  a l i m i t e d  

l i f e  s p a n  o f  a p p r o x i m a t e l y  9 m o n t h s ,  d u r i n g  w h i c h  i t  d e v e l o p s ,  g rows  

and a g e s ;  s h o w i n g  a l t e r a t i o n s  i n  s t r u c t u r e  an d  f u n c t i o n  a d a p t e d  t o  

t h e  r e q u i r e m e n t s  o f  t h e  g r o w i n g  embryo and f e t u s  a t  s u c c e s s i v e  s t a g e s  

o f  g e s t a t i o n *

I n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s  s e v e r a l  a s p e c t s  o f  p l a c e n t a l  

d e v e l o p m e n t ,  s t r u c t u r e  an d  f u n c t i o n  a r e  d e s c r i b e d ,  t o g e t h e r  w i t h  a 

r e v i e w  o f  t h e  i m m u n o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  p r e g n a n c y *



F i g u r e  1 : 1  I m p l a n t a t i o n :  ( a )  f i r s t  d ay
( b )  s e c o n d  d a y  

( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  1978 )

F i g u r e  1 : 2  F i f t h  d a y  o f  i m p l a n t a t i o n
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  197 8)

F i g u r e  1 : 3  E i g h t h  d a y  o f  i m p l a n t a t i o n *  AS, a m n i o t i c  
s a c ;  EEM, e x t r a e m b r y o n i c  mes oder m;
YS, y o l k  s a c *
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  1978)
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1 : 1  P l a c e n t a l  d e v e l o p m e n t  an d  s t r u c t u r e

The f o l l o w i n g  a c c o u n t  h a s  b e e n  c o n s t r u c t e d  f r o m  t h e  r e v i e w s  

o f  A i t k e n ,  B e a c o n s f i e l d  an d  G i n s b u r g  ( 1 9 7 9 ) ,  Boyd an d  H a m i l t o n  ( 1 9 7 0 ) ,  

F i t z G e r a l d  ( 1 9 7 8 ) ,  P i j e n b o r g  e t  ^  ( 1 9 8 1 ) ,  Wyn ( 1 9 7 5 )  an d  W a l k e r  and  

Jam es  ( 1 9 7 6 ) »

By t h e  120 c e l l  s t a g e  t h e  c e l l s  o f  t h e  e a r l y  b l a s t o c y s t  h a v e  

d i f f e r e n t i a t e d  i n t o  t h o s e  w h i c h  f o r m  t h e  p l a c e n t a  ( t h e  t r o p h o b l a s t ) ,  

and t h o s e  w h i c h  w i l l  bec ome t h e  f e t u s  ( t h e  i n n e r  c e l l  m a s s )* I n  v i t r o  

t h e  e a r l i e s t  t i m e  a t  w h i c h  t h i s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i s  5 d a y s  a f t e r  

f e r t i l i z a t i o n o  On t h e  6 t h  o r  7 t h  d a y  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n  t h e  b l a s t o ­

c y s t  i m p l a n t s  i n  t h e  w a l l  o f  t h e  u t e r u s  ( t h e  e n d o m e t r i u m ) .  The i n n e r  

c e l l  mass  o r i e n t a t e s  t o w a r d s  t h e  e n d o m e t r i a l  e p i t h e l i u m  w h i c h  i s  t h e n  

p e n e t r a t e d  by  t h e  c e l l s  o f  t h e  t r o p h o b l a s t  ( F i g u r e  l : l a ) o  By t h e  

1 2 t h  d a y  t h e  b l a s t o c y s t  comes t o  l i e  c o m p l e t e l y  em bedded i n  t h e  u t e r i n e  

e n d o m e t r i u m  ( F i g u r e  l : 3 ) o  The d e g r e e  o f  e n d o m e t r i a l  i n v a s i o n  by  t h e  

t r o p h o b l a s t  a p p e a r s  t o  b e  s t r i c t l y  d e f i n e d  a n d  l i m i t e d . ,  W l ie the r  t h e  

c o n t r o l l i n g  f a c t o r s  i n  t h i s  p r o c e s s  a r e  u t e r i n e  o r  f e t a l  ( o r  b o t h )  

i n  o r i g i n  i s  n o t  known^ At  t h e  b e g i n n i n g  o f  i m p l a n t a t i o n ,  t h e  e n d o ­

m e t r i u m  u n d e r g o e s  t h e  d e c i d u a l  r e a c t i o n  w h i c h  b e g i n s  a t  t h e  s i t e  o f  

i m p l a n t a t i o n  an d  s p r e a d s  t h r o u g h o u t  t h e  e n d o m e t r i u m  i n  a f e w  d ay s»  

S t r i c t l y  d e f i n e d ,  t h e  d e c i d u a  i s  t h e  g e s t a t i o n a l  e n d o m e t r i u m  t h a t  i s  

s h e d  a t  p a r t u r i t i o n  (Wyn, 1 9 7 5 ) o A d e c i d u a l  c e l l  r e f e r s  s p e c i f i c a l l y  

t o  t h e  t r a n s f o r m e d  s t r o m a l  c e l l s  o f  t h e  p r e g n a n t  e n d o m e t r i u m ,  an d  

t h e s e  a r e  e n l a r g e d  c e l l s  f i l l e d  w i t h  g l y c o g e n  and l i p i d .  The p o s s i b l e  

d e c i d u a l  f u n c t i o n s  a r e :  n u t r i t i o n  o f  t h e  em bryo ;  f o r m a t i o n  o f  a

c l e a v a g e  z o n e  a t  p a r t u r i t i o n ;  l i m i t a t i o n  o f  t r o p h o b l a s t i c  i n v a s i o n ;  

e n d o c r i n e  s e c r e t i o n  an d  a n  i m m u n o l o g i c a l  r o l e  ( A i t k e n ,  B e c o n s f i e l d  

an d  G i n s b u r g ,  1 9 7 9 ) ,



A f t e r  i m p l a n t a t i o n  t h e  t r o p h o b l a s t  b e g i n s  t o  d i f f e r e n t i a t e .

A t  t h e  p o i n t  o f  c o n t a c t  w i t h  t h e  e n d o m e t r i u m  t h e  f l a t  t r o p h o b l a s t i c  

c e l l s  bec ome c u b o i d a l ,  t h e n  m u l t i p l y  t o  f o r m  a n  o u t e r  s y n c y t i a l  l a y e r ,  

t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s  t , w h i c h  i n v a d e s  t h e  e n d o m e t r i u m .  The i n n e r  

c u b o i d a l  c e l l s  c o n s t i t u t e  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t  ( F i g u r e  1 : 1 a ) ,  M i t o t i c  

f i g u r e s  a r e  a b u n d a n t  i n  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t ;  d i s i n t e g r a t i o n  o f  i t s  

p l a s m a  m em bra nes  c a n  b e  o b s e r v e d  w i t h  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a s  new 

s y n c y t i u m  i s  f o r m e d .  The s y n c y t i u m  t h e n  u n d e r g o e s  v a c u o l a t i o n  t o  

f o r m  a  s y s t e m  o f  l a c u n a r  s p a c e s  ( l a c u n a e ) , w h i c h  c o n n e c t  w i t h  t h e  

m a t e r n a l  s i n u s o i d s  a n d  f i l l  w i t h  m a t e r n a l  b l o o d  ( F i g u r e s  1 : 1 b  an d  1 : 2 ) ,  

I n  t h i s  way t h e  p l a c e n t a  i s  s u p p l i e d  w i t h  m a t e r n a l  a r t e r i a l  b l o o d  

d i r e c t l y  f r o m  t h e  u t e r i n e  v e s s e l s .  The p r o l i f e r a t i n g  c y t o t r o p h o b l a s t  

e n t e r s  t h e  s y n c y t i a l  p r o c e s s e s ,  f o r m i n g  c e l l  c o lu m n s  w i t h i n  t h e m .

Thus  t h e  p r i m a r y  v i l l i  o f  t h e  p l a c e n t a  a r e  f o r m e d  ( d a y  15 a p p r o x ) .

T h e s e  v i l l i  a r e  n o t  t r u l y  v i l l o u s  i n  f o r m ,  h o w e v e r ,  a s  t h e y  i n t e r ­

c o n n e c t  f r e e l y .  A c t i v e  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t  c a r r i e s  

t h e  t i p s  o f  t h e  p r i m a r y  v i l l i  t h r o u g h  t h e  s y n c y t i a l  l a y e r  a n d  i n t o  

t h e  d e c i d u a l i s e d  e n d o m e t r i a l  s t r o m a ,  A p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  v i l l i  

f u s e  w i t h  t h e  d e c i d u a  a n d  r e m a i n  a v a s c u l a r .  T h e i r  f u n c t i o n  i s  t o  

a n c h o r  t h e  p l a c e n t a  t o  t h e  u t e r i n e  w a l l .  A t  t h e  same t i m e  t h e  c y t o ­

t r o p h o b l a s t  c e l l  c o lu m n s  s p r e a d  l a t e r a l l y  i n  t h e  p e r i p h e r a l  s y n c y t i u m  

an d  e n d o m e t r i u m ,  a n d  j o i n  t o g e t h e r  t o  f o r m  a s h e l l  a r o u n d  t h e  c o n c e p t u s ;  

t h e  c y t o t r o p h o b l a s t i c  s h e l l  ( F i g u r e s  1 :2  and 1 : 3 ) ,  C o m p l e t i o n  o f  t h e  

s h e l l  l i m i t s  t h e  a r e a  o f  t r o p h o b l a s t  i n v a s i o n .  The s h e l l  i s  p i e r c e d  

b y  m a t e r n a l  s i n u s o i d s  a t  t h e i r  p o i n t s  o f  r u p t u r e  i n t o  t h e  l a c u n a e ,  w h i c h  

f r e e l y  i n t e r c o m m u n i c a t e ,  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  l a b y r i n t h i n e  i n t e r v i l l o u s  

s p a c e  ( F i g u r e  1 : 4 ) ,



F i g u r e  1 : 4  I m p l a n t a t i o n ,  t e n t h  d a y ,
AS, a m n i o t i c  s a c ,
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  1 9 7 8 )

F i g u r e  1 : 5  The p l a c e n t a l  b a r r i e r
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  1 978)
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Th e e x t r a  e m b r y o n i c  m e s o d e r m  e n t e r s  t h e  v i l l i ,  t r a n s f o r m i n g  

th em  i n t o  s e c o n d a r y  v i l l i * I t  d o e s  n o t  p e n e t r a t e  a s  f a r  a s  t h e  

c y t o t r o p h o b l a s t i c  s h e l l *  C a p i l l a r i e s  d e v e l o p  i n  s i t u  f r o m  t h i s  

mes ode rm * V i l l i  c o n t a i n i n g  t h e s e  b l o o d  v e s s e l s  a r e  c a l l e d  t e r t i a r y  

v i l l i . T h e s e  v i l l i  i n c r e a s e  i n  c o m p l e x i t y  b y  means  o f  s i d e  b r a n c h e s *

Up t o  200 t r e e - l i k e  c o l o n i e s  o f  v i l l i  a r e  f o r m e d  ( f e t a l  c o t y l e d o n s ) ,  

e a c h  f e d  b y  o n e  f e t a l  a r t e r y  an d  d r a i n e d  by  one f e t a l  v e i n *  F e t a l  

an d  m a t e r n a l  b l o o d  a r e  s e p a r a t e d  b y  t h e  s y n c y t i u m  ( w h i c h  may p o s s e s s  

a b r u s h  b o r d e r  a n d  f r e q u e n t l y  show s a n u c l e a t e  s t r e t c h e s  a t  s u c h  

l e v e l s ) ,  t h e  t r o p h o b l a s t i c  b a s e m e n t  m em b ran e ,  t h e  s t r o m a l  c o n n e c t i v e  

t i s s u e ,  t h e  v a s c u l a r  b a s e m e n t  m e m b r a n e ,  t h e  c a p i l l a r y  e n d o t h e l i u m  and 

t h e  c y t o t r o p h o b l a s t ,  i n  t h o s e  r e g i o n s  w h e r e  i t  p e r s i s t s  ( F i g u r e  1 : 5 ;

Boyd a n d  H a m i l t o n ,  1 9 70)*

A s l u g g i s h  c i r c u l a t i o n  o f  m a t e r n a l  b l o o d  t a k e s  p l a c e  t h r o u g h  

t h e  e a r l y  l a c u n a e  b u t  t h e  c i r c u l a t i o n  bec o m e s  m o re  b r i s k  a s  t h e  i n t e r ­

v i l l o u s  s p a c e  e n l a r g e s *  The u t e r i n e  a r t e r i e s  u n d e r g o  m a j o r  s t r u c t u r a l  

a l t e r a t i o n s  d u r i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p l a c e n t a *  T r o p h o b l a s t i c  c e l l s  

m i g r a t e  i n t o  t h e  m a t e r n a l  s p i r a l  a r t e r i e s  ( b u t  no d e e p e r  t h a n  t h e  

m e d i a l  t e r m i n a l  a r t e r i e s  b e y o n d  t h e  m y o m e t r iu m ;  P i j e n b o r g  e ^  1 9 8 1 ) ,  

s u p p l y i n g  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e  ( R o b e r t s o n ,  B r o s e n s  an d  D i x o n ,  19 75)*  

Th e i n t r a - a r t e r i a l  i n v a s i o n  s t a r t s  w i t h  t h e  p l u g g i n g  o f  t h e  d i s t a l  

t i p s  o f  t h e s e  a r t e r i e s  b y  t r o p h o b l a s t i c  t i s s u e ,  c o n t i n u o u s  e i t h e r

w i t h  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t i c  s h e l l  o r  w i t h  t h e  p r o l i f e r a t i n g  t i p s  o f  t h e

a n c h o r i n g  v i l l i  ( P i j e n b o r g  _e1t a l , 1 9 81)*  T r o p h o b l a s t i c  c e l l s  a l s o  

bec ome i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  a r t e r i a l  w a l l  , w h i c h  l o s e s  i t s  n o r m a l

h i s t o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  become a  t u b e  o f  f i b r i n o i d  m a t e r i a l  w i t h

a  w i d e r  d i a m e t e r  t h a n  t h e  o r i g i n a l  v e s s e l *  T h e s e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  

d i s r u p t  t h e  a u t o n o m i c  s u p p l y  t o  t h e  v e s s e l s ,  w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  t h e



F i g u r e  1 : 6  D ia g r a m s  t o  i l l u s t r a t e  t h e  e n l a r g e m e n t  o f  t h e  
c h o r i o n i c  v e s i c l e  an d  p r o g r e s s i v e  o b l i t e r a t i o n  
o f  t h e  u t e r i n e  c a v i t y *
a )  6  w eeks  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n
b )  16 weeks  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n  
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  1 978)

F i g u r e  1 : 7  Componen t  p a r t s  o f  t h e  p l a c e n t a  
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  1 9 7 8 )
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p l a c e n t a l  v a s c u l a r  b e d  d o e s  n o t  a c t i v e l y  p a r t i c i p a t e  i n  r e f l e x  homeo­

s t a t i c  a d j u s t m e n t s  o f  t h e  m a t e r n a l  s y s t e m *  The p l a c e n t a l  v a s c u l a t u r e  

f o r m s  a  low r e s i s t a n c e  s y s t e m ,  s u p p l i e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  s y s t e m i c  

c i r c u l a t i o n  s o  t h a t  f l o w  t h r o u g h  t h e  p l a c e n t a  d e p e n d s  o n  t h e  p r e v a i l i n g  

s y s t e m i c  p r e s s u r e *  H e n c e ,  d e s p i t e  t h e  a b s e n c e  o f  a u t o n o m i c  v a s o m o t o r  

s u p p l y ,  c h a n g e s  i n  p l a c e n t a l  b e d  h a e m o d y n a m ic s  o c c u r  a s  a p a s s i v e ,  

s e c o n d a r y  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  i n  t h e  s y s t e m i c  p r e s s u r e ,  a n d / o r  t o  

c h e m i c a l  s t i m u l i *

D u r i n g  t h e  t h i r d  w e ek  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n  t h e  g r o w i n g  c h o r i o n i c  

v e s i c l e  e n l a r g e s  i n t o  t h e  c a v i t y  o f  t h e  u t e r u s *  The d e c i d u a  o u t s i d e  

t h e  v e s i c l e  i s  now c a l l e d  t h e  d e c i d u a  c a p s u l a r i s  and t h a t  o n  t h e  m a t e r n a l  

a s p e c t  o f  t h e  v e s i c l e  i s  t h e  d e c i d u a  b a s a l i s  ( F i g u r e  1 : 6 a ) *  The 

d e c i d u a  p a r i e t a l i s  l i n e s  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  b o d y  o f  t h e  u t e r u s *

A f t e r  some 12 weeks  o f  d e v e l o p m e n t  t h e  d e c i d u a  c a p s u l a r i s  comes i n t o  

c o n t a c t  w i t h ,  and b e g i n s  t o  f u s e  w i t h  t h e  d e c i d u a  p a r i e t a l i s  o p p o s i t e  

( F i g u r e  1 : 6 b ) ,  g r a d u a l l y  o b l i t e r a t i n g  t h e  u t e r i n e  c a v i t y *  A l t h o u g h  

t h e  e a r l y  c h o r i o n i c  v i l l i  d e v e l o p  a l l  a r o u n d  t h e  b l a s t o c y s t ,  t h e  l a t e r  

( t e r t i a r y )  v i l l i  becom e p r o g r e s s i v e l y  r e s t r i c t e d  t o  t h e  d e c i d u a  b a s a l i s ,  

w h e r e  t h e y  e n l a r g e  t o  f o r m  t h e  c h o r i o n  f r o n d o s u m * The c h o r i o n  l a e v e , 

i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  d e c i d u a  c a p s u l a r i s  u n d e r g o e s  a t r o p h y *

D u r i n g  t h e  m i d d l e  t r i m e s t e r  o f  p r e g n a n c y  t h e  p l a c e n t a  

c o n t i n u e s  t o  g ro w  ( F i g u r e  1 : 1 0 a ) ,  b u t  t h e  o r i g i n a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

f e t a l  and m a t e r n a l  c o m p o n e n t s  i s  m a i n t a i n e d *  The t e r t i a r y  v i l l i  

c o n t i n u e  t h e i r  a r b o r e s c e n t  growth r i g h t  up t o  t e r m ;  t h e i r  g r o w i n g  t i p s  

d i s p l a y i n g  k n o b l i k e  t h i c k e n i n g s  o f  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  w h i c h  c o n t a i n  

many n u c l e i ;  t h e s e  a r e  known a s  s y n c y t i a l  k n o t s  ( F i g u r e  1 : 7 ) *

A t  12 w eeks  t h e  v i l l i  a r e  l a r g e  (u p  t o  0*3 mm i n  d i a m e t e r ) ,  w i t h  2 w e l l -  

d e f i n e d  l a y e r s  o f  t r o p h o b l a s t *  C a p i l l a r i e s  a r e  s m a l l  and l o c a t e d



F i g u r e  1 : 8  D i a g r a m  o f  a  p o r t i o n  o f  t h e  m a t u r e  p l a c e n t a *  
O n ly  o n e  v i l l o u s  t r e e  i s  r e p r e s e n t e d *  N o t e :  
The i n t e r v i l l o u s  s p a c e  i s  n o r m a l l y  f i l l e d  w i t h  
m a t e r n a l  b l o o d ;  t h e  a r r o w s  i n d i c a t e  i t s  
d i r e c t i o n  o f  f lo w *
( A d a p t e d  f r o m  F i t z G e r a l d ,  197 8)

F i g u r e  1 : 9  I l l u s t r a t i o n  o f  t h e  m e c h a n i s m  by  w h i c h  b l o c k i n g  
a n t i b o d i e s  p r e v e n t  t h e  a t t a c k  o f  s e n s i t i z e d  
l y m p h o c y t e s  ( i m m u n o l o g i c a l  e n h a n c e m e n t ) ,  
( A d a p t e d  f r o m  C o o p e r ,  1 9 8 0 ) ,
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c e n t r a l l y  i n  t h e  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o r e »  A t  t e r m  t h e  v i l l i  a r e  much 

s m a l l e r  ( 0 o 0 5 - 0 o l  ram i n  d i a m e t e r ) ,  t h e  c a p i l l a r i e s  a r e  n e a r e r  t h e  s u r f a c e ,  

t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  t h i n s  a n d  c y t o t r o p h o b l a s t i c  c e l l s  a r e  feWo 

F i b r i n o i d  d e p o s i t s  a r e  commonly s e e n  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  v i l l i .  F r e s h  

s y n c y t i u m  i s  c o n t i n u a l l y  r e c r u i t e d  f r o m  t h e  L a n g h a n s  c y t o t r o p h o b l a s t ,  

w h i c h  d i m i n i s h e s  i n  am o u n t  a s  p r e g n a n c y  a d v a n c e s *  D u r i n g  t h e  1 s t  

t r i m e s t e r  o f  p r e g n a n c y  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t  i n v a d e s  t h e  d e c i d u a  an d  i n n e r  

m y o m e t r iu m ,  a n d  f u s i o n  o f  t h e s e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  c r e a t e s  t h e  s y n c y t i o ­

t r o p h o b l a s  t i c  r a u l t i n u c l e a r  g i a n t  c e l l s *  T o g e t h e r  w i t h  t h e  b a s a l  d e c i d u a  

a n d  i n n e r  m y o m e t r iu m  t h e s e  make up  t h e  p l a c e n t a l  bed* The t r a n s f o r m ­

a t i o n  o f  c y t o t r o p h o b l a s t  i n t o  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  t h r o u g h o u t  t h e  2 nd an d  

3 r d  t r i m e s t e r s  r e s u l t s  i n  i n t e r s t i a l  g i a n t  c e l l s  b e i n g  t h e  p r e d o m i n a n t  

t r o p h o b l a s t i c  e l e m e n t s  s e e n  i n  t h e  p l a c e n t a l  b e d  a t  t e r m  ( P i j e n b o r g  

jet  1 9 8 1 )*  Some o f  t h e s e  g i a n t  c e l l s  i n  t h e  u t e r i n e  t i s s u e  m i g r a t e  

i n t o  t h e  d e c i d u a l  s p i r a l  a r t e r i e s *  P r o g r e s s i v e  e r o s i o n  o f  m a t e r n a l  

v e s s e l s  a c c o m p a n i e s  e n l a r g e m e n t  o f  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e *  P l a c e n t a l  

s e p t a e  a r e  f o r m e d  w h i c h  a r e  n a r r o w  r i d g e s  o f  i n t e r c o n n e c t e d  d e c i d u a  

t h a t  p r o j e c t  i n t o  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e ,  g i v i n g  r i s e  t o  m o re  o r  l e s s  

c u p - s h a p e d  s t r u c t u r e s  ( F i g u r e  1 : 8 ) ,  t h e  m a t e r n a l  c o t y l e d o n s *

The p l a c e n t a  a t  t e r m  i s  d i s c - s h a p e d ,  a b o u t  20 cm i n  d i a m e t e r ,

2*5 cm t h i c k  i n  t h e  m i d d l e  a n d  t a p e r i n g  t o w a r d s  t h e  e d g e s ,  an d  w e i g h s  

a p p r o x i m a t e l y  700 g ( F i g u r e  1 : 1 0 a ) *  Th e f e t a l  s u r f a c e  i s  c o v e r e d  b y  

t h e  a m n i o n  b e n e a t h  w h i c h  l i e s  t h e  c h o r i o n  an d  f e t a l  v e s s e l s *  The 

m a t e r n a l  s u r f a c e  i s  l o b u l a t e d  i n  a p p e a r a n c e *  The m a t e r n a l  c o t y l e d o n s  

c o r r e s p o n d  t o  o n e ,  o r  m o r e  u s u a l l y ,  s e v e r a l  f e t a l  c o t y l e d o n s ,  t h e  

g r o o v e s  b e t w e e n  them  a r e  c r e a t e d  b y  p l a c e n t a l  s e p t a e *  A s p i r a l  a r t e r y  

e n t e r s  e a c h  m a t e r n a l  c o t y l e d o n  an d  s e v e r a l  p e r i p h e r a l  v e i n s  r e t u r n  t h e  

b l o o d  t o  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n  ( F i g u r e  1 : 8 ) *  Th e u m b i l i c a l  c o r d
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c o n t a i n s  two a r t e r i e s  and one v e i n  i n  a  j e l l y - l i k e  s u b s t a n c e  ( W h a r t o n ' s  

j e l l y ) ,  c o v e r e d  w i t h  t h e  a m n i o n .  I t  i s  u s u a l l y  i n s e r t e d  n e a r  t h e  

c e n t r e  o f  t h e  p l a c e n t a  an d  i t s  l e n g t h  n o r m a l l y  l i e s  b e t w e e n  5 0 - 1 0 0  cm*

D i s s e c t i o n  o f  t h e  p l a c e n t a  shows  t h e  c h o r i o n i c  p l a t e  a t t a c h e d  

t o  w h i c h  a r e  t h e  f e t a l  c o t y l e d o n s *  T h e s e  p r o j e c t  t o w a r d s  t h e  d e c i d u a  

b a s a l i s  w h i c h  t o g e t h e r  w i t h  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t i c  s h e l l  on  i t s  f e t a l  

s u r f a c e  make up t h e  b a s a l  p l a t e  ( F i g u r e  1 : 7 ) .  The s m a l l e s t  f e t a l  

c o t y l e d o n s  f o r m  g r o u p s  o f  v i l l i  n e a r  t h e  c h o r i o n i c  p l a t e .  The l a r g e s t  

a r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  a n c h o r i n g  v i l l i  o f  e a r l y  p r e g n a n c y ;  t h e i r  a n c h o r a g e  

e x t e n d i n g  f r o m  t h e  c h o r i o n i c  p l a t e  t o  t h e  b a s a l  p l a t e .  The s i d e  b r a n c h e s  

o f  t h e s e  v i l l i  g i v e  r i s e  t o  a  p r o f u s i o n  o f  t e r m i n a l  v i l l i  ( F i g u r e  1 : 8 ) ,  

f l o a t i n g  i n  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e ,  some o f  w h i c h  a r e  u n i t e d  by  s y n c y t i a l  

b r i d g e s ,  o r  by d e p o s i t s  o f  f i b r i n o i d  s u b s t a n c e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  

a d j a c e n t  v i l l i *

Each v i l l u s  c o n t a i n s  a n  i n d e p e n d e n t  c a p i l l a r y  n e t w o r k ;  a  w i d e  

c a p i l l a r y  l o o p  w h i c h  f o l l o w s  i t s  i r r e g u l a r  c o n t o u r s  ( F i g u r e  1 : 7 ) ,  T h i s  

s y s t e m  g r e a t l y  i n c r e a s e s  t h e  v a s c u l a r  b e d  o f  t h e  b r a n c h  v i l l i ,  w h i c h  

s l o w s  t h e  f l o w  o f  b l o o d  s o  t h a t  t h e  c i r c u l a t i o n  t i m e  t h r o u g h  t h e  t e r m i n a l  

v i l l o u s  l o o p  i s  i n c r e a s e d  and  m o re  c o m p l e t e  p h y s i o l o g i c  e x c h a n g e  w i t h  t h e  

m a t e r n a l  b l o o d  i s  e f f e c t e d *  Some 200 s p i r a l  a r t e r i e s  o p e n  i n t o  t h e  

i n t e r v i l l o u s  s p a c e  w i t h  a b o u t  500 ml o f  m a t e r n a l  b l o o d  i n  t o t a l  p a s s i n g  

t h r o u g h  p e r  m i n u t e *  Movement  o f  i n t e r v i l l o u s  b l o o d  h a s  n o t  b e e n  

o b s e r v e d  i n  h u m a n s ,  b u t  i n  m onk eys  t h e  a r t e r i a l  b l o o d  s p u r t s  i n t o  t h e  

i n t e r v i l l o u s  s p a c e ,  r e a c h i n g  t h e  c h o r i o n i c  p l a t e  b e f o r e  b e i n g  d i s p e r s e d *

I t  r e t u r n s  m o re  s l o w l y ,  p e r c o l a t i n g  t h r o u g h  t h e  v i l l o u s  s p o n g e  on  i t s  

way t o  t h e  v e n o u s  e x i t s *  G e n t l e  r h y t h m i c  c o n t r a c t i o n s  o f  t h e  human 

u t e r u s  a r e  t h o u g h t  t o  a s s i s t  i n  e m p t y i n g  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e *  The
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a n c h o r i n g  v i l l i  c o n t a i n  s m o o t h  m u s c l e  w h i c h ,  by  d r a w i n g  t h e  c h o r i o n i c  

p l a t e  t o w a r d s  t h e  b a s a l  p l a t e ,  may p r e v e n t  t h e  f o r m a t i o n  o f  s t a g n a n t  

p o o l s  o f  m a t e r n a l  b l o o d *

From v e r y  e a r l y  o n  i n  p r e g n a n c y  d e p o s i t s  o f  f i b r i n  and t h e  

r e l a t e d  s u b s t a n c e  f i b r i n o i d  ( s e e  Boyd an d  H a m i l t o n ,  1970 ;  S u t c l i f f e  

e_t a b , 1 9 8 2 a ) ,  a r e  f o u n d  i n  t h e  b o u n d a r y  zo n e  b e t w e e n  m a t e r n a l  an d  f e t a l  

t i s s u e s ,  an d  i n  r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  s y n c y t i u m  i n  t h e  v i l l i  ( s e e  C h a p t e r  

4 : 6 ) *  F e t a l  t i s s u e s  come i n t o  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  m a t e r n a l  b l o o d ,  

lymph an d  i n t e r s t i a l  t i s s u e  f l u i d s ,  a l l  o f  w h i c h  c o n t a i n  f i b r i n o g e n *

I t  i s  t h e r e f o r e  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  f i b r i n  comes t o  be  l a i d  down i n  

d e v e l o p i n g  m em bra nes  an d  p l a c e n t a *  What  i s  s u r p r i s i n g  i s  t h e  c o m p a r a t i v e  

l a c k  o f  c o a g u l a t i o n  o b s e r v e d  i n  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e *  P e r h a p s ,  l i k e  

t h e  e n d o t h e l i u m  i n  t h e  m a t e r n a l  b l o o d  v e s s e l s ,  f e t a l  s y n c y t i u m  p o s s e s s e s  

q u a l i t i e s  w h i c h  i n h i b i t  c l o t t i n g ,  o r  a u g m en t  f i b r i n o l y t i c  a c t i v i t y ,  an d  

s o  k e e p s  c o a g u l a t i o n  a t  a  minimum* T h i s  a l t e r a t i o n  i n  c o a g u l a t i o n  

s t a t u s  h a d  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  s t e r o i d  p r o d u c t i o n  by  t h e  f e t u s  and 

p l a c e n t a  ( A l e x a n d e r  a l , 1 9 5 6 )*  H ow ever ,  r e c e n t  r e p o r t s  h a v e  

s u g g e s t e d  t h a t  a  p r o t e i n  p r o d u c e d  s p e c i f i c a l l y  b y  t h e  s y n c y t i o t r o p h o ­

b l a s  t  ( p l a c e n t a l  p r o t e i n  5 ,  PP5)  may b e  i n v o l v e d  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  

o f  i n t e r v i l l o u s  b l o o d  f l o w ,  b y  l o c a l l y  i n f l u e n c i n g  t h e  c o a g u l a t i o n  

s y s t e m  ( G r u d z i n s k a s  e ^  1 9 7 9 )*  PP5 i n t e r a c t s  w i t h  b o t h  h e p a r i n  an d  

t h r o m b i n  ^  v i t r o  an d  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  ( S a l e m  £ t  a l , 1 9 8 0 ) ,  t h a t  i t  

may r e p r e s e n t  a  p l a c e n t a l  a n a l o g u e  o f  a n t i t h r o m b i n  I I I *

1 : 2  P l a c e n t a l  P h y s i o l o g y

I n  a d d i t i o n  t o  p r o v i d i n g  a n  a n a t o m i c a l  b a r r i e r  b e t w e e n  t h e  

f e t a l  a n d  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n ,  t h e  p l a c e n t a  h a s  4 f u n c t i o n s  n a m e l y :  

f o r  r e s p i r a t o r y  e x c h a n g e ;  t o  p r o v i d e  n u t r i e n t s ,  amino a c i d s ,  s u g a r s .
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l i p i d s ,  m i n e r a l s  and v i t a m i n s ;  t o  e l i m i n a t e  t h e  e n d p r o d u c t s  o f  f e t a l  

m e t a b o l i s m ,  a n d  t o  p r o d u c e  h o r m o n e s ,  enzymes and o t h e r  p r o t e i n s  

n e c e s s a r y  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  p r e g n a n c y *

V a r i o u s  m e c h a n i s m s  a r e  i n v o l v e d  i n  t r a n s p o r t i n g  s u b s t a n c e s  a c r o s s  

t h e  p l a c e n t a  ( B i s s o n n e t t e ,  1 9 8 2 ) ,  n a m e l y :  s i m p l e  d i f f u s i o n ,  f a c i l i t a t e d

d i f f u s i o n ,  a c t i v e  t r a n s p o r t  an d  s p e c i a l  p r o c e s s e s  s u c h  a s  p i n o c y t o s i s ,  

r e v e r s e  p i n o c y t o s i s  a n d  l e a k a g e *  T h e s e  m ech a n i sm s  t a k e  p l a c e  a c r o s s  

t h e  s o  c a l l e d  p l a c e n t a l  b a r r i e r , w h i c h  i s  composed o f  t h e  f e t a l  c a p i l l a r y  

e n d o t h e l i u m ,  a  t h i n  l a y e r  o f  c o l l a g e n  f i b r e s ,  t h e  b a s e m e n t  membrane o f  

t h e  v i l l u s ,  a f i l m  o f  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  and f i b r i n o i d  ( F i g u r e  1 : 5 ) *

The p l a c e n t a l  b a r r i e r  i s  t h e r e f o r e  e n t i r e l y  f e t a l  i n  o r i g i n *  I n  

a d d i t i o n  t o  t h e  e x c h a n g e  t h a t  o c c u r s  b e t w e e n  t h e  m o t h e r  and f e t u s  v i a  

t h e  p l a c e n t a ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some f l u i d  and e l e c t r o l y t e s  ( a n d  e v e n  

l a r g e  m o l e c u l e s )  may p a s s  b y  way o f  t h e  c h o r i o - a m n i o n  p a r a - p l a c e n t a  an d  

t h e  v e s s e l s  o f  t h e  d e c i d u a  p a r i e t a l i s *

The t r a n s f e r  o f  r e s p i r a t o r y  g a s e s  0^ and CO^, o c c u r s  by  s i m p l e  

d i f f u s i o n ,  t h e  r a t e  o f  w h i c h  i s  d e p e n d e n t  on  t h e  r e l a t i v e  f l o w  r a t e s  o f  

m a t e r n a l  and f e t a l  b l o o d s ,  d i f f e r e n c e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  2 s i d e s  

o f  t h e  m em bra ne,  t h e  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  membrane (1 1  sq  m a p p r o x )  and  

t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  membrane* T h e  g r e a t e r  0^ a f f i n i t y  o f  f e t a l  hae mo­

g l o b i n  i s  o f  a s s i s t a n c e ,  a l t h o u g h  n o t  e s s e n t i a l  t o  n o r m a l  f e t a l  d e v e l o p ­

ment*  The p l a c e n t a  i t s e l f  r e q u i r e s  a n  o x y g e n  s u p p l y  e q u i v a l e n t  t o  

some 25% o f  t h a t  u s e d  by  t h e  f e t u s *

M o l e c u l e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  n u t r i t i o n  o f  t h e  f e t u s  a r e  t r a n s f e r r e d  

by a c t i v e  t r a n s p o r t  a n d  f a c i l i t a t e d  d i f f u s i o n *  T h e s e  i n c l u d e  s u b s t a n c e s  

s u c h  a s  g l u c o s e  ( t h e  p r i n c i p a l  e n e r g y  s o u r c e  o f  t h e  f e t u s ) ,  v i t a m i n s  and 

amino a c i d s  ( w h e r e  t h e  L i s o m e r  i s  s e l e c t i v e l y  t r a n s f e r r e d ) *  I n
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g e n e r a l ,  t r a n s f e r  o f  n u t r i e n t  m a t e r i a l s  a c r o s s  t h e  p l a c e n t a  i s  a  f a i r l y  

r a p i d  p r o c e s s ,  p e r h a p s  o c c u p y i n g  o n l y  a f e w  m i n u t e s  f o r  s u b s t a n c e s  

t r a n s p o r t e d  b y  s i m p l e  a n d  f a c i l i t a t e d  d i f f u s i o n *  I n  t h e  c a s e  o f  a c t i v e  

t r a n s p o r t ,  d u r a t i o n  o f  30 m in  t o  1 h ,  o r  l e s s ,  i s  l i k e l y  t o  b e  i n v o l v e d  

( D e w h u r s t ,  1 9 8 1 ) ,

The s y n t h e t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  p l a c e n t a  i s  a v e r y  i m p o r t a n t  

f u n c t i o n  and  i t  p r o d u c e s  a  v a r i e t y  o f  s t e r o i d  and p r o t e i n  m o l e c u l e s  (some 

o f  w h i c h  a r e  n o t  d e t e c t e d  i n  n o r m a l  n o n - p r e g n a n c y  s e r u m ) *  The r o l e  o f  

t h e  s t e r o i d  h o rm o n es  i s  w e l l  d o c u m e n t e d  ( s e e  D e w h u r s t ,  1 9 8 1 ) .  H owever ,  

t h e  p r e c i s e  r o l e s  o f  s p e c i f i c  p r o t e i n  h o rm ones  and o t h e r  p l a c e n t a l  

p r o t e i n s  a r e  i n c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d *  C u r r e n t l y  known p l a c e n t a l -  

s p e c i f i c  p r o t e i n s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  3 g r o u p s :

( 1 )  Hormones  -  human c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  (hCG),  human p l a c e n t a l  

l a c t o g e n  ( h P L ) ,  human  c h o r i o n i c  t h y r o t r o p h i n  (h C T ) ,  u t e r o t r o p h i n  an d  

o t h e r s *

( 2 )  Enzymes -  h i s t a m i n e s ,  p l a c e n t a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  

o x y t o c i n a s e ,  s t e r o i d  d e h y d r o g e n a s e  an d  t r a n s g l u t a m i n a s e *

( 3 )  O t h e r  P r o t e i n s  -  g l y c o p r o t e i n s  t h a t  a r e  s e c r e t e d  a l m o s t  

e n t i r e l y  i n t o  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n *  Mos t  o f  t h e s e  p r o t e i n s  h a v e  

b e e n  i d e n t i f i e d  by  i m m u n o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  and m o s t  a r e  o f  unknown 

b i o l o g i c a l  f u n c t i o n *  T h e r e  a r e  a t  l e a s t  6 p l a c e n t a l  p r o t e i n s  t h a t  f i t  

i n t o  t h i s  c a t e g o r y  ( s e e  K l o p p e r ,  1 9 8 0 ;  T a t a r i n o v ,  1 9 8 0 ) ,  n am e ly  

S c h w a n g e r s c h a f t s  p r o t e i n  1 ((3, g l y c o p r o t e i n  o r  S P l ) ,  p l a c e n t a l  p r o t e i n  

5 ( P P 5 ) ,  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n s  A an d  B (PAPP-A an d  

PAPP-B) and p l a c e n t a l - s p e c i f i c  a m i c r o g l o b u l i n s  (PAMG-1 and PAMG-2)*

The e v i d e n c e  i s  s t r o n g  t h a t  t h e  e n d o c r i n o l o g i c a l l y  a c t i v e  

t i s s u e  o f  t h e  human p l a c e n t a  i s  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  (Wyn, 1 9 7 5 ) ,  

w i t h  p o s s i b l e  s m a l l  c o n t r i b u t i o n s  f r o m  o t h e r  w e l l - d i f f e r e n t i a t e d  and
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s p e c i a l i z e d  f o r m s  o f  t r o p h o b l a s t *  A l l  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  ' m a c h i n e r y '  

r e q u i r e d  f o r  s y n t h e s i s  s u c h  a s  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  G o l g i  b o d i e s  and 

m i t o c h o n d r i a ,  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  (Wyn, 

197 5)*  The c y t o t r o p h o b l a s t  ( L a n g h a n ' s  c e l l s ) ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  h a v e  

b e e n  shown t o  c o n t a i n  f e w  s u c h  o r g a n e l l e s  (Wyn, 1975)  a n d  a r e  c o n c e r n e d  

w i t h  c e l l u l a r  g r o w t h  an d  d i f f e r e n t i a t i o n  r a t h e r  t h a n  s y n t h e s i s  o f  

e n d o c r i n e  o r  e x o c r i n e  p r o d u c t s *  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  m o s t  o f  t h e  

p l a c e n t a l - s p e c i f i c  p r o t e i n s  m e n t i o n e d  ab o v e  a r e  a l s o  p r o d u c t s  o f  t h e  

s y n c y t i o t r o p h o b l a s t ,  b u t  e v i d e n c e  i s  m a i n l y  f o r  l o c a l i z a t i o n  r a t h e r  

t h a n  s y n t h e s i s  (Bohn an d  W i n c k l e r ,  197 7;  H orn e  e ^  197;  L i n  an d  

H a l b e r t ,  19 76 )*

How e f f e c t i v e  i s  t h e  p l a c e n t a l  b a r r i e r ?  A t  one  t i m e  i t  was 

t h o u g h t  t h a t  t h e  p l a c e n t a  p r o t e c t e d  t h e  f e t u s  f r o m  a  nu m ber  o f  n o x i o u s  

s u b s t a n c e s  i n  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n  s u c h  as  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  o r  

d r u g s *  B u t  we now know t h a t  t h i s  v i e w  i s  t o o  s i m p l i s t i c *  C e r t a i n  

common i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  s u c h  a s  r u b e l l a  and c h i c k e n  p o x  c a n  a f f e c t  

t h e  f e t u s  i n  u t e r o .  Some d r u g s ,  e v e n  when a d m i n i s t e r e d  i n  l a t e  

p r e g n a n c y ,  may p a s s  t o  t h e  f e t u s  w i t h  h a r m f u l  e f f e c t s *  F o r  e x a m p l e ,  

f e t a l  g o i t r e  c a n  b e  c a u s e d  b y  p o t a s s i u m  i o d i d e  o r  t h i o u r a c i l  t r e a t m e n t ,  

an d  t h a l i d o m i d e ,  a d m i n i s t e r e d  i n  e a r l y  p r e g n a n c y ,  c a u s e d  t r a g i c  

d e f o r m a t i e s  i n  t h e  a f f e c t e d  f e t u s e s *  S e l e c t i v e  t r a n s p o r t  o f  a n t i b o d i e s  

f r o m  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n  i s  a n  i m p o r t a n t  i m m u n o l o g i c a l  f u n c t i o n  

o f  t h e  human p l a c e n t a  a s  i t  c o n f e r s  p a s s i v e  im m u n i t y  u p o n  t h e  f e t u s  

and n e w b o r n  i n f a n t *  v i t r o  s t u d i e s  ( W i l d ,  1973)  o f  t r a n s p o r t  a c r o s s

t h e  p e r f u s e d  human p l a c e n t a  h a v e  shown  t h a t  i m m u n o g l o b u l i n s  o f  t h e  

a n t i b o d y  c l a s s  IgG a r e  t h e  o n l y  o n e s  t o  p a s s  t h r o u g h , t h o s e  o f  c l a s s e s  

IgA an d  IgM do n o t *  I m p l i c i t ,  t h e r e f o r e ,  i s  a  r e q u i r e m e n t  f o r  a
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s e l e c t i v e  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  o f  IgG by t h e  p l a c e n t a *  Th e Fc  r e g i o n  

o f  t h e  IgG m o l e c u l e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  t h e  f u n c t i o n a l  e l e m e n t  i n  

t h e  r e c o g n i t i o n  p r o c e s s *  S p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  o n  t h e  

p l a c e n t a l  membrane a r e  t h o u g h t  t o  become a t t a c h e d  t o  t h e  Fey r e g i o n  ( s e e  

t h e  r e v i e w  o f  J o h n s o n  a n d  Brown ,  19 8 1 )*  S e l e c t i v e  t r a n s p o r t  o f  t h e  IgG 

a c r o s s  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  o c c u r s  v i a  r e c e p t o r - m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s  

i n  c o a t e d  v e s i c l e s  ( s e e  W i l d ,  1 9 7 9 ;  B i s s o n n e t t e ,  1 9 82)*  Fey  r e c e p t o r s  

may a l s o  b e  p r e s e n t  o n  o t h e r  p l a c e n t a l  c e l l  t y p e s ,  and s e r v e  i n  a  q u i t e  

d i f f e r e n t  f u n c t i o n ,  t h a t  o f  p r o t e c t i n g  t h e  f e t u s  f r o m  immune c o m p l e x e s  

f o r m e d  w i t h  m a t e r n a l  IgG a n t i b o d i e s  i r i  s i t u  i n  t h e  p l a c e n t a  ( s e e  

s e c t i o n  1 : 3  o f  t h i s  C h a p t e r ) *

The p l a c e n t a ,  o r  s p e c i f i c a l l y  i t s  t r o p h o b l a s t i c  c o m p o n e n t ,  h a s  

come t o  b e  l o o k e d  u p o n  m o r e  a s  a  f i l t e r  t h a n  t h e  b a r r i e r  i t  was o n c e  

t h o u g h t  t o  be* H o w e v e r ,  t h e r e  i s  no d i r e c t  c o m m u n i c a t i o n  b e t w e e n  t h e  

f e t a l  an d  m a t e r n a l  b l o o d  s t r e a m s ,  e x c e p t  p e r h a p s  a t  p a r t u r i t i o n ,  when  

f e t a l  r e d  c e l l s  a r e  known t o  a p p e a r  i n  m a t e r n a l  b l o o d  ( t h o u g h  t h e r e  i s  

some s m a l l - s c a l e  e x c h a n g e  o f  a l l  t h e  f o r m e d  b l o o d  e l e m e n t s  d u r i n g  

g e s t a t i o n ;  B e e r  a n d  B i l l i n g h a m ,  1 9 7 6 )*  T h e m  i s  some e v i d e n c e  t h a t  

m a t e r n a l  l y m p h o id  c e l l s  c a n  g a i n  a c c e s s  t o  t h e  f e t u s  ( a s  s e e n  i n  g r a f t -  

v e r s u s - h o s t  d i s e a s e ;  s e e  B e e r  an d  B i l l i n g h a m ,  197 6) * B u t  g e n e r a l l y ,  

w i t h  r e s p e c t  t o  c e l l u l a r  t r a f f i c ,  t h e  p l a c e n t a  may w e l l  p r e s e n t  a n  

i m p e n e t r a b l e  b a r r i e r *

1 : 3  I m m u n o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  p r e g n a n c y

T h r o u g h o u t  g e s t a t i o n  t h e  f e t u s  i s  s u r r o u n d e d  b y  a l a y e r  o f  

t r o p h o b l a s t  a t  t h e  m a t e r n o - f e t a l  i n t e r f a c e *  T h i s  l a y e r  e x t e n d s  f r o m  

t h e  p l a c e n t a  o u t  a n d  a r o u n d  t h e  e x t r a  e m b r y o n i c  mem branes  ( s e e  s e c t i o n
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1 : 1  o f  t h i s  c h a p t e r ) *  I f  t h i s  t r o p h o b l a s t i c  l a y e r  c a r r i e s  a l l o a n t i g e n s  

t h e n  i t  s h o u l d  p r e s e n t  t o  t h e  m o t h e r  a n  a n t i g e n i c  c h a l l e n g e  c a p a b l e  o f  

i n i t i a t i n g  a n  immune r e s p o n s e  l e a d i n g  t o  e m b r y o n i c  t i s s u e  r e j e c t i o n *  

H ow ever ,  t h e  c o n c e p t u s  i s  n o t  u s u a l l y  r e j e c t e d ,  w h i c h  w o u l d  seem t o  

s u g g e s t  t h a t  i t  e i t h e r  d o e s  n o t  c a r r y  p a t e r n a l  a n t i g e n s  o r  t h a t  t h e r e  

h a s  b e e n  a m o d i f y i n g  o r  f a i l u r e  a t  some l e v e l  o f  t h e  a f f e r e n t  a n d / o r  

e f f e r e n t  arm o f  t h e  m a t e r n a l  immune r e s p o n s e  ( i * e *  n o n - r e c o g n i t i o n ,  

n o n - r e s p o n s e  o r  a  m o d i f i e d  r e s p o n s e ) *

The a n t i g e n s  t h a t  a r e  r e c o g n i s e d  as  f o r e i g n  o n  a  n o r m a l  a l l o ­

g r a f t  a r e  t h e  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n s *  T h o s e  w h i c h  p r o v o k e  t h e  

f a s t e s t  r e m o v a l  o f  t i s s u e  a r e  a  g r o u p  o f  c l o s e l y  l i n k e d  l o c i  known a s  

t h e  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n s  (MHC), n a m e l y  HLA-A, B, C a n d  D* 

A n t i g e n s  w h i c h  p r o v o k e  w e a k e r  r e s p o n s e s  a r e  c o n t r o l l e d  b y  g e n e  l o c i  

c o l l e c t i v e l y  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  m i n o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  l o c i  (MIH),  

w h i c h  i n c l u d e  t h e  ABO a n d  R h e s u s  (Rh)  b l o o d  g r o u p s *  T r o p h o b l a s t i c  

l o c a l i z a t i o n  s t u d i e s  o f  HLA a n t i g e n s  h a v e  l e a d  t o  c o n f l i c t i n g  r e p o r t s  

( L o k e ,  J o y s e y  an d  B o r l a n d ,  1971 ;  F a u l k  an d  J o h n s o n ,  1977 ;  M c I n t y r e  

and F a u l k ,  1 9 7 9 ) .  H o w e v e r ,  t h e  c u r r e n t  o p i n i o n  i s  t h a t  HLA-D a n t i g e n s  

a r e  a b s e n t  f r o m  a l l  t r o p h o b l a s t i c  t i s s u e ,  w h e r e a s  HLA-A, B a n d  C a r e  

p r e s e n t  o n  n o n - v i l l o u s  t r o p h o b l a s t ,  b u t  a b s e n t  f r o m  v i l l o u s  t r o p h o b l a s t  

(Dr* CoAo S u n d e r l a n d ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) *  A s u b p o p u l a t i o n  o f  

e x t r a v i l l o u s  c y t o t r o p h o b l a s t  i n  t h e  p l a c e n t a l  b e d  i s  a l s o  t h o u g h t  t o  

c a r r y  t h e  HLA-A, B an d  C a n t i g e n s  ( S u n d e r l a n d ,  Redman an d  S t i r r a t ,  1981 ;  

S u n d e r l a n d  e_t a b , 1 9 8 1 )*  T h e s e  a n t i g e n s  a r e  a l s o  p r e s e n t  o n  t h e  c e l l s  

o f  t h e  v i l l o u s  s t r o m a  ( F a u l k ,  S a n d e r s o n  and  T e m p le ,  1 9 7 7 )*  ABO b l o o d  

g ro u p  a n t i g e n s  a n d  R h - a n t i g e n s  a r e  a l s o  t h o u g h t  t o  b e  a b s e n t  f r o m  

t r o p h o b l a s t i c  t i s s u e  ( S z u l m a n ,  19 7 3 ;  McCormick e t  a l ,  19 7 1 )»  The
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f e t u s ,  u n l i k e  t h e  t r o p h o b l a s t ,  e x p r e s s e s  a l l  MHC a n t i g e n s ,  e v e n  i n  t h e  

e a r l y  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  s i n c e  t i s s u e s  o f  t h e  i n n e r  c e l l  mas s  o f  

mouse embryos  h a v e  b e e n  show n  t o  c r o s s - r e a c t  w i t h  MHC a n t i s e r a  

( H e y n e r ,  1 9 7 3 ) ,  The c o n c e p t u s  t h e r e f o r e ,  w ou ld  a p p e a r  t o  b e  " s e m i -

a l l o g e n e i c "  i n  n a t u r e  ( J o h n s o n ,  1 9 82)*

The  a n t i g e n i c  s t a t u s  o f  t h e  c o n c e p t u s  may b e  m ask ed  by t h e  

p r e s e n c e  o f  a n  i m m u n o l o g i c a l  b a r r i e r  l y i n g  b e t w e e n  t h e  f e t a l  and m a t e r n a l  

t i s s u e s ,  t h u s  p r e v e n t i n g  t h e  m o t h e r  f r o m  r e c o g n i s i n g  t h e  f o r e i g n  c o n c e p t u s  

S u b s t a n c e s  s u c h  as  p e r i t r o p h o b l a s t i c ,  n o n - c e l l u l a r  f i b r i n o i d  and s i a l i c -  

r i c h  m u c o p r o t e i n s  ( K i r b y  e t  a l ,  1 9 6 4 ) ,  and t r a n s f e r r i n  ( G a l b r a i t h ,  

G a l b r a i t h  an d  F a u l k ,  1 9 8 0 ) ,  h a v e  b e e n  p u t  f o r w a r d  a s  c a n d i d a t e s  f o r  

p o t e n t i a l  m a s k i n g  a g e n t s *  O f t e n  o n l y  i n c o m p l e t e  l a y e r s  o f  p e r i t r o p h o -  

b l a s t i c  f i b r i n o i d  a r e  o b s e r v e d  an d  i n  some s p e c i e s  t h e r e  i s  a c o m p l e t e

l a c k  (Boyd an d  H a m i l t o n ,  1 9 70)*  K i r b y  ejt £ l  ( 1 9 6 4 )  p r o p o s e d  t h a t

m u c i n e  f i b r i n o i d  h a s  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t  a g a i n s t  t h e  m a t e r n a l  immune 

r e s p o n s e ,  a s  i t  i s  a  h i g h l y  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m u c o p r o t e i n *  C u r r i e  

and Bagshawe ( 1 9 6 7 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  r e m o v a l  o f  s i a l i c  a c i d  f r o m  mouse  

t r o p h o b l a s t  c e l l s  b y  n e u r a m i n i d a s e  t r e a t m e n t  r e n d e r e d  them  immuno ge n ic* 

How ever ,  s u b s e q u e n t  a t t e m p t s  t o  r e p e a t  t h i s  e x p e r i m e n t  h a v e  b e e n  u n a b l e  

t o  r e p r o d u c e  t h i s  o b s e r v a t i o n  (Simmons _et al^, 1971)* The f i b r i n o i d  

l a y e r  a t  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  i n t e r f a c e  ( N i t a b u c h ' s  l a y e r ) ,  h a s  b e e n  

f o u n d  t o  b e  a n  i n s o l u b l e  - m a t e r i a l  an d  i t  may t h e r e f o r e ,  a c t  a s  a 

b a r r i e r  e i t h e r  a g a i n s t  h a e m o r r h a g e  o f  m a t e r n a l  p l a c e n t a l  b l o o d  o r  t o  

l i m i t  t h e  m i g r a t i o n  o f  t r o p h o b l a s t ,  m a t e r n a l  l y m p h o c y t e s ,  o r  o t h e r  

c e l l u l a r  e l e m e n t s  ( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 82a)*  I t  h a s  b e e n  s p e c u l a t e d  

( G a l b r a i t h ,  G a l b r a i t h  an d  F a u l k ,  1 9 8 0 ) ,  t h a t  t r o p h o b l a s t i c  t r a n s f e r r i n  

r e c e p t o r s  m i g h t ,  by  t h e i r  a b i l i t y  t o  b i n d  m a t e r n a l  t r a n s f e r r i n ,  p r e v e n t
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m a t e r n a l  immune r e c o g n i t i o n  o f  t h e  t r o p h o b l a s t *  A l t h o u g h  t h e s e  a g e n t s  

may,  t o  a  c e r t a i n  d e g r e e ,  f o r m  a  " b a r r i e r "  b e t w e e n  t h e  m o t h e r  an d  t h e  

f e t u s ,  i t  s eems  u n l i k e l y  t h e y  a r e  s o l e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  n o n - r e j e c t i o n  

o f  t h e  f e t u s *  A f u r t h e r  t h e o r y  p u t  f o r w a r d  t o  e x p l a i n  t h e  a p p a r e n t  

n o n - r e c o g n i t i o n  o f  t h e  c o n c e p t u s  i s  t h a t  o f  t h e  u t e r u s  a s  a n  immuno- 

l o g i c a l l y  p r i v i l e g e d  s i t e *  The n o n - p r e g n a n t  u t e r u s  i s  n o r m a l  w i t h  

r e g a r d s  t o  a n t i g e n  r e c o g n i t i o n  an d  immune e f f e c t o r  m e c h a n i s m s  ( B e e r  and 

B i l l i n g h a m ,  1 9 7 4 )*  I t  seems  l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  d e c i d u a l  

r e s p o n s e  ( i n  som e,  a s  y e t  u n d e f i n e d ,  way)  i s  i m p o r t a n t  i n  m a i n t a i n i n g  

t h e  f o r e i g n  c o n c e p t u s *  The  w e l l  d o c u m e n t e d  o c c u r r e n c e  o f  e c t o p i c  

p r e g n a n c i e s  i n  e x t r a - u t e r i n e  s i t e s  w h i c h  e l i c i t  d e c i d u a l  r e a c t i o n s ,  

i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  t r o p h o b l a s t  an d  t h e  ev o k e d  d e c i d u a l  

r e a c t i o n  a t  t h e  s i t e  o f  i m p l a n t a t i o n  p l a y  a k e y  r o l e  i n  t h e  f e t o - m a t e r n a l  

c o - e x i s t e n c e *

C e l l s  f r o m  t h e  c o n c e p t u s  c a n  g a i n  a c c e s s  t o  t h e  m a t e r n a l  

c i r c u l a t i o n *  T r o p h o b l a s t i c  f r a g m e n t s  ( e m b o l i )  e x f o l i a t e  and a r e  

c a r r i e d  away i n  t h e  m a t e r n a l  b l o o d  a t  a r a t e  o f  a b o u t  1 0 0 , 0 0 0 - 2 0 0 , 0 0 0  p e r  

day* T h e s e  e m b o l i  a r e  e v e n t u a l l y  b r o k e n  down i n  t h e  m a t e r n a l  l u n g s *

A s m a l l - s c a l e  e x c h a n g e  o f  a l l  t h e  fo r m e d  f e t a l  b l o o d  e l e m e n t s ,  i n c l u d i n g  

p l a t e l e t s ,  i s  a l s o  common ( B e e r  and B i l l i n g h a m ,  1 9 7 6 ) ,  an d  i t  i s  

e v i d e n t  t h a t  t h e  m o t h e r  i s  i m m u n o l o g i c a l l y  c o g n i s c e n t  o f  h e r  c o n c e p t u s  

a s  some o f  t h e s e  a n t i g e n s  s t i m u l a t e  a  m a t e r n a l  r e s p o n s e *  P e r h a p s  t h e  

m o s t  w e l l  known  o f  t h e s e  e x a m p l e s  i s  h a e m o l y t i c  d i s e a s e  o f  t h e  new b o r n ,  

w h e r e  a  R h - n e g a t i v e  m o t h e r  makes  a n t i b o d i e s  t o  h e r  R h - p o s i t i v e  b a b y ,  

w h i c h  c a n  u l t i m a t e l y  c a u s e  f e t a l  e r y t h r o b l a s t o s i s *

A l l o g r a f t  s u r v i v a l  c a n  b e  p r o l o n g e d  i f  t h e  r e c i p i e n t  i s  g i v e n  

i m m u n o s u p p r e s s i v e  t r e a t m e n t  and t h e r e  h a v e  b e e n  many c l a i m s  t h a t
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i m m u n o s u p p r e s s i v e  s u b s t a n c e s  p l a y  a  p a r t  i n  p r e g n a n c y *  W h e t h e r  s u c h  

i m m u n o s u p p r e s s i o n  i s  s y s t e m i c  o r  l o c a l ,  s p e c i f i c  f o r  c h a l l e n g i n g  

p a t e r n a l  m a rk e r s  o r  n o n - s p e c i f i c ,  i s  a  c u r r e n t  a r e a  o f  i n v e s t i g a t i o n *  

P o s s i b l e  p r e g n a n c y  s p e c i f i c  a g e n t s  w h i c h  may m e d i a t e  i m m u n o s u p p r e s s i o n  

a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1 :1 *  H o w ev er ,  t h e r e  i s  c o n t r o v e r s y  a b o u t  t h e  

i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i v i t y  o f  many o f  t h e s e  s u b s t a n c e s  ija v i v o  and 

t h e r e f o r e  c a u t i o n  s h o u l d  b e  t a k e n  when  i n t e r p r e t i n g  t h e s e  f i n d i n g s  

( C o o p e r ,  1 9 8 0 )*  I t  seems  u n l i k e l y  t h a t  a l l  o f  t h e  a g e n t s  w h i c h  h a v e  

b e e n  p u t  f o r w a r d  a s  p o s s i b l e  p r e g n a n c y  i m m u n o s u p p r e s s a n t s  c a n  h a v e  s u c h  

a n  e f f e c t ,  o t h e r w i s e  t h e  immune c a p a c i t y  o f  t h e  m o t h e r  w o u ld  b e  g r e a t l y  

r e d u c e d  ( w h i c h  w o u l d  b e  a  s t r o n g  e v o l u t i o n a r y  d i s a d v a n t a g e ) *  P r e g n a n t  

women a r e  n o t  u s u a l l y  m o re  s u s c e p t i b l e  t o  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  ( L l e w e l l y n -  

J o n e s ,  1 9 6 9 ) ,  t h o u g h  some v i r a l  d i s e a s e s  a r e  m o re  common i n  p r e g n a n c y  

( M e n s e r ,  1 9 7 6 )*  Why i s  t h e  f e t u s  n o t  r e j e c t e d  t h e r e f o r e ,  b y  t h e  

a p p a r e n t l y  i m m u n o l o g i c a l l y  c o m p e t e n t  m o t h e r ?  F i r s t ,  a s  p r e v i o u s l y  

s t a t e d ,  t h e  t r o p h o b l a s t  e n v e l o p e  s e p a r a t e s  t h e  f e t u s  f r o m  t h e  m o t h e r  an d  

c o n s e q u e n t l y  e x c l u d e s  m o s t  c e l l s *  A l s o  IgM, t h e  m a j o r  co m p l e m e n t  f i x i n g  

a n t i b o d y  ( w h i c h  i s  t h e r e f o r e  i n v o l v e d  i n  c y t o t o x i c i t y  an d  g r a f t  r e j e c t i o n )  

i s  n o t  b o u n d  o r  t r a n s p o r t e d  b y  t h e  p l a c e n t a *  U s i n g  t h i s  i n f o r m a t i o n ,  

and t h e  k n o w l e d g e  f r o m  t u m o u r  and t r a n s p l a n t a t i o n  im m u n o lo g y ,  a 

t e n t a t i v e  g e n e r a l  s c h e m e  c a n  b e  d r a w n  up ( V o i s i n ,  1 9 7 9 )*  E n h a n c i n g  

a n t i b o d i e s  made b y  t h e  m o t h e r  t o w a r d  p a t e r n a l  a n t i g e n s  o n  t h e  c o n c e p t u s  

c a n  a c t  a c c o r d i n g  t o  2 m e c h a n i s m s  ( p e r i p h e r a l  an d  c e n t r a l ) *  One i s  

' p e r i p h e r a l *  a n d  p r o t e c t s  t h e  t a r g e t  by  m a s k i n g  t h e  p a t e r n a l  a n t i g e n s  

on  a c c e s s i b l e  c e l l s  o f  t h e  c o n c e p t u s *  T h e s e  a r e  a l s o  known a s  ' b l o c k i n g *  

a n t i b o d i e s  ( s e e  F i g u r e  1 : 9 ) ,  and a c t  by  p r e v e n t i n g  t h e  s e n s i t i s e d  

m a t e r n a l  l y m p h o c y t e s  an d  o t h e r  c e l l u l a r  co m p o n e n t s  f r o m  b i n d i n g  t o  t h e i r
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TABLE 1 : 1  P r o p o s e d  a g e n t s  o f  i m m u n o s u p p r e s s i o n  d u r i n g  p r e g n a n c y

a )  PROTEINS

A l p h a - f e t o p r o t e i n  (AFP)

C h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  (hCG)

P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  o ^ - g l y c o p r o t e i n  (a^PAG)

E a r l y  p r e g n a n c y  f a c t o r  (EPF)

P r e g n a n c y - s p e c i f i c  a ^ - g l y c o p r o t e i n  ( S P l )

Human p l a c e n t a l  l a c t o g e n  (hPL)

P l a c e n t a l  t r a n s c o r t i n

b )  STEROIDS

C o r t i s o l

P r o g e s t e r o n e  a n d  o t h e r  s e x  s t e r o i d s

c )  FLUIDS WITH SEVERAL OR MANY COMPONENTS

P r e g n a n c y  s e r u m  ( b l o c k i n g  f a c t o r s )

P l a c e n t a l  e l u a t e s  ( c o n t a i n i n g  m a t e r n a l  an d  f e t a l  

i m m u n o g l o b u l i n s )

'«■Reproduced f r o m  C o o p e r  ( 1 9 8 0 )
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t a r g e t  c e l l s  e i t h e r  b y  s t e r i c  h i n d r a n c e  o r  by d i r e c t  b i n d i n g  o f  t h e  

b l o c k i n g  a n t i b o d i e s  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  r e c e p t o r s *  Th e m a j o r  a n t i -  

p a t e r n a l  a l l o a n t i b o d y  p r o d u c e d  i n  m u r i n e  p r e g n a n c y  i s  t h e  n o n - c o m p l e m e n t  

f i x i n g  I g G l ,  a n d  i s  t h e r e f o r e  a c a n d i d a t e  f o r  a n  e n h a n c i n g  a n t i b o d y  

( B e l l  an d  B i l l i n g t o n ,  1 9 8 0 ) ,  e s p e c i a l l y  s i n c e  F ey  r e c e p t o r s  e x i s t  o n  t h e  

p l a c e n t a  ( s e e  s e c t i o n  1 : 2 ) *  A l s o ,  a  m atern< \ \  s e r u m  IgG b l o c k i n g  f a c t o r  

h a s  b e e n  d e s c r i b e d  ( R o c k l i n  ejt a d , 1976 )  t h a t  i n h i b i t s  l y m p h o k i n e  

p r o d u c t i o n  b y  m a t e r n a l  l y m p h o c y t e s  r e s p o n d i n g  t o  a n t i g e n s  p r e s e n t  on  

p a t e r n a l  l y m p h o c y t e s  a n d  o n  t r o p h o b l a s t  c e l l  m em bra nes *  The o t h e r  

’ c e n t r a l '  m e c h a n i s m  a c t s  by  i n h i b i t i n g  t h e  m a t e r n a l  l y m p h o c y t e s  

p r e s u m a b l y  t h r o u g h  immune c o m p l e x e s *  Wyn ( 1 9 7 5 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  f e t a l  an d  t r o p h o b l a s t i c  c e l l s  i n  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n  may h e l p  

t o  s a t u r a t e  t h e  m a t e r n a l  a n t i b o d y  p r o d u c i n g  s y s t e m ,  t h u s  ' d i v e r t i n g '  

t h e  m o t h e r ' s  immune a t t a c k  f r o m  t h e  c o n c e p t u s  ( i m m u n o d e v i a t i o n ) * 

S u p p r e s s o r  T c e l l s  i n  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n  w h i c h  show  a n t i g e n -  

s p e c i f i c  an d  g e n e r a l  s u p p r e s s i o n ,  c o u l d  i n a c t i v a t e  p r i m e d  m a t e r n a l  

l y m p h o c y t e s  f o r  p a t e r n a l  a n t i g e n s  o n  t h e  c o n c e p t u s  ( V o i s i n ,  1 979)*

T h e s e  s u p p r e s s o r  c e l l s  may b e  s t i m u l a t e d  by  t h e  e n h a n c i n g  a n t i b o d i e s  

co m p l e x e d  t o  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  a n t i g e n s  ( V o i s i n ,  1 9 7 9 ) ,  o r  by 

p l a c e n t a l  p r o t e i n s  t h e m s e l v e s *

Th e p l a c e n t a  a l s o  a c t s  a s  a n  i m m u n o a d s o r b e n t ,  f i l t e r i n g  o u t  a t  

l e a s t  some o f  t h e  m a t e r n a l  c o m p o n e n t s  w h i c h  m i g h t  o t h e r w i s e  a t t a c k  t h e  

f e t u s *  C e l l s  w i t h  t h e  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m o n o n u c l e a r  

p h a g o c y t e s  ( H o f b a u e r  c e l l s ;  Wood, 1 9 8 0 ) ,  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c h o r i o n i c  

v i l l i  a t  a l l  s t a g e s  o f  g e s t a t i o n *  T h e s e  c e l l s  p o s s e s s  F c  an d  C3 

r e c e p t o r s  an d  a r e  t h e r e f o r e  t h o u g h t  t o  b e  a b l e  t o  re m o v e  immune 

c o m p l e x e s  e n t e r i n g  t h e  v i l l u s  c o r e *  J o h n s o n ,  Brown a n d  F a u l k  ( 1 9 8 0 ) ,  

h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p l a c e n t a  a c t s  a s  a ’ s i n k * , b y  s e q u e s t e r i n g  t h e
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s o l u b l e  immune c o m p l e x e s  f o r m e d  f r o m  t h e  m a t e r n a l  a n t i b o d i e s  and 

p a t e r n a l  a n t i g e n s *  H ow ever ,  some m a t e r n a l  a n t i b o d i e s  do r e a c h  t h e  

f e t u s ,  a s  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  f e t a l  a c q u i s i t i o n  o f  p a s s i v e  im mun i ty*

Fey r e c e p t o r s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p l a c e n t a  ( J o h n s o n  and Brown,  1 981)  

b i n d  m a t e r n a l  IgG w h i c h  i s  t h e n  t r a n s p o r t e d  a c r o s s  t h e  p l a c e n t a  t o  t h e  

f e t u s *  Some o f  t h e  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  m a t e r n a l  immune s y s t e m  

c a n  a l s o  c r o s s  t h e  p l a c e n t a  a s  shown b y  t h e  g r a f t - v e r s u s - h o s t  (GVH)

t y p e  r e a c t i o n s  o f  t h e  f e t u s  t o  m a t e r n a l  T - l y m p h o c y t e s  ( B e e r  and

B i l l i n g h a m ,  1976)*  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  a l p h a  f e t o p r o t e i n  

(AFP) a  p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n  o f  f e t a l  o r i g i n ,  h a s  b e e n  show n i n  

b o t h  human an d  m u r i n e  v i t r o  s y s t e m s  t o  s e l e c t i v e l y  s u p p r e s s  c y t o t o x i c  

T " l y m p h o c y t e s , p a r t i c u l a r l y  T - h e l p e r  c e l l s  ( P e c k ,  M u r g i t a  an d  W i g z e l l ,

1 9 7 8 ) ,  an d  i t  see ms  l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  AFP may h e l p  t o  s u p p r e s s  

GVH r e a c t i o n s  i n  t h e  f e t u s *

R e c e n t  e v i d e n c e  s u g g e s t s  ( s e e  J o h n s o n ,  198 2)  t h a t  s u c c e s s f u l  

m a t e r n a l  a c c e p t a n c e  o f  t h e  s e m i - a l l o g e n i c  c o n c e p t u s  i s  a i d e d  by a 

c e r t a i n  d e g r e e  o f  h i s t o i n c o m p a t a b i l i t y  b e t w e e n  t h e  m o t h e r  an d  f e t u s *

C o u p l e s  i n  w h i c h  t h e  woman h a s  h a b i t u a l  s p o n t a n e o u s  a b o r t i o n s  a r e  t h o u g h t

t o  e x p r e s s  a  g r e a t e r  d e g r e e  o f  s h a r i n g  o f  HLA l o c i  t h a n  w o u ld  be

e x p e c t e d  by  r e f e r e n c e  t o  c o u p l e s  w i t h  no s u c h  c l i n i c a l  h i s t o r y  ( B e e r  

e t  a l ,  1 9 8 1 ) ,  an d  a  h i g h  i n c i d e n c e  o f  a n t i - s p e r m  a n t i b o d i e s  a r e  a l s o  

f o u n d  i n  t h e s e  women ( J o n e s ,  19 76)*  F u r t h e r ,  o t h e r  women who u n d e r g o  

r e c u r r e n t  c o n s e c u t i v e  a b o r t i o n s  o f  unknown a e t i o l o g y  h a v e  b e e n  shown  t o  

l a c k  m a t e r n a l  IgG b l o c k i n g  f a c t o r s  ( R o c k l i n  e_t a l , 197 6 )*  I t  i s  

i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  T a y l o r  a n d  F a u l k  ( 1 9 8 0 )  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  

t h e o r y  o f  t h e  s e l e c t i v e  a d v a n t a g e s  o f  a l l o g e n i c  s t i m u l a t i o n  f o r  a  

s u c c e s s f u l  p r e g n a n c y ,  u s e d  r e p e a t e d  p o o l e d  l e u c o c y t e  i n f u s i o n s  t o  

s u c c e s s f u l l y  t r e a t  4 women w i t h  a  h i s t o r y  o f  r e c u r r e n t  s p o n t a n e o u s  a b o r t i o n .
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H ow ever ,  t h e r e  a r e  r i s k s  i n v o l v e d  i n  s u c h  f o r m s  o f  t r e a t m e n t  s u c h  a s  

a n a p h y l a c t i c  h y p e r s e n s i t i v i t y ,  i n f e c t i o n  and a l s o  c y t o t o x i c  r e s p o n s e s  

t h a t  w o u l d  p r e j u d i c e  t h e  i n d i v i d u a l  s h o u l d  c l i n i c a l  t r a n s p l a n t a t i o n s  

e v e r  b e  r e q u i r e d .

I n  summary ,  i t  s ee ms  p o s s i b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  no s i n g l e  

e x p l a n a t i o n  c a n  s u f f i c e  f o r  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  c o n c e p t u s  a s  a n  i n t r a ­

u t e r i n e  " a l l o g r a f t " *  T h e r e  i s  c l e a r l y  a c o m p l e x  an d  d y n a m ic  

e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  m a t e r n a l  a n d  f e t a l  s y s t e m s ,  w h i c h  p r o b a b l y  

i n v o l v e s  t h e  c o n s t a n t  i n t e r p l a y  o f  many f a c t o r s ,  i n c l u d i n g  a t  l e a s t  

some o f  t h o s e  d e s c r i b e d  a bove*

2)  PRACTICAL APPLICATIONS FOR STUDIES OF PREGNANCY ASSOCIATED PROTEINS

I n  t h i s  s e c t i o n  t h e  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s  o f  p l a c e n t a l  an d  o t h e r  

p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  ( i n c l u d i n g  s t e r o i d  h o r m o n e s )  w i l l  b e  

b r i e f l y  c o n s i d e r e d *  T h e s e  f a l l  i n t o  3 m a i n  a r e a s  o f  s t u d y ;  n a m e l y  

o b s t e t r i c s ,  o n c o l o g y  an d  immunology*

2 : 1  O b s t e t r i c  c o n s i d e r a t i o n s

The d i a g n o s i s  o f  p r e g n a n c y  r e l i e s  o n  d e t e c t i n g  s u b s t a n c e s  

p r o d u c e d  b y  t h e  c o n c e p t u s  o r  t h e  u t e r u s  b e a r i n g  a  c o n c e p t u s ,  f o u n d  i n  

m a t e r n a l  b l o o d  o r  u r i n e *  The 2 p r o t e i n s  w h i c h  h a v e  p r o v e d  t h e  m o s t  

u s e f u l  f o r  d i a g n o s i s  o f  p r e g n a n c y  a r e  human c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  

(hCG, t h e  p s u b u n i t  i n  p a r t i c u l a r )  a n d  p r e g n a n c y - s p e c i f i c  g l y c o ­

p r o t e i n  ( S P l ) ,  w h i c h  a r e  p r o d u c e d  b y  t h e  embryo d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  

o f  i m p l a n t a t i o n  ( V a n  L e u s d e n ,  1976 ;  G r u d z i n s k a s  e t  a l ,  19 77)*

M e a s u r e m e n t  o f  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  c a n  b e  u s e d  a s  

d i a g n o s t i c  m a k e r s  o f  f e t a l  w e l l - b e i n g  i n  b o t h  e a r l y  an d  l a t e  p r e g n a n c y
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( C h a r d ,  1 9 7 6 )*  A l t h o u g h  hCG i s  a  s e n s i t i v e  d i a g n o s t i c  t e s t  f o r  

p r e g n a n c y ,  t h e  m a rk e d  d e c r e a s e  i n  t h e  m a t e r n a l  l e v e l s  o f  t h i s  p r o t e i n  

a f t e r  t h e  1 s t  t r i m e s t e r  r e n d e r  i t  o f  l i t t l e  v a l u e  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  

p r e g n a n c y  c o m p l i c a t i o n s *  H ow ever ,  i t  i s  o f  p r o g n o s t i c  v a l u e  i n  e a r l y  

t h r e a t e n e d  a b o r t i o n s  ( l o w  hCG v a l u e s ) ,  and i n  t h e  d e t e c t i o n  o f  t r o p h o ­

b l a s t i c  d i s e a s e  ( h i g h  hCG v a l u e s ,  s i n c e  t h e r e  i s  no f e t a l  c o n s u m p t i o n  

o f  t h e  h o r m o n e ;  Van L e u s d e n ,  19 76)*  I n  s e v e r e  r h e s u s  i s o - i m m u n i z a t i o n  

u r i n a r y  an d  s e r u m  hCG a r e  i n c r e a s e d ,  p r e s u m a b l y  due t o  t h e  i n c r e a s e d  

p r o d u c t i o n  o f  t h e  l a r g e  an d  h y d r o p i c  p l a c e n t a *  H ow ever ,  m a t e r n a l  

l e v e l s  o f  p l a c e n t a l  l a c t o g e n  (hPL)  a n d  S P l  r i s e  s h a r p l y  t h r o u g h o u t  

p r e g n a n c y  ( s e e  F i g u r e  1 : 1 0 b ) ,  an d  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  s e r u m  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  p r o t e i n s  an d  t h e  s t a t u s  o f  t h e  f e t o - p l a c e n t a l  

u n i t  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  i n v e s t i g a t e d  ( s e e  r e v i e w s  o f  L e t c h w o r t h ,

1976 ;  K l o p p e r ,  1 9 8 0 )*  I n  a b o u t  50% o f  a l l  c a s e s  w i t h  i n t r a u t e r i n e  

g r o w t h  r e t a r d a t i o n  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b o t h  o f  t h e s e  p r o t e i n s  

a r e  b e l o w  t h e  n o r m a l  r a n g e  d u r i n g  t h e  l a s t  2 w eek s  p r i o r  t o  d e l i v e r y  

( B e l l m a n  _et 1 9 8 0 ) ,  an d  c o n s i s t e n t l y  low v a l u e s  o f  hPL i n  3 r d  

t r i m e s t e r  m a t e r n a l  p l a s m a  a r e  c l a i m e d  t o  b e  i n d i c a t i v e  o f  f e t a l  

d i s t r e s s  i n  l a b o u r  ( L e t c h w o r t h  an d  C h a r d ,  1 9 72)*  Low s e r i a l  d e t e r m i n ­

a t i o n s  o f  hPL c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  1 0 -1 4  w eeks  o f  g e s t a t i o n  ( a n d  

l a t e r ) ,  a r e  u s e f u l  p r e d i c t o r s  o f  t h r e a t e n e d  a b o r t i o n *  Low l e v e l s  o f  

hPL h a v e  a l s o  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  f e t a l  d e a t h  ( l o w e r  f a l l i n g  l e v e l s ) ,  

d i a b e t e s  m e l l i t u s  an d  i n  p r e g n a n c i e s  c o m p l i c a t e d  by  p r e - e c l a m p s i a  

( b o t h  m i l d  a n d  s e v e r e )  an d  h y p e r t e n s i o n  ( L e t c h w o r t h ,  1 9 76)*  P r e l i m i n a r y  

d a t a  s u g g e s t s  t h a t  SPl  may b e  a  b e t t e r  i n d i c a t o r  o f  f e t a l  r i s k  i n  c e r t a i n  

p r e g n a n c y  c o m p l i c a t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  a s s a y s  o f  f e t a l  g r o w t h  r e t a r d ­

a t i o n  a n d  p r e - e c l a m p t i c  t o x a e m i a  ( T o w l e r  e t  a l ,  1 977)*  Low S P l  v a l u e s  

h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  p r e d i c t  s p o n t a n e o u s  a b o r t i o n  w i t h  a  h i g h
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d e g r e e  o f  a c c u r a c y  ( g r e a t e r  t h a n  89% ),  i f  s e r i a l  d e t e r m i n a t i o n s  a r e  

o b t a i n e d  ( S c h u l t z - L a r s e n  an d  H e r t z ,  1978)*  A m n i o t i c  f l u i d  l e v e l s  o f  

S P l  a r e  e l e v a t e d  i n  c a s e s  o f  d i a b e t e s  ( a  42% i n c r e a s e ) ,  r h e s u s  i n c o m ­

p a t i b i l i t y  ( a  63% i n c r e a s e ) ,  a n d  i n t r a u t e r i n e  d e a t h  ( a  1 2 - f o l d  i n c r e a s e ;  

T a t r a ,  19 79)*  H ence  m e a s u r e m e n t  o f  S P l  c o n c e n t r a t i o n s  i n  a m n i o t i c  

f l u i d  may b e  a  v a l u a b l e  c l i n i c a l  i n d e x  o f  h i g h - r i s k  f e t u s e s *  B o th  

S P l  a n d  hPL l e v e l s  a r e  r a i s e d  i n  m u l t i p l e  p r e g n a n c i e s  an d  t h e r e f o r e  

p r o v i d e  a u s e f u l  c o r r o b o r a t i v e  t e s t  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t w i n s  ( T o w l e r  

e t  a l , 1976)*

A s s a y s  o f  o e s t r o g e n  l e v e l s  ( o r  o e s t r i o l ;  a  s t e r o i d  ho rm one  

s y n t h e s i s e d  i n  t h e  f e t o - p l a c e n t a l  u n i t ) ,  i n  m a t e r n a l  b l o o d  an d  u r i n e  i s  

c o n s i d e r e d  t o  b e  a  r e l i a b l e  i n d e x  o f  f e t a l  w e l l - b e i n g  i n  l a t e  

p r e g n a n c y *  R ed u c e d  o e s t r i o l  o u t p u t  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e d  

i n c i d e n c e  o f  f e t a l  g r o w t h  r e t a r d a t i o n ,  f e t a l  d i s t r e s s  i n  l a b o u r  and 

f e t a l  d e a t h  ^  u t e r o  ( B e i s c h e r  ejt a h ,  1 968)*  A l s o  i n  p r e g n a n c i e s  

w i t h  a n e n c e p h a l i c  f e t u s e s  h a v i n g  d e f e c t i v e  p i t u i t a r i e s  and s e c o n d a r y  

h y p o p l a s t i c  a d r e n a l s ,  u r i n a r y  l e v e l s  o f  o e s t r o g e n s  ( p a r t i c u l a r l y  

o e s t r i o l )  a r e  o b s e r v e d  a t  a b o u t  o n e - t e n t h  o f  t h o s e  f o u n d  i n  n o r m a l  

p r e g n a n c i e s  (T h a u  a n d  Lanman ,  1 9 7 5 ) *

P r e g n a n c y  z o n e  p r o t e i n  (PZP)  a n d  a l p h a  f e t o - p r o t e i n  (AFP) a r e  

2 p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  n o t  p r o d u c e d  by t h e  p l a c e n t a ,  w h i c h  

h a v e  b e e n  u s e d  t o  a s s e s s  f e t a l  s t a t u s *  Women who show no d e t e c t a b l e  

PZP i n  t h e i r  s e r u m  t e n d  t o  show a h i g h e r  t h a n  n o r m a l  i n c i d e n c e  o f  

s p o n t a n e o u s  a b o r t i o n  (B eckman a l , 1974)*  N e u r a l  t u b e  d e f o r m i t i e s  

an d  a n e n c e p h a l y  c a n  b e  s u c c e s s f u l l y  d e t e c t e d  i n  88% a n d  79% o f  c a s e s  

r e s p e c t i v e l y ,  b y  m o n i t o r i n g  s e r u m  AFP l e v e l s  ( B r o c k  an d  S u t c l i f f e ,  1 972)

I n  s p i t e  o f  t h e s e  f i n d i n g s  t h e r e  a r e  some r e s e r v a t i o n s  w h i c h
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a p p l y  t o  t h e s e  t e s t s  o f  p l a c e n t a l  f u n c t i o n  and f e t a l  w e l l - b e i n g *  Due 

t o  a s s a y  an d  b i o l o g i c a l  v a r i a t i o n ,  o v e r l a p  i s  p r e s e n t  b e t w e e n  t h e  n o r m a l  

an d  a b n o r m a l  p o p u l a t i o n s *  F o r  e x a m p l e ,  a n o r m a l ,  b u t  s m a l l  b a b y  w i l l  

h a v e  s i m i l a r  hPL l e v e l s  t o  a  much l a r g e r  b a b y  i n  whom p l a c e n t a l  f u n c t i o n  

i s  d e c r e a s e d *  T h e r e  i s  a  p e r c e n t a g e  o f  f a l s e  p o s i t i v e  and n e g a t i v e  

r e s u l t s ,  an d  t o  r e d u c e  t h i s  p r o b l e m  l a r g e  p o p u l a t i o n s  n e e d  t o  b e  s u r v e y e d  

t o  d e f i n e  t h e  l i m i t s *  O t h e r  c l i n i c a l  b i o c h e m i c a l  o r  b i o p h y s i c a l  t e s t s  

may b e  b e t t e r  p r e d i c t o r s  o f  f e t a l  w e l l - b e i n g .  P r e d i c t i o n  o f  f e t a l  r i s k  

u s i n g  u l t r a s o n o g r a p h y  o r  f e t o s c o p y  may p r o v e  s u p e r i o r  t o  b i o c h e m i c a l  

a s s a y s  s i n c e  t h e  f e t u s  i s  d i r e c t l y  a s s e s s e d ,  w h e r e a s  p r o t e i n  c o n c e n ­

t r a t i o n ,  f o r  e x a m p l e ,  i s  a n  i n d i r e c t  t e s t  o f  t h e  f e t o - p l a c e n t a l  u n i t  

( G o r d o n  an d  G r u d z i n s k a s ,  19 7 8 )*  O t h e r  i m p o r t a n t  c r i t e r i a  o f  s u c h  

t e s t s  a r e  t h a t  s m a l l  d a y  t o  d a y ,  a n d  s u b j e c t  t o  s u b j e c t  v a r i a t i o n s  a r e  

o b s e r v e d .  P la s m a  o e s t r o g e n  a s s a y s  f o r  e x a m p l e ,  c a n  b e  h i g h l y  v a r i a b l e ,  

w h e r e a s  hPL an d  S P l  show much l e s s  v a r i a b i l i t y  ( K l o p p e r ,  S m i t h  an d  

D a v i d s o n ,  1 9 7 9 ) ,  L a c k  o f  d a t a  o n  t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  o f  t h e s e  

p r o t e i n s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  m o r e  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  o n e s  s u c h  a s  PAPP-A, 

PAPP-B,  h a s  h a m p e r e d  t h e  p r o p e r  e v a l u a t i o n  o f  t h e  c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e  

o f  i n d i v i d u a l  c i r c u l a t i n g  p r o t e i n s *  H ow ever ,  u n t i l  t h e s e . d a t a  cxrz. 

a v a i l a b l e  t h e  e a s e  a n d  a c c u r a c y  o f  m e a s u r e m e n t  i s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  

i m p o r t a n t  c r i t e r i o n  i n  j u d g i n g  w h i c h  p l a c e n t a l  p r o t e i n  t o  u s e  i n  

c l i n i c a l  p r a c t i c e  ( C h a r d ,  19 7 6 )*

2 : 2  O n c o l o g i c a l  c o n s i d e r a t i o n s

S e n s i t i v e  a s s a y  s y s t e m s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  a w i d e  r a n g e  o f  

t r o p h o b l a s t i c  a n d  n o n - t r o p h o b l a s t i c  t u m o u r s  p r o d u c e  s p e c i f i c  p l a c e n t a l  

p r o t e i n s  s u c h  a s  hCG, p l a c e n t a l  a k l a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  S P l ,  an d  

p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  s u c h  a s  AFP* G o rd o n  an d  C h a rd  ( 1 9 7 9 ) ,
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h a v e  s t a t e d  t h a t  s i n c e  f i n d i n g s  o f  t h i s  t y p e  a r e  now s o  common i t  w o u ld  

seem l i k e l y  t h a t  a l l  t u m o u r s  c a n  p r o d u c e  a l l  p l a c e n t a l  p r o t e i n s *

S p e c i f i c  t u m o u r  m a r k e r s  may a i d  i n  t h e i r  d e t e c t i o n  an d  l o c a l i z a t i o n  as  

w e l l  a s  t h e  d e t e c t i o n  o f  r e c u r r i n g  tu m o u r s *  I t  i s  c u r r e n t  c l i n i c a l  

p r a c t i c e  t o  m e a s u r e  hCG i n  t h e  p l a s m a  o r  u r i n e  o f  p a t i e n t s  known o r  

s u s p e c t e d  t o  h a v e  t r o p h o b l a s t i c  t u m o u r s  and i n  t h e  s u b s e q u e n t  d i a g n o s i s ,  

m an ag e m e n t  an d  f o l l o w - u p  o f  s u c h  p a t i e n t s *  I n  a b o u t  1*5% o f  c a s e s  

(Romney,  W h a r t o n  an d  F l e t c h e r ,  1 9 7 5 ) ,  c h o r i o c a r c i n o m a  ( a  h i g h l y  m a l i g n a n t ,  

i n v a s i v e  d e r i v a t i v e  o f  f e t a l  t r o p h o b l a s t i c  e p i t h e l i u m ) ,  a p p e a r s  a f t e r  a 

h y d a t i f o r m  m o l e  ( w h i c h  o c c u r s  i n  1 o u t  o f  2 , 0 0 0  p r e g n a n c i e s ;  Romney,  

W h a r t o n  and  F l e t c h e r ,  1 9 7 5 ) *  E a r l y  d i a g n o s i s  c a n  b e  made b y  m o n i t o r i n g  

t h e  p e r s i s t e n c e  o f  [3 hCG i n  b l o o d  a n d  u r i n e  (B a g s h a w e ,  1 9 74)*  C h o r i o ­

c a r c i n o m a s  m e t a s t a s i z e  v e r y  r e a d i l y  v i a  t h e  v e i n s ,  i n v o l v i n g  many 

t i s s u e s  and o r g a n s ,  e s p e c i a l l y  t h e  b r a i n  an d  l u n g s  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  

u t e r u s  and o t h e r  p e l v i c  o r g a n s *  T h i s  m a l i g n a n t  n e o p l a s m  i s  c u r a b l e  

e v e n  a f t e r  m e t a s t a t i c  d i s s e m i n a t i o n  h a s  o c c u r r e d *  Th e p r o g r e s s  o f  

m e t a s t a s i s  an d  t h e  e r a d i c a t i o n  o f  t h e  m a l i g n a n t  c e l l s  w i t h  c y t o t o x i c  

d r u g s  c a n  r e a d i l y  b e  e s t i m a t e d  b y  m o n i t o r i n g  p a t i e n t ' s  p l a s m a ,  u r i n e  

an d  c e r e b r a l  s p i n a l  f l u i d  w i t h  a  r a d i o i m m u n o a s s a y  f o r  hCG*

The e c t o p i c  p r o d u c t i o n  o f  t r o p h o b l a s t - s p e c i f i c  p r o t e i n s  by  

n o n - t r o p h o b l a s t i c  t u m o u r s  i s  now a  w e l l  r e c o g n i z e d  phenomenon* I n  

b r e a s t  c a n c e r ,  76% o f  p a t i e n t s  h a v e  d e t e c t a b l e  S P l  i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  

t u m o u r  c e l l s ,  and women w i t h  S P l  n e g a t i v e  c a n c e r s  h a v e  s i g n i f i c a n t l y  

l o n g e r  s u r v i v a l  t i m e s  t h a n  t h o s e  who a r e  p o s i t i v e  ( H o r n e ,  R e i d  an d  

M i l n e ,  1 9 76)*  S P l  h a s  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  s e r a  o f  some p a t i e n t s  

w i t h  m a l i g n a n t  t u m o u r s  o f  t h e  l u n g ,  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  an d  o v a r y  

( T a t a r i n o v  an d  S o k o l o v ,  1 9 7 7 ) *  M o n i t o r i n g ,  s e r u m  l e v e l s  o f  p r e g n a n c y  

a s s o c i a t e d  cĉ  g l y c o p r o t e i n  i s  s a i d  t o  b e  a r e l i a b l e  m e th o d  o f  p r e d i c t i n g
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m e t a s t a t i c  d i s e a s e ,  t h e  l e v e l s  i n c r e a s i n g  p r i o r  t o  c l i n i c a l  r e c o g n i t i o n  

o f  m é t a s t a s é s  an d  d e c r e a s i n g  f o l l o w i n g  s u c c e s s f u l  t r e a t m e n t  ( S t i m s o n ,

1 9 7 5 ) 0  AFP h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  s e r u m  o f  p a t i e n t s  w i t h  p r i m a r y  

h e p a t o m a  ( i n  some a r e a s  o f  A f r i c a  80% o f  a l l  p a t i e n t s  w i t h  h e p a t o m a s  

g i v e  a  p o s i t i v e  t e s t ,  w h e r e a s  i n  W e s t e r n  c o u n t r i e s  r a t e s  a s  lo w  a s  30% 

h a v e  b e e n  r e p o r t e d ) ,  a n d  i n  p r i m i t i v e  g o n a d a l  t u m o u r ,  t e r a t o b l a s t o m a  

( A l e x a n d e r ,  1 9 72)*  E c t o p i c  p r o d u c t i o n  o f  p l a c e n t a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  a w i d e  r a n g e  o f  c a n c e r s  ( F i s h m a n ,

1 9 7 3 ) 0

The r e a s o n  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p l a c e n t a l  an d  f e t a l  a n t i g e n s  

by  t u m o u r s  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  much s p e c u l a t i o n ,  b u t  a s  y e t ,  no 

c o n c l u s i o n s  h a v e  b e e n  drawUo P r i n c i p a l  t h e o r i e s  i n c l u d e  t h e  r e v e r s i o n  

o f  n o r m a l  c e l l s  t o  a n  e m b r y o n i c  s t a t e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  p r o c e s s  

o f  n e o p l a s i a *  Good f e l l o w  ( 1 9 8 2 ) ,  s u g g e s t s  t h a t  c a n c e r  r e s u l t s  f r o m  

t h e  a b n o r m a l  e x p r e s s i o n  o f  o n e  o f  a nu m ber  o f  n o r m a l  d i f f e r e n t i a t i o n  

g e n e s  w h i c h  h a s  r e p e r c u s s i o n s  o n  t h e  m e t a b o l i s m  an d  p h y s i o l o g y  o f  t h e  

c e l l *  New a n t i g e n s  o n  t r a n s f o r m e d  c e l l s  w i l l  f a l l  i n t o  3 c a t e g o r i e s *  

F i r s t ,  t h e  d i r e c t  g e n e  p r o d u c t s  o f  t h e  ' a b n o r m a l '  f e t a l  d i f f e r e n t i a t i o n  

a n t i g e n s *  S e c o n d ,  g e n e  p r o d u c t s  i n d u c e d  o r  e l e v a t e d  b y  t h e  ' p h e n o t y p e  

s h i f t ' ,  f o r  e x a m p l e  t r a n s f e r r i n  r e c e p t o r s ,  p l a c e n t a l  s p e c i f i c  a n t i g e n s  

e t c .  T h i r d ,  c h a n g e s  i n  c a r b o h y d r a t e  a n t i g e n s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  

a l t e r e d  c e l l u l a r  p h y s i o l o g y  c a u s i n g  c h a n g e s  i n  t h e  s i z e s  o f  t h e  c a r b o ­

h y d r a t e  p o o l s  u s e d  t o  make g l y c o p r o t e i n s  and g l y c o l i p i d s *

C e r t a i n  a s p e c t s  o f  t u m o u r  b i o l o g y  a r e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  b i o l o g y  

o f  t h e  p l a c e n t a  ( A i t k e n ,  B e a c o n s f i e l d  an d  G i n s b u r g ,  1 9 7 9 ) ,  i n c l u d i n g  

t h e i r  i n v a s i v e  p r o p e r t i e s ,  a u t o n o m o u s  c e l l  d i v i s i o n ,  immune t o l e r a n c e  

i n  t h e  ' h o s t *  a n d  p r o d u c t i o n  o f  p r o t e i n s *  H owever ,  t h e  p l a c e n t a  h a s  

' b r a k e s '  im p o s e d  o n  i t s  g r o w t h ,  i f  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  b r a k e s  ( a
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p l a c e n t a l  p r o t e i n ? )  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d  t h e  r e p e r c u s s i o n s  on  o n c o l o g y  

w o u ld  b e  v e r y  g r e a t *

2 :3  I m m u n o l o g i c a l  c o n s i d e r a t i o n s

P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  may a f f e c t  t h e  m a t e r n a l  immune 

r e s p o n s e  d u r i n g  g e s t a t i o n  a n d ,  t h o u g h  somewha t  c o n t r o v e r s i a l l y ,  immuno­

s u p p r e s s i v e  r o l e s  h a v e  b e e n  p o s t u l a t e d  f o r  a num ber  o f  them  ( s e e  T a b l e  

1 : 1  a n d  s e c t i o n  1 : 3  o f  t h i s  c h a p t e r ) *  The s i t e  o f  a c t i o n  o f  t h e s e  

p r o t e i n s  c o u l d  b e  i n  t h e  m a t e r n a l  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  o r ,  m ore  

p r o b a b l y ,  l o c a l l y  a t  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  i n t e r f a c e *  S t u d y i n g  t h e s e  

p r o t e i n s  an d  t h e i r  p r o p o s e d  r o l e s  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  c o n c e p t u s  

d u r i n g  p r e g n a n c y  may w e l l  a i d  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  c o n t r a s t i n g  

i m m u n o l o g i c a l  p r o b l e m s  o f  g r a f t  r e j e c t i o n  and t h e  b o d y ' s  a p p a r e n t  

t o l e r a n c e  o f  m a l i g n a n t  t u m o u r s *  I f  i n d e e d  t h e s e  p r o t e i n s  do c o n t r i b u t e  

t o  i m m u n o p r o t e c t i o n  o f  t h e  c o n c e p t u s  t h e y  c o u l d  b e  u s e d  c l i n i c a l l y  i n  

t h e  f o l l o w i n g  w a y s :  t o  p r o m o t e  a c c e p t a n c e  o f  t i s s u e  an d  o r g a n  t r a n s ­

p l a n t s ,  t o  t r e a t  ( o r  e v e n  p r e v e n t )  au to im m une  d i s o r d e r s  an d  c o n d i t i o n s  

o f  p r e g n a n c y  w i t h  i m m u n o l o g i c a l  a e t i o l o g i e s ,  s u c h  a s  p r e - e c l a m p s i a ,  

an d  t o  p r o v o k e  immune r e j e c t i o n  o f  m a l i g n a n t  t u m o u rs *

R e c u r r e n t  a b o r t i o n s  an d  p r e - e c l a m p t i c  t o x a e m i a  (PET) a r e  two 

c o n d i t i o n s  t h o u g h t  t o  h a v e  i m m u n o l o g i c a l  a e t i o l o g i e s *  The immuno­

l o g i c a l  t h e o r i e s  o f  r e c u r r e n t  a b o r t i o n  h a v e  a l r e a d y  b e e n  c o n s i d e r e d  i n  

s e c t i o n  1 : 3  o f  t h i s  c h a p t e r ,  t o  w h i c h  t h e  r e a d e r  i s  r e f e r r e d *  However  

PET w i l l  now b e  c o n s i d e r e d *  T h i s  d i s e a s e  o c c u r s  t o  v a r y i n g  d e g r e e s  

i n  a b o u t  5-77* o f  a l l  p r e g n a n c i e s  ( W i n g a t e  ^  a l , 1975 )  and i t  i s  o n e  o f  

t h e  3 m a j o r  c a u s e s  o f  m a t e r n a l  d e a t h *  The c l i n i c a l  symptoms o f  PET 

a r e  h y p e r t e n s i o n ,  o e d e m a ,  p r o t e i n u r i a  and o c c a s i o n a l l y  c o n v u l s i o n s  

( d e v e l o p i n g  i n  t h e  3 r d  t r i m e s t e r  o f  p r e g n a n c y ) ,  w h i c h  c a n  r e s u l t  i n  b o t h
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f e t a l  a n d  m a t e r n a l  m o r t a l i t y *  PET i s  more  common i n  y o u n g ,  o f t e n  

s u b m a x i m a l l y  n o u r i s h e d ,  p r i m i g r a v i d a  who a r e  c o n f r o n t e d  w i t h  a  l a r g e  

p l a c e n t a ,  d u e  t o  a  g r e a t e r  t h a n  n o r m a l  g e n e t i c  d i s p a r i t y  b e t w e e n  t h e  

m o t h e r  an d  f e t u s  ( B e e r ,  1 9 7 5 )*  The  d o s a g e  o f  f e t a l  a n t i g e n i c  d e t e r m ­

i n a n t s  c o n f r o n t i n g  t h e  m o t h e r  may swamp h e r  immune r e s p o n s e  s o  t h a t  

i n s u f f i c i e n t  b l o c k i n g  a n t i b o d y  i s  p r o d u c e d *  T h i s  u l t i m a t e l y  r e s u l t s  

i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s p e c i f i c  c y t o t o x i c  a n t i b o d i e s  t o  t h e  t r o p h o b l a s t *  

T h i s  c o u l d  l e a d  t o  t i s s u e  n e c r o s i s  a t  t h e  c h o r i o d e c i d u a l  j u n c t i o n  o f  t h e  

p l a c e n t a ,  i n c r e a s e d  f i b r i n  d e p o s i t i o n  and damage t o  m a t e r n a l  a n d  f e t a l  

b l o o d  v e s s e l s *  T h e o r e t i c a l l y ,  t h i s  l o c a l  t i s s u e  i n j u r y  c o u l d  r e s u l t  

i n  t h e  r e l e a s e  o f  u t e r i n e  r e n i n ,  p r o s t a g l a n d i n s  a s  w e l l  a s  o t h e r  a g e n t s  

w h i c h  m i g h t  d i s t u r b  t h e  r e n i n  a n g i o t e n s i n  s y s t e m ,  e v o k i n g  h y p e r t e n s i o n ,  

oedema o r  p r e m a t u r e  l a b o u r *  T r o p h o b l a s t  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  c a n  

c r o s s - r e a c t  w i t h  human k i d n e y  an d  b r a i n  ( C u r z e n ,  1 9 6 8 ) ,  w h i c h  may 

e x p l a i n  why t h e s e  a r e a s  a r e  a l s o  a t t a c k e d  i n  PET* A s e c o n d  p r e g n a n c y  

by  t h e  same f a t h e r  may h a v e  t h e  a d d e d  a d v a n t a g e  o f  b l o c k i n g  a n t i b o d i e s  

t o  p a t e r n a l  a n t i g e n s  p e r s i s t i n g  f r o m  t h e  f i r s t  p r e g n a n c y *  T h i s  c o u l d  

e x p l a i n  t h e  r e d u c t i o n  o f  PET o b s e r v e d  i n  s u b s e q u e n t  p r e g n a n c i e s *  The 

l e v e l s  o f  c e r t a i n  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  s u c h  a s  PAPP-A (Hughe s  

_et 1 980 ;  s e e  s e c t i o n  3 : 4  o f  t h i s  c h a p t e r ) ,  and S P l  ( T o w l e r  e t  a l ,  

1 9 7 7 ) ,  a r e  s a i d  t o  b e  a f f e c t e d  b y  PET,  Hence  m o n i t o r i n g  t h e  l e v e l s  

o f  t h e s e  p r o t e i n s  may e n a b l e  t h e  o n s e t  o f  PET t o  b e  p r e d i c t e d  and 

s u i t a b l e  c l i n i c a l  m e a s u r e s  t o  b e  t a k e n  t o  p r e v e n t  i t s  g e n e s i s ,  s u c h  

a s  m a t e r n a l  i m m u n i z a t i o n  w i t h  p a t e r n a l  a n t i g e n s  o r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

b l o c k i n g  a n t i b o d i e s  ( s p e c i f i c  f o r  t h e  p a t e r n a l  a n t i g e n s ) *

I m m u n i z a t i o n  a g a i n s t  p l a c e n t a l  a n t i g e n s  i s  o f  s p e c i a l  i n t e r e s t  

w i t h  r e g a r d  t o  s t e r i l i t y ,  f e r t i l i t y  an d  c o n t r a c e p t i o n *  A n t i b o d i e s  t o
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p l a c e n t a l  a n t i g e n s  c a n  a r i s e  s p o n t a n e o u s l y  i n  women d u r i n g  p r e g n a n c y  

( s e e  s e c t i o n  1 : 3  o f  t h i s  c h a p t e r ) *  E x p e r i m e n t s  w i t h  a n i m a l s  ( s e e  

H e a r n ,  1980 f o r  r e c e n t  r e v i e w s ) ,  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  m o n i t o r  t h e  

e f f e c t s  o f  i m m u n i z a t i o n  a g a i n s t  p l a c e n t a l  a n t i g e n s  o n  f e r t i l i t y  and 

p r e g n a n c y ,  a n d  t h e  i n d u c t i o n  o f  a b o r t i o n s  and r e d u c e d  f e r t i l i t y  h a v e  

b e e n  o b s e r v e d  u s i n g  t h e s e  t e c h n i q u e s *  S t u d i e s  i n  t h i s  f i e l d  h a v e  e x t e n d e d  

o v e r  t h e  l a s t  f e w  y e a r s  a s  p u r i f i e d  p l a c e n t a - s p e c i f i c  p r o t e i n s  h a v e  

become a v a i l a b l e ,  a n d  i t  i s  now h o p e d  t h a t  t h e s e  a n t i g e n s  may p r o v i d e  a  

new a p p r o a c h  t o  t h e  r e g u l a t i o n  o f  f e r t i l i t y  i n  humans* Bohn ( 1 9 8 0 ) ,  

f o u n d  t h a t  monk eys  im m u n iz e d  w i t h  S P l  and PP5 showed a  s i g n i f i c a n t  

r e d u c t i o n  i n  f e r t i l i t y ,  w h e r e a s  i m m u n i z a t i o n  w i t h  h e a t - s t a b l e  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  a p p e a r e d  t o  b e  l e s s  e f f e c t i v e *  Of t h e  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  

l o o k e d  a t  s o  f a r ,  hCG a p p e a r s  t o  b e  t h e  m o s t  p r o m i s i n g  a n t i g e n  w i t h  

r e s p e c t  t o  f e r t i l i t y  c o n t r o l  ( S t e v e n s ,  1980)* As p a s s i v e  i m m u n i z a t i o n  

w i t h  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  c a n  c a u s e  a b o r t i o n s  i t  w o u ld  s eem  t o  c o n f i r m  

t h e  v i e w  t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  e s t a b l i s h i n g  

and m a i n t e n a n c e  o f  t h e  c o n c e p t u s *

3* PREGNANCY-ASSOCIATED PLASMA PROTEIN A

T e n  y e a r s  a g o  G a l l  an d  H a l b e r t  ( 1 9 7 2 )  d e s c r i b e d  4 a n t i g e n i c  

c o n s t i t u e n t s  w h i c h  w e r e  f o u n d  s p e c i f i c a l l y  i n  t h e  p l a s m a  o f  p r e g n a n t  

women* T h e s e  w e r e  l a t e r  d e s i g n a t e d  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n s ,  

PAPP-A, B, C a n d  D ( L i n ,  H a l b e r t  an d  K i e f e r ,  1973 ;  L i n  e t  a l ,  1 9 74b)*

I t  was s u b s e q u e n t l y  f o u n d  t h a t  2 o f  t h e s e  p r o t e i n s  w e r e  known p r e g n a n c y  

p r o t e i n s ,  PAPP-C b e i n g  S P l  an d  PAPP-D b e i n g  hPL ( L i n  _et £ l ,  1 9 7 4 a ) *

The r e m a i n i n g  2 p r o t e i n s ,  PAPP-A an d  PAPP-B, w e r e  shown  t o  b e  u n r e l a t e d
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t o  o t h e r  p l a s m a  p r o t e i n s  c u r r e n t l y  known t o  b e  i n c r e a s e d  i n  c o n c e n ­

t r a t i o n  d u r i n g  p r e g n a n c y  ( s e e  H a l b e r t  an d  L i n ,  1 9 7 9 ) o

S i m i l a r  p r o t e i n s  a r e  f o u n d  i n  p r i m a t e s  ( L i n  a n d  H a l b e r t ,  1 9 7 8 ) ,  

r a t s  a n d  m i c e  ( L i n ,  H a l b e r t  an d  K i e f e r ,  1 9 7 4 ) o I t  i s  l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  

t h a t  t h e y  o c c u r  w i d e l y  i n  mammals ,  w h i c h  a r g u e s  t h a t  t h e y  p e r f o r m  some 

e s s e n t i a l  f u n c t i o n s  i n  p r e g n a n c y  ( K l o p p e r ,  1 9 8 0 ) o

T h i s  s e c t i o n  s u m m a r i s e s  t h e  p r e s e n t  s t a t e  o f  k n o w l e d g e  o f  

p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A (PAPP-A),  a l s o  known a s  p r e g n a n c y -  

s p e c i f i c  p r o t e i n  4 (S P 4 ;  F o l k e r s e n  e t  a l ,  1 9 7 9 ) o

3 : 1  P u r i f i c a t i o n  o f  PAPP-A

PAPP-A h a s  b e e n  p u r i f i e d  u s i n g  a v a r i e t y  o f  c h r o m a t o g r a p h i c  

t e c h n i q u e s ,  a s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1 : 2 ,  a n d  m o s t  h a v e  p r o d u c e d  h i g h l y  

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  t h i s  p r o t e i n *  Ho we ver ,  3 o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  

p r o c e d u r e s  c o n t a i n e d  s t e p s  r e q u i r i n g  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  

( T a b l e  1 : 2 ;  s t e p  4 ,  L i n  e ^  1 9 7 9 ;  s t e p s  1 ,  B i s c h o f ,  1 9 7 9 ;  an d  

S u t c l i f f e  e_t a T , 1 9 8 0 b ) ,  a n d  t h o s e  e m p l o y i n g  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  

( S u t c l i f f e  je t  aT ,  1 9 8 0 b ;  F o l k e r s e n  e_t 1 9 8 1 a )  r e q u i r e d  b u f f e r s  o f  

h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  f o r  d e s o r b i n g  t h e  PAPP-A ( T a b l e  1 : 2 ) *  S u ch  

a g e n t s  may h a v e  d i s r u p t e d  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  PAPP-A 

( s e e  C h a p t e r  3)*  T h e s e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

b i o c h e m i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  o f  PAPP-A r e p o r t e d  i n  t h i s  , 

s e c t i o n *

3 : 2  B i o c h e m i s t r y  o f  PAPP-A

PAPP-A i s  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  s e r u m  g l y c o p r o t e i n *  I t  h a s  

a n  e s t i m a t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  7 5 0 , 0 0 0  ( 7 4 0 , 0 0 0 - 8 2 0 , 0 0 0 ;  L i n ,  H a l b e r t  

an d  K i e f e r ,  19 7 3 ;  B i s c h o f ,  1979 ;  S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b ) ,  a n d  i s
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t h o u g h t  t o  b e  a  homot e t r a m e r ,  a d i m e r  o f  d i m e r s ,  w i t h  e a c h  monomer 

h a v i n g  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t  1 8 7 , 0 0 0  ( S u t c l i f f e  a_l, 1 9 80b)*

As n e u r a m i n i d a s e  t r e a t m e n t  a l t e r s  i t s  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  ( L i n  

e t  a l ,  1 9 7 4 a ) ,  PAPP-A i s  t h o u g h t  t o  c o n t a i n  s i a l i c  a c i d  (2%, a p p r o x ;  

S u t c l i f f e  e ^  aj^, 1 9 8 0 b )*  No g a l a c t o s a m i n e  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  PAPP-A 

t h o u g h  a 3*1% c o n t e n t  o f  g l u c o s a m i n e  was f o u n d  b y  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) *  On 

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s ,  PAPP-A m i g r a t e s  w i t h  a n  a l p h a - 2  e l e c t r o p h o r e t i c  

m o b i l i t y  ( L i n ,  H a l b e r t  an d  K i e f e r ,  19 73)*  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

s t u d i e s  i n  a m p h o l i n e / s u c r o s e  and a m p h o l i n e / u r e a  s y s t e m s  l o c a t e d  t h e  

i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  PAPP-A a t  p i  4*3 an d  4*42 r e s p e c t i v e l y  ( L i n ,

H a l b e r t  an d  K i e f e r ,  197 3;  S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b ) .  PAPP-A e l u t e s  

f r o m  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  c o lu m n s  a t  0*25 M NaCl  ( r a n g e  0 . 1 7 5 -  

0*5 M Na Cl ;  s e e  T a b l e  1 : 2  f o r  r e f e r e n c e s  an d  d e t a i l s  o f  c h r o m a t o g r a p h y  

m e d i a ) * N o n - i m m u n o r e a c t i v e  PAPP-A i s  o b t a i n e d  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  

1*5 M KCNS, 2M K1 ( S u t c l i f f e  ^ t  a l , 1 9 7 9 ) ,  and p r o t e a s e s  ( L i n  ejb a l ,

1 9 7 4 b ) * PAPP-A i s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  p r e g n a n c y  p l a s m a  b y  50% s a t u r a t e d  

ammonium s u l p h a t e ,  b u t  u n l i k e  PAPP-B an d  S P l ,  i t  i s  s o l u b l e  i n  30% 

s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e  ( H a l b e r t  and L i n ,  19 79)* A s p e c i f i c  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  PAPP-A a n d  h e p a r i n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d ,  u s i n g  h e p a r i n  

a f f i n i t y  c r o s s e d  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  a p p l i e d  t o  l a t e  p r e g n a n c y  s e r u m  

( S i n o s i c h  e_t a l , 19 8 1 )*

3 : 3  S y n t h e s i s  a n d  l o c a l i z a t i o n  s t u d i e s

T h e r e  h a s  b e e n  some c o n t r o v e r s y  r e c e n t l y  o v e r  t h e  n a t u r e  o f  

PAPP-A, a s  t o  w h e t h e r  i t  s h o u l d  b e  r e g a r d e d  a s  a  p r e g n a n c y - s p e c i f i c  o r  

p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p r o t e i n *  W i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e n s i t i v e  r a d i o ­

im m u n o a s s a y s  ( B i s c h o f  _et 1981 ;  S i n o s i c h  e t  a l ,  1 9 8 2 ) ,  i t  h a s  b e e n

p o s s i b l e  t o  d e t e c t  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  PAPP-A ( 3 - 1 4  n g / m l  o f  p l a s m a ) *
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F i g u r e  1 : 1 0  ( a )  W e i g h t  i n c r e a s e  o f  t h e  p l a c e n t a  d u r i n g
g e s t a t i o n
( A d a p t e d  f r o m  K l o p p e r ,  196 9)

( b )  Mean c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A, S P l  a n d  hPL 
i n  r a n d o m  p l a s m a  s a m p l e s  d u r i n g  g e s t a t i o n  and 
a f t e r  d e l i v e r y *  DD, d a y  o f  d e l i v e r y ,
( A d a p t e d  f r o m  L i n  e t  a l ,  1976)
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B i s c h o f  _et al^ ( 1 9 8 1 )  c l a i m e d  t o  h a v e  d e t e c t e d  PAPP-A i n  t h e  p l a s m a  o f  

n o n - p r e g n a n t  women ( a t  Ool  f i g / m l ) ,  w h e r e a s  S i n o s i c h  ^  £ l  ( 1 9 8 2 )  d i d  

n o t  d e t e c t  PAPP-A i n  t h e  100 n o n - p r e g n a n t  c o n t r o l s  t h e y  l o o k e d  a t o  

T h i s  c o n t r o v e r s y  h a s  s t i l l  t o  b e  r e s o l v e d  an d  t h e  f o l l o w i n g  a c c o u n t  o f  

t h e  s y n t h e s i s  a n d  l o c a l i z a t i o n  o f  PAPP-A w i l l  b e  d i s c u s s e d ,  w h e r e v e r  

p o s s i b l e ,  b e a r i n g  t h e s e  2 p o i n t s  o f  v i e w  i n  m i n d .

C i r c u l a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PAPP-A h a v e  b e e n  d e t e c t e d ,  u s i n g  

a r a d i o i m m u n o a s s a y ,  a s  e a r l y  a s  2 8 - 3 2  d a y s  a f t e r  o v u l a t i o n  i n  s i n g l e t o n  

p r e g n a n c i e s  a n d  21 d a y s  a f t e r  o v u l a t i o n  i n  t w i n  p r e g n a n c i e s  ( S i n o s i c h  

e t  a l ,  19 8 2 )o  U s i n g  r o c k e t  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e s  ( B i s c h o f  

e ^  a ^ ,  1 9 7 9 ) ,  t h e  e a r l i e s t  PAPP-A c a n  b e  d e t e c t e d  i s  t h e  1 2 t h  week  o f  

p r e g n a n c y o  Th e c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A r i s e s  s t e a d i l y  d u r i n g  m i d ­

p r e g n a n c y  a n d  a t  a  s t e e p l y  i n c r e a s i n g  r a t e  f r o m  30 w e ek s  r i g h t  up t o  

t e r m  ( L i n ,  H a l b e r t  and S p e l l a c y ,  1 9 7 6 ) ,  w i t h  a mean c o n c e n t r a t i o n  a t  

t e r m  o f  0 , 1  mg/ml  « T h i s  i s  a n  uncommon p a t t e r n  o f  s e c r e t i o n  f o r  a 

p l a c e n t a l  p r o t e i U o  F i g u r e  1 : 1 0  shows  t h e  s e c r e t i o n  p a t t e r n  o f  PAPP-A 

an d  c o m p a r e s  i t  w i t h  t h e  s e c r e t i o n  p a t t e r n s  o f  hPL a n d  S P l ,  a n d  a 

s t a n d a r d  p l a c e n t a l  w e i g h t  c u r v e .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  p l a c e n t a l  

p r o t e i n s  i n  m a t e r n a l  b l o o d  r e a c h e s  a  p l a t e a u  a t  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same 

t i m e  a s  t h e  p l a c e n t a l  w e i g h t  c u r v e ,  h o w e v e r ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  c u r v e  o f  

PAPP-A d o e s  n o t  p l a t e a u ,  a n d  i t s  c o n c e n t r a t i o n  r e a c h e s  a  maximum o n l y  

a t  d e l i v e r y ,  A p l a s m a  h a l f - l i f e  o f  2 - 3  d ay s  h a s  b e e n  c a l c u l a t e d  f o r  

PAPP-A f r o m  i t s  r a t e  o f  f a l l  a f t e r  d e l i v e r y  ( S m i t h  e_t a l , 1 9 7 9 ) ,  I t  

w o u ld  a p p e a r ,  t h e r e f o r e ,  t o  b e  m o r e  s l o w l y  r em oved  f r o m  t h e  m a t e r n a l  

b l o o d s t r e a m  t h a n  o t h e r  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  s u c h  a s  hPL ( h a l f - l i f e  o f  20 

m i n ) , S P l  ( h a l f - l i f e  o f  1 -2  d a y s ) ,  a n d  PAPP-B ( h a l f - l i f e  o f  l e s s  t h a n  

1 d a y ;  H a l b e r t  an d  L i n ,  1 9 7 9 ) ,  S m i t h ,  C o o p e r  an d  Thomson ( 1 9 8 0 ) ,
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TABLE 1 ; 3 _____H i s t o l o g i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  PAPP-A i n  t h e  p l a c e n t a

L i n  an d  H a l b e r t  

( 1 9 7 5 )

M c I n t y r e  ^  a l  

( 1 9 8 1 )

W a h l s t r o m ,  

T e i s n e r  an d  

F o l k e r s e n  

( 1 9 8 1 )

TECHNIQUE

I n d i r e c t

i m m u n o f l u o r e s c e n c e  

I m m u n o f l u c r e s  c e n c e

E n z y m e - b r i d g e

i m m u n o p e r o x i d a s e

s t a i n i n g

LOCATION

S y n c y t i o  t r o p h o b l a s  t

I n t e r v i l l o u s  f i b r i n *  

S y n c y t i o t r o p h o b l a s t  and 

v i l l o u s  f i b r i n o i d  ( b o t h  

showed h i g h l y  v a r i a b l e  

s t a i n i n g ) *

S y n c y t i o t r o p h o b l a s t ,  

c o n c e n t r a t e d  i n  a  t h i n  

i n t r a c y t o p l a s m i c  r i m  a t  

t h e  a p i c a l  b o r d e r  o f  

t h o s e  c e l l s

S u t c l i f f e ,

K h a l e f  an d  

H orn e

( i n  p r e p a r a t i o n )

E n z y m e - b r i d g e

i m m u n o p e r o x i d a s e

s t a i n i n g

Some p a t c h y  s t a i n i n g  i n  t h e  

s y n c y t i o t r o p h o b l a s t .  

S t r o n g l y  s t a i n i n g  a r e a s : -  

v i l l o u s  c y t o t r o p h o b l a s t ;  

c h o r i o n i c  p l a t e ;  c y t o -  

t r o p h o b l a s t s  i n  f i b r i n o i d  

m a t e r i a l  ( N i t a b u c h ' s  l a y e r )  

a t  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  

i n t e r f a c e  and i n  r e t i c u l a r  

f i b r e s  a r o u n d  u t e r i n e  

d e c i d u a l  c e l l s *
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s u g g e s t  t h a t  t h e  o b s e r v a t i o n s  o n  PAPP-A c o n c e n t r a t i o n  an d  h a l f - l i f e  c a n  

b e  e x p l a i n e d  a s  f o l l o w s *  PAPP-A l e v e l s  i n  l a t e  p r e g n a n c y  i n c r e a s e  

w i t h  i n c r e a s i n g  p l a c e n t a l  s i z e *  As t h e  p l a c e n t a  a g e s  an d  i t s  g r o w t h  

s l o w s  down, PAPP-A c o n t i n u e s  t o  r i s e  a s  t h e  m e c h a n i c a l  t r a u m a  o f  u t e r i n e  

a c t i v i t y  ( A t t w o o d  a n d  P a r k ,  1961 )  e x f o l i a t e s  t h e  p l a c e n t a  o f  p o t e n t i a l  

m i c r o e m b o l i  ( s m a l l  f r a g m e n t s  o f  t r o p h o b l a s t ) *  T h e s e  s u b s e q u e n t l y  e n t e r  

t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n  an d  e v e n t u a l l y  d i e  i n  t h e  l u n g s  ( o v e r  a  p e r i o d  

o f  2 - 3  d a y s ) ,  t h u s  r e l e a s i n g  PAPP-A* Ho we ver ,  t h i s  t h e o r y  d o es  n o t  

a c c o u n t  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  c u r v e s  o f  o t h e r  p r o t e i n s  t h o u g h t  t o  b e  o f  

t r o p h o b l a s t i c  o r i g i n  s u c h  a s  S P l ,  PP5 and  PP12* I f  PAPP-A i s  m a t e r n a l  

i n  o r i g i n  ( a s  s u g g e s t e d  b y  B i s c h o f  1 9 8 1 ) ,  t h e n  t h e  c o m p a r i s o n

o f  PAPP-A s y n t h e s i s  t o  p l a c e n t a l  w e i g h t  i s  i n v a l i d ,  an d  t h e  l o n g  h a l f -  

l i f e  o b s e r v e d  a f t e r  p a r t u r i t i o n  c a n  b e  e x p l a i n e d ,  s i n c e  s y n t h e s i s  w i l l  

n o t  c e a s e  o n  d e l i v e r y  o f  t h e  p l a c e n t a *

U s i n g  t h e  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  m e th o d  d e s c r i b e d  i n  B i s c h o f  e_t aT 

( 1 9 7 9 ) ,  S m i t h  ^  ^  ( 1 9 7 9 )  d e t e r m i n e d  t h e  l e v e l s  o f  PAPP-A i n  v a r i o u s  

m a t e r n a l  an d  f e t a l  c o m p a r t m e n t s *  No PAPP-A was f o u n d  i n  c o r d  b l o o d  

o r  a m n i o t i c  f l u i d  u s i n g  t h i s  m e t h o d ,  w h i c h  was t a k e n  t o  show t h a t  t h e  

s e c r e t i o n  o f  PAPP-A was d i r e c t e d  i n t o  t h e  m a t e r n a l  r a t h e r  t h a n  t h e  f e t a l  

c o m p a r t m e n t s *  The c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A i n  t h e  m a t e r n a l  p e r i p h e r a l  

b l o o d  was 8x  g r e a t e r  t h a n  i n  t h e  p e r i t o n e a l  f l u i d  ( w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  

t h e  p a s s a g e  o f  PAPP-A o u t  o f  t h e  b l o o d  v e s s e l s  i s  g r e a t l y  im p e d e d ) *

The c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  u t e r i n e  an d  p e r i p h e r a l  v e i n s  w e r e  v e r y  n e a r l y  t h e  

s am e ,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  i n f l o w  f r o m  t h e  p l a c e n t a  i s  t o o  s l o w  t o  

r a i s e  t h e  l o c a l  c o n c e n t r a t i o n *  The m ean  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e t r o -  

p l a c e n t a l  b l o o d  was h a l f  t h a t  o f  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d *  S m i t h  £ t  a_l 

( 1 9 7 9 ) ,  f o u n d  t h i s  u n u s u a l  d i s t r i b u t i o n  d i f f i c u l t  t o  r e c o n c i l e  w i t h  t h e  

d i r e c t  p a s s a g e  o f  PAPP-A i n t o  t h e  i n t e r v i l l o u s  b l o o d ,  an d  c o n c l u d e d
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t h a t  t h e  i n t e r v i l l o u s  s p a c e  was n o t  t h e  m a in  p o i n t  o f  e n t r y  o f  PAPP-A 

i n t o  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n *  A g a in  t h e y  p o s t u l a t e d  t h e  t h e o r y  o f  

e m b o l i s m ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  t o  e x p l a i n  t h i s  d i s t r i b u t i o n *  A f u r t h e r  

p o s s i b i l i t y  t h e y  p u t  f o r w a r d  was t h a t  PAPP-A was r e l e a s e d  d i r e c t l y  i n t o  

t h e  m a t e r n a l  t i s s u e  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  i n v a s i o n  o f  t h e  d e c i d u a  by  n o n -  

v i l l o u s  t r o p h o b l a s t  ( s e e  R o b e r t s o n ,  B r o s e n s  an d  D ix o n ,  1 9 7 5 )*  D i s s o l u t i o n  

o f  n o n - v i l l o u s  t r o p h o b l a s t  a f t e r  p a r t u r i t i o n  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  

r e l a t i v e l y  l o n g  h a l f - l i f e  o f  PAPP-A*

S i n o s i c h  aJL ( 1 9 8 2 )  u s i n g  t h e i r  r a d io i m m u n o a s s a y  d i d  n o t  d e t e c t  

PAPP-A i n  t h e  u m b i l i c a l  c o r d  c i r c u l a t i o n  b u t  t h e y  d i d  o b s e r v e  PAPP-A i n  

a m n i o t i c  f l u i d  ( l e s s  t h a n  o r  e q u a l  t o  7*4% o f  PAPP-A i n  m a t e r n a l  s e r a  a t  

t e r m ;  i* e *  2 , 7  p g / m l ) *  B i s c h o f  ^  a l  ( 1 9 8 2 a )  u s i n g  t h e i r  r a d io im m u n o ­

a s s a y  a l s o  fo u n d  PAPP-A i n  a m n i o t i c  f l u i d  (3 * 8  p g /m l  a t  t e r m ) ,  w i t h  t h e  

i n c r e a s e  i n  a m n i o t i c  f l u i d  c o n c e n t r a t i o n  d u r i n g  g e s t a t i o n  p a r a l l e l i n g  

t h e  i n c r e a s e  i n  PAPP-A i n  t h e  m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n .  N e i t h e r  g ro u p  

was a b l e  t o  s u g g e s t  how PAPP-A m i g h t  e n t e r  t h i s  f e t a l  c o m p a r tm e n t  a t  

s u c h  c o n c e n t r a t i o n s ,  D u b e rg  e ^  ^  (1 9 8 2 )  u s i n g  t h e  r a d io im m u n o a s s a y  o f

B i s c h o f  je t  ^  ( 1 9 8 1 ) ,  f o u n d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A i n

H"m a t e r n a l  d e c i d u a  a t  t e r m  (5 7 * 0  - 2*0 p g / g )  was 3x h i g h e r  t h a n  i n  t h e  

t r o p h o b l a s t  (1 6 * 9  i  5*4 p g / g )  an d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  e n d o ­

m e t r iu m  o f  n o n - p r e g n a n t  women (1 * 9  ^  0*6  p g / g )  was 40 x  h i g h e r  t h a n  i n  

c o r r e s p o n d i n g  p l a s m a  s a m p le s  ( 0 , 0 5  ^  0*02 p g / m l ) * D u b e rg  ^  ^  ( 1 9 8 2 )  

s u g g e s t e d  t h e r e f o r e ,  t h a t  PAPP-A was o f  d e c i d u a l  r a t h e r  t h a n  p l a c e n t a l  

o r i g i n ,  ( t h o u g h  t h e y  d i d  n o t  e x c l u d e  a n  a d d i t i o n a l  f e t a l  o r i g i n ) *

H i s t o l o g i c a l  s t a i n i n g  s t u d i e s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  l o c a l i z e  PAPP-A 

o n  s e c t i o n s  o f  p l a c e n t a l  and  d e c i d u a l  t i s s u e s .  T he  r e s u l t s  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1 :3 *  L i n  an d  H a l b e r t  ( 1 9 7 6 ) ,
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M c I n t y r e  e ^  (1 9 8 1 )  an d  W a h ls t r o m ,  T e i s n e r  an d  F o l k e r s e n  ( 1 9 8 1 ) ,

l o c a l i z e d  PAPP-A s t a i n i n g  t o  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t *  H ow ever ,

S u t c l i f f e ,  K h a l e f  an d  H o rn e  ( i n  p r e p a r a t i o n )  f o u n d  PAPP-A i n

t h e  v i l l o u s  c y t o t r o p h o b l a s t ,  c h o r i o n i c  p l a t e ,  a s s o c i a t e d  w i t h  r e t i c u l a r

f i b r e s  a r o u n d  u t e r i n e  d e c i d u a l  c e l l s ,  an d  i n  N i t a b u c h ^ s  l a y e r  a t  t h e

u t e r o - p l a c e n t a l  i n t e r f a c e *  Some p a t c h y  s t a i n i n g  was a l s o  o b s e r v e d

b y  t h e s e  w o r k e r s  i n  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t *  The PAPP-A d i s t r i b u t i o n

t h a t  S u t c l i f f e ,  K h a l e f  an d  H o rn e  o b s e r v e d  was v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f

t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  g l y c o p r o t e i n  F i b r o n e c t i n  ( s e e  C h a p t e r  4 ,

s e c t i o n  6 ) ,  a n d  b o t h  o f  t h e s e  p r o t e i n s  w e re  o f t e n  o b s e r v e d  i n  c o n j u n c t i o n

w i t h  r e t i c u l a r  f i b r e s *  S i t e s  o f  s y n t h e s i s  c a n n o t  b e  d e d u c e d  f ro m  t h e

r e s u l t s  o f  s u c h  l o c a l i z a t i o n  s t u d i e s *  H ow ever ,  K h a l e f ,  B u u l t j e n s  and

S u t c l i f f e  ( i n  p r e p a r a t i o n ) ,  c a r r i e d  o u t  t i s s u e  c u l t u r i n g  e x p e r i m e n t s  o n

N i t a b u c h ^ s  l a y e r  ( s e e  a l s o  C h a p t e r  4 : 6 )  and  c h o r i o n i c  p l a t e ,  b o t h  o f

35w h ic h  s y n t h e s i s e d  S l a b e l l e d  PAPP-A and  f i b r o n e c t i n *  T h e s e  r e s u l t s  

w o u ld  seem  t o  i n d i c a t e  t h e r e f o r e ,  t h a t  PAPP-A i s  s y n t h e s i s e d  b y  c y t o ­

t r o p h o b l a s  t i c  c e l l s  i n  t h e s e  a r e a s ,  a n d  t h e  s t a i n i n g  o f  r e t i c u l a r  f i b r e s  

a r o u n d  d e c i d u a l  c e l l s  was i n d i c a t i v e  o f  PAPP-A a c c u m u l a t i o n  r a t h e r  t h a n  

s y n t h e s i s  *

3 : 4  P h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o n  PAPP-A

A v a r i e t y  o f  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  e m p lo y ed  i n  a n  a t t e m p t  t o  

e l u c i d a t e  t h e  p a r t  t h a t  PAPP-A m i g h t  p l a y  i n  g e s t a t i o n a l  p r o c e s s e s  and  

f e t o - m a t e r n a l  h o m e o s t a s i s *  F rom  t h e  l o c a l i z a t i o n  s t u d i e s  d i s c u s s e d  

a b o v e ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s i t e s  o f  s t a i n i n g  o f  PAPP-A i n  t h e  

t r o p h o b l a s t  a r e  e q u i v a l e n t  t o  i t s  s i t e  o f  s y n t h e s i s ;  o r  s y n t h e s i s  an d  

a c t i o n ;  o r  i t s  s i t e  o f  a c c u m u l a t i o n  and  a c t i o n *  T h e s e  r e s u l t s  h a v e  

l e d  t o  t h e  s u p p o s i t i o n  t h a t  PAPP-A i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  m a i n t e n a n c e  o f
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t h e  p l a c e n t a  a s  a n  a l l o g r a f t ,  b y  s u p p r e s s i n g  t h e  immune r e a c t i o n s  o f  t h e  

m o th e r*  O t h e r  p o s s i b l e  f u n c t i o n a l  r o l e s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  by  

m o n i t o r i n g  PAPP-A l e v e l s  d u r i n g  p r e g n a n c y  and  c o m p a r in g  them  w i t h  v a r i o u s  

o b s t e t r i c  p a r a m e t e r s *  C i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  PAPP-A h a v e  a l s o  b e e n  

m o n i t o r e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  v a r i o u s  m a l i g n a n t  t u m o u r s .  F i n a l l y  v i t r o  

b i o c h e m i c a l  s t u d i e s ,  u s i n g  p u r i f i e d  s a m p le s  o f  PAPP-A, h a v e  a l s o  b e e n  

c a r r i e d  o u t  an d  i t s  e f f e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  an d  b i n d i n g  o f  s e v e r a l  enzym es 

an d  p r o t e i n s  a s s e s s e d .  The r e s u l t s  f ro m  t h e s e  a p p r o a c h e s  w i l l  now be 

c o n s i d e r e d *

I n  v i t r o ,  B i o c h e m i c a l  s t u d i e s  u s i n g  p u r i f i e d  PAPP-A

Much o f  t h e  w o rk  i n  t h i s  a r e a  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  by  Dr* P a u l  

B i s c h o f  w i t h  PAPP-A p r o d u c e d  i n  t h e  m a n n e r  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  1 :2  an d  

i n  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) ,  T h e r e f o r e ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  m u s t  b e  v ie w e d  a s  

p e r t a i n i n g  t o  t h i s  p a r t i c u l a r  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A* The f u n c t i o n s  

a s s i g n e d  t o  PAPP-A b y  B i s c h o f  may o r  may n o t  r e f l e c t  t h e  v i v o  f u n c t i o n s  

o f  t h i s  p r o t e i n .

Common a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  b e tw e e n  PAPP-A an d  o t h e r  p r o t e i n s  

o f  known b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  w e r e  l o o k e d  f o r  s i n c e  t h i s  m i g h t  g i v e  a 

c l u e  t o  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  o f  PAPP-A ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ) ,  No r e a c t i o n  

was o b s e r v e d  i n  i m m u n o d i f f u s i o n  s t u d i e s  w hen PAPP-A was t e s t e d  a g a i n s t  

a n t i s e r a  t o  hum an t h y r o i d  s t i m u l a t i n g  h o rm o n e ,  l u t e i n i z i n g  h o rm o n e ,  

f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o rm o n e ,  p r o l a c t i n ,  p l a c e n t a l  l a c t o g e n ,  a l p h a  

f e t o p r o t e i n ,  S P l ,  SP3, a^M, a n t i t h r o m b i n  I I I ,  a ^ - a n t i t r y p s i n ,  p l a s m i n o g e n ,  

p r o t h r o m b i n  a n d  n o n - p r e g n a n c y  human s e ru m  p r o t e i n s *

T he r e l a t i v e l y  l o n g  h a l f - l i f e  o f  PAPP-A a f t e r  p a r t u r i t i o n  ( S m i th  

e t  a l ,  1 9 7 9 ) ,  s u g g e s t e d  t o  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) ,  t h a t  PAPP-A m i g h t  b e  a 

s t e r o i d  b i n d i n g  p r o t e i n ,  t h u s  e x t e n d i n g  t h e  s h o r t  h a l f - l i f e  o f  t h e s e
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h o rm o n es*  H o w ev er ,  b i n d i n g  s t u d i e s  b e tw e e n  PAPP-A an d  t r i t i a t e d  

p r o g e s t e r o n e ,  o e s t r o n e ,  o e s t r a d i o l ,  o e s t r i o l ,  t e s t o s t e r o n e  and  c o r t i s o n e  

g a v e  n e g a t i v e  r e s u l t s  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 )*

On i n c u b a t i o n  o f  PAPP-A an d  p l a s m i n ,  30% i n h i b i t i o n  o f  t h e  

p l a s m i n  a c t i v i t y  i n  a  c a s e i n o l y t i c  a s s a y  was r e c o r d e d  ( B i s c h o f ,  1979)*  

A ls o  i n h i b i t i o n  o f  u r o k i n a s e  m e d i a t e d  f i b r i n o l y s i s  was o b s e r v e d  ( B i s c h o f ,  

1 979) b y  t h e  f i b r i n  p l a t e  m e th o d  ( A s t r u p  and  M u l l e r t z ,  1 952)*  B o th  o f  

t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  PAPP-A i s  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  

f i b r i n o l y s i s *  I t  i s  w e l l  d o c u m e n te d  t h a t  t h e  f i b r i n o l y t i c  a c t i v i t y  o f  

m a t e r n a l  b l o o d  d e c r e a s e s  a s  p r e g n a n c y  p r o g r e s s e s  an d  i s  r a p i d l y  

r e s t o r e d  a f t e r  d e l i v e r y  o f  t h e  p l a c e n t a *  T h i s  p o i n t s  t o  t h e  p r e s e n c e  

o f  f i b r i n o l y t i c  i n h i b i t o r s  i n  t h e  p l a c e n t a ,  an d  s u c h  i n h i b i t o r s  h a v e  

b e e n  show n t o  e x i s t  ( A s t e d t ,  1 9 7 2 )*  H ow ever,  v i t r o  s t u d i e s  h a v e  

show n t h a t  p l a c e n t a l  p r o t e i n  5 (P P 5 )  i n h i b i t s  t h e  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  

o f  t r y p s i n  an d  p l a s m i n  ( K l o p p e r ,  1 9 8 0 )  and  c o u l d  t h e r e f o r e  r e p r e s e n t  

t h e  p l a c e n t a l  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  o b s e r v e d  i n h i b i t i o n  

o f  f i b r i n o l y s i s *

PAPP-A i s  a l s o  r e p o r t e d  t o  b e  a n  i n h i b i t o r  o f  c o m p le m e n t - m e d ia te d  

h a e m o l y s i s  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ,  1 9 8 1 )*  T h e  i n h i b i t o r y  c a p a c i t y  o f  PAPP-A 

p r o d u c e d  b y  p o s i t i v e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( S u t c l i f f e  eJb al^, 1980b) 

was a l s o  t e s t e d  by  B i s c h o f  (1 9 8 1 )  an d  i d e n t i c a l  r e s u l t s  t o  t h o s e  

o b s e r v e d  w i t h  h i s  own p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A w e re  o b t a i n e d *  H ow ever ,  

S u t c l i f f e  h i m s e l f  d i d  n o t  o b s e r v e  i n h i b i t i o n  o f  c o m p le m e n t - m e d ia te d  

h a e m o l y s i s  u s i n g  t h e  sam e PAPP-A (Dr* R*G, S u t c l i f f e ,  p e r s o n a l  communi­

c a t i o n ) *  B i s c h o f  (1 9 8 1 )  s p e c u l a t e d  t h a t  i f  PAPP-A i n h i b i t e d  t h e  

a c t i v i t y  o f  c o m p lem en t  d u r i n g  p r e g n a n c y ,  i t  m i g h t  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  

im m u n o s u p p r e s s iv e  m ech a n ism s  t h o u g h t  t o  p r e v e n t  r e j e c t i o n  o f  t h e  f e t u s *
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S i m i l a r l y ,  B i s c h o f  e t  ^  ( 1 9 8 2 b ) ,  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  PAPP-A i n h i b i t s  

p h y t o h e m a g l u t i n i n  (PHA) i n d u c e d  T - l y m p h o c y t e  t r a n s f o r m a t i o n  ( b u t  n o t  

p o k ew eek  m i t o g e n  (PWM) i n d u c e d  B - l y m p h o b l a s t o g e n e s i s ) * T hey  s u g g e s t e d  

t h a t  t h i s  w as b r o u g h t  a b o u t  b y  PAPP-A a f f e c t i n g  t h e  s e c r e t o r y  p r o d u c t s  

( p o s s i b l y  ly m p h o k in e s  p o s s e s s i n g  m i t o g e n i c  a c t i v i t i e s ) ,  o f  t h e  t r a n s f o r m e d  

T - c e l l S o  M c I n t y r e  ejt ^  (1 9 8 1 )  f o u n d  n e i t h e r  a n t i - P A P P - A  n o r  PAPP-A 

i t s e l f  e x e r t e d  a  c y t o t o x i c  e f f e c t  o n  p e r i p h e r a l  b l o o d  ly m p h o c y t e s ,  and  

n e i t h e r  a f f e c t e d  l y m p h o b l a s t o g e n e s i s  i n  r e s p o n s e  t o  PHA, PWM o r  

C o n c a n a v a l i n  A o r  i n  m ix e d  ly m p h o c y te  r e a c t i o n s  (MLR)* T hey  t h e r e f o r e  

c o n c l u d e d  t h a t  PAPP-A was n o t  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  ly m p h o c y te  

f u n c t i o n  v i t r o , w h ic h  i s  c o n t r a r y  t o  t h e  v i e w  h e l d  b y  B i s c h o f  e ^  ^  

( 1 9 8 2 b ) * Many p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  p o s t u l a t e d  t o  b e  

" i m m u n o s u p p r e s s i v e "  a g e n t s  ( s e e  T a b l e  1 : 1 ) ,  an d  t h i s  h e t e r o g e n e o u s  

c o l l e c t i o n  o f  com pounds has  b e e n  show n t o  m o d i f y  o n e  o r  m ore  o f  s e v e r a l  

i m m u n o l o g i c a l  t e s t s  s u c h  a s  MLR, m i t o g e n - i n d u c e d  l y m p h o b l a s t o g e n e s i s  o r  

t h e  r o s e t t e  i n h i b i t i o n  a s s a y .  W ith  t h e  e x c e p t i o n  o f  s t e r o i d s  s u c h  a s  

c o r t i s o n e ,  t h e r e  i s  l i t t l e  d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  a g e n t s  do i n  f a c t  

h a v e  a n  im m u n o s u p p r e s s i v e  e f f e c t  i n  v i v o . T h a t  i s ,  t h e y  a r e  immuno­

s u p p r e s s i v e  o n l y  i n  t h e  r e s t r i c t e d  s e n s e  t h a t  t h e y  c a n  m o d i f y  o r  i n h i b i t  

a n  im m u n o l o g i c a l  t e s t  v i t r o * T he  im m u n o s u p p r e s s iv e  r e s u l t s  r e p o r t e d  

f o r  PAPP-A b y  B i s c h o f  ejt ^  (1 9 8 2 b )  s h o u l d  b e  v ie w e d  i n  t h i s  l i g h t ,

A s p e c i f i c  an d  h i g h l y  s e l e c t i v e  i n t e r a c t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  to  

o c c u r  b e t w e e n  PAPP-A ( i n  l a t e  p r e g n a n c y  s e r u m )  and  h e p a r i n  ( S i n o s i c h  

e_t 1 9 8 1 )*  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h e p a r i n  an d  a  w id e  r a n g e  o f  t i s s u e  

an d  c i r c u l a t i n g  p r o t e i n s  o f  t h e  n o n - p r e g n a n t  s t a t e  h a s  b e e n  ex a m in e d  

u s i n g  h e p a r i n - S e p h a r o s e  c h r o m a t o g r a p h y  (McKay an d  L a u r e l l ,  1 9 8 0 )*  T h i s  

r e p o r t  s u g g e s t e d  t h a t  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  p - l i p o p r o t e i n ,  t h e  p r o t e i n s  

w h ic h  b o u n d  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  h e p a r i n  c o u l d  b e  d i v i d e d  i n t o  4 f u n c t i o n a l l y
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r e l a t e d  g r o u p s ,  i . e *  c o a g u l a t i o n  p r o t e i n s ,  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s ,  c e l l  

s u r f a c e  p r o t e i n s  an d  c o m p le m e n t  s y s t e m  p r o t e i n s *  S i n o s i c h  ^

(1 9 8 1 )  c o n c lu d e d  t h e r e f o r e ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  

PAPP-A t o  t h e  a p i c a l  m em brane  o f  t h e  s y n c y t i o t r o p h o b l a s t  (W a h ls t r o m ,  

T e i s n e r  an d  F o l k e r s e n ,  1 9 8 1 ) ,  t h a t  PAPP-A i s  i n v o l v e d  i n  t h e  c o a g u l a t i o n  

s y s t e m  d u r i n g  p r e g n a n c y  an d  i n  p a r t i c u l a r  w i t h  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  

i n t e r v i l l o u s  b l o o d  f lo w *

T he r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  o b s t e t r i c  p a r a m e t e r s  and  PAPP-A c o n c e n t r a t i o n s

By m e a s u r i n g  l e v e l s  o f  PAPP-A t h r o u g h o u t  g e s t a t i o n  ( w h ic h  i s  now 

p o s s i b l e  f r o m  a p p r o x i m a t e l y  t h e  5 t h  w eek  o f  p r e g n a n c y  r i g h t  t h r o u g h  t o  

t h e  p o s t p a r t u m  p e r i o d  u s i n g  r a d io i m m u n o a s s a y s )  and  c o m p a r in g  th em  w i t h  

o b s t e t r i c  p a r a m e t e r s  i n  n o r m a l  an d  c o m p l i c a t e d  p r e g n a n c i e s ,  i t  was 

h o p e d  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  PAPP-A m i g h t  be  r e v e a l e d *  I t  was a l s o  h o p e d  

t h a t  PAPP-A m i g h t  b e  u s e f u l  a s  a d i a g n o s t i c  m a r k e r  o f  p r e g n a n c y  and  

e a r l y  p l a c e n t a l  f u n c t i o n ,  an d  t h a t  m e a s u r e m e n t  o f  i t s  c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  

i n c r e a s e  t h e  c l i n i c i a n ’ s  c o m p le m e n t  o f  t e s t s  f o r  f e t a l  w e l l - b e i n g .  The 

r e s u l t s  o f  s u c h  i n v e s t i g a t i o n s  a r e  su m m a r is e d  i n  T a b l e  1 : 4  and  w i l l  now 

b e  b r i e f l y  c o n s i d e r e d *

M o th e r s  w i t h  l a r g e  p l a c e n t a e ,  a s  i n  t w i n  an d  p r i m i g r a v i d  

p r e g n a n c i e s ,  seem  t o  h a v e  i n c r e a s e d  s e ru m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PAPP-A 

( L i n ,  H a l b e r t  an d  S p e l l a c y ,  1 9 7 6 )*  T h i s  c o u ld  b e  e x p l a i n e d  i n  two 

p o s s i b l e  w a y s ;  t h e  o b s e r v e d  h i g h  PAPP-A v a l u e s  may s i m p l y  r e f l e c t  t h e  

f a c t  t h a t  t h e r e  i s  m o re  p l a c e n t a  p r e s e n t  to  s y n t h e s i s e  i t ;  o r  t h e  

l a r g e r  p l a c e n t a  may e v o k e  a  l a r g e r  im m u n o lo g ic a l  r e s p o n s e  i n  t h e  m o t h e r  

and  t h e r e f o r e  m o re  i m m u n o s u p p r e s s a n t  ( i * e *  PAPP-A) i s  p r o d u c e d  t o  c o u n t e r  

t h i s *  T he  l a t t e r  h y p o t h e s i s  w o u ld  seem  to  b e  s u p p o r t e d  by  t h e  h i g h  

v a l u e s  o f  PAPP-A o b s e r v e d  i n  PET ( s e e  s e c t i o n  2 : 3  o f  t h i s  c h a p t e r )  and
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TABLE 1 : 4  C o r r e l a t i o n s  b e t w e e n  PAPP-A s e ru m  l e v e l s  an d  o b s t e t r i c
p a r a m e t e r s

P a r a m e t e r

L a r g e  f e t u s

PAPP-A l e v e l s  c . f .  
c o n t r o l  a t  t e r m  ( p r e - l a b o u r )

H ig h

L a r g e  p l a c e n t a  
( e s p e c i a l l y  i n  p r i m i g r a v i d  
f e m a l e s )

Tw in p r e g n a n c i e s

M ale  f e t u s e s

I n c r e a s i n g  m a t e r n a l  
a g e

H ig h

H ig h

H ig h

L ow /
p o s s i b l e  i n c r e a s e

I n c r e a s i n g  p a r i t y

O n s e t  o f  s p o n t a n e o u s  
l a b o u r

In d u c e d  l a b o u r

P r e m a t u r e  l a b o u r

P r e - e c l a m p t i c
T o x aem ia

R h - n e g a t i v e  f e t u s e s

H ig h  d i a s t o l l i c  b l o o d  
p r e s s u r e

A n te p a r tu m  h a e m o r r h a g e

I n t r a  u t e r i n e  g r o w th  
r e t a r d e d  f e t u s e s

B a b ie s  w i t h  h i g h  A p g a r  
s c o r e s  a t  1  m in

G e s t a t i o n a l  d i a b e t e s  
i n  m o th e r

I n s u l i n  d e p e n d e n t  d i a b e t e s  
i n  m o th e r

Low

H ig h

H i g h e r  t h a n  s p o n ­
t a n e o u s

H ig h

H ig h

H ig h

H ig h

H ig h  

As c o n t r o l

H ig h  

As c o n t r o l

l o w /
As c o n t r o l

R e f e r e n c e

L i n ,  H a l b e r t  & 
S p e l l a c y  (1 9 7 6 )

L i n ,  H a l b e r t  & 
S p e l l a c y  (1 9 7 6 )

L i n ,  H a l b e r t  & 
S p e l l a c y  (1 9 7 4 )

L i n ,  H a l b e r t  & 
S p e l l a c y  ( 1 9 7 4 )

B i s c h o f ,  H ughes & 
K l o p p e r  ( 1 9 8 0 ) /  
S u t c l i f f e  e_t a l  

( 1 9 8 2 b )

L i n ,  H a l b e r t  & 
S p e l l a c y  ( 1 9 7 4 ) ;  
B i s c h o f ,  H ughes & 
K l o p p e r  ( 1 9 8 0 )

S m i th  e_t a l  
(1 9 7 9 )

S m i th ,  Thom son & 
C o o p e r  ( 1 9 8 1 )

H ughes _et ^  ( 1 9 8 0 ) ;  
Smi t h , Thoms o n  & 
C o o p e r  (1 9 8 1 )

L i n  ^  a l  ( 1 9 7 7 ) ;  
H ughes e_t aT (1 9 8 0 )

B i s c h o f ,  H ughes & 
K l o p p e r  (1 9 8 0 )

L i n ,  H a l b e r t  & 
S p e l l a c y  ( 1 9 7 6 )

H ughes ^  ^  (1 9 8 0 )

S u t c l i f f e  _e^ a l  
( 1 9 8 2 b ) ;
H ughes eJt ( 1 9 8 0 )

B i s c h o f ,  H ughes & 
K l o p p e r  ( 1 9 8 0 )

S u t c l i f f e  ^  a l  
(1 9 8 2 b )

S u t c l i f f e  _et a l  
( 1 9 8 2 b ) / L i n  e t  a l  
(1 9 7 7 )
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m a le  f e t u s e s  ( b e c a u s e  o f  t h e  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  o n  t h e  Y ch rom osom e)*  

The low  v a l u e s  o f  PAPP-A i n  t h e  s e r u m  o f  m o th e r s  o f  i n c r e a s i n g  p a r i t y  

w o u ld  a l s o  seem  t o  l e n d  s u p p o r t  t o  t h i s  h y p o t h e s i s  s i n c e  " p r e - i m m u n i z a t i o n "  

t o  p a t e r n a l  a n t i g e n s  may c o n f e r  a  d e g r e e  o f  im m u n i ty  o n  t h e  m o th e r*  I n  

s u b s e q u e n t  p r e g n a n c i e s  l e s s  im m u n o s u p p r e s s io n  w o u ld  t h e r e f o r e  b e  r e q u i r e d  

t o  c o u n t e r a c t  t h e  m o t h e r * s  r e j e c t i o n  r e s p o n s e *  I t  w o u ld  b e  i n t e r e s t i n g  

t o  m e a s u r e  t h e  PAPP-A l e v e l s  o f  m u l t i p a r o u s  women who h a v e  h a d  o n e  o r  

m o re  c h a n g e s  o f  h u s b a n d  an d  co m p are  them  t o  monogomous f e m a l e s  o f  e q u i ­

v a l e n t  p a r i t y *  S h o u ld  t h e  l e v e l s  o f  PAPP-A b e  h i g h e r  t h a n  e x p e c t e d  

t h i s  may l e n d  some s u p p o r t  t o  t h e  n o t i o n  t h a t  i t  i s  a n  im m u n o s u p p r e s s a n t*  

S m i th ,  Thom son an d  C o o p e r  ( 1 9 8 1 )  s u g g e s t  t h a t  o b s e r v e d  i n c r e a s e s  

i n  PAPP-A c o n c e n t r a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  o n s e t  o f  l a b o u r ,  w h e t h e r  

s p o n t a n e o u s ,  i n d u c e d  o r  p r e m a t u r e ,  i s  t h e  c o n s e q u e n c e  o f  i n c r e a s i n g  

u t e r i n e  a c t i v i t y  a t  t h i s  t i m e  an d  n o t  t h a t  PAPP-A i s  i n v o l v e d  w i t h  t h e  

i n i t i a t i o n  o f  l a b o u r *

I f  PAPP-A i s  i n v o l v e d  i n  a n t i c o a g u l a t i o n ,  a  h i g h  l e v e l  a t  t e r m  

c o u ld  r e s u l t  i n  a  g r e a t e r  p o s t p a r t u m  p e r s i s t e n c e  o f  t h e  p r o t e i n  i n  t h e  

m a t e r n a l  c i r c u l a t i o n .  T h i s  c o u l d  d e l a y  t h e  r e s t o r a t i o n  o f  n o rm a l  

c o a g u l a t i o n ,  w h ic h  m i g h t  r e s u l t  i n  a  g r e a t e r  m a t e r n a l  s u s c e p t i b i l i t y  t o  

a n t e p a r t u m  h a e m o r rh a g e *

S u t c l i f f e  o t  a_]̂  (1 9 8 2 b )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  i n s u l i n  

o n  b l o o d  l e v e l s  o f  PAPP-A show s t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A i s  

c a p a b l e  o f  a l t e r i n g  s i g n i f i c a n t l y  i n  r e s p o n s e  t o  c e r t a i n  p h y s i o l o g i c a l  

c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  o f  c a r b o h y d r a t e  m e ta b o l i s m *

C o n t r a r y  t o  t h e  o b s e r v a t i o n s  made b y  L i n ,  H a l b e r t  and  S p e l l a c y  

(1 9 7 6 )  t h a t  PAPP-A l e v e l s  a r e  i n c r e a s e d  w i t h  l a r g e  f e t u s e s ,  t h e  r e p o r t e d  

n o rm a l  l e v e l s  o f  PAPP-A w i t h  i n t r a u t e r i n e  g r o w th  r e t a r d e d  f e t u s e s  

( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 2 b ) ,  s u g g e s t  t h a t  PAPP-A i s  n o t  a  u s e f u l  i n d e x  o f  

f e t a l  s i z e  o r  w e i g h t .
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C i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  PAPP-A i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  m a l i g n a n t  tu m o u rs

U s in g  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  m e th o d s ,  L i n  ^  ^  ( 1 9 7 4 a )  w e re  

u n a b l e  t o  d e t e c t  PAPP-A i n  t h e  s e r a  o f  102 p a t i e n t s  w i t h  v a r i o u s  

m a l i g n a n c i e s .  H o w e v e r ,  S i n o s i c h  e_t ^  ( 1 9 8 2 ) ,  u s i n g  a  r a d io i m m u n o a s s a y ,  

d e t e c t e d  c i r c u l a t i n g  PAPP-A ( 1 5 , 0 4  p g / m l )  i n  2 p a t i e n t s  w i t h  h y d a t i f o r m  

m o le ,  b u t  n o t  i n  p a t i e n t s  w i t h  c h o r i o c a r c i n o m a  o r  a  p a t i e n t  w i t h  

e n d o d e rm a l  s i n u s  t u m o u r ,  B i s c h o f  eJL a i  ( 1 9 8 2 c ) ,  f o u n d  t h a t  c i r c u l a t i n g  

l e v e l s  o f  PAPP-A i n  p a t i e n t s  w i t h  n o n - t r o p h o b l a s t i c  tu m o u rs  w e re  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  l e v e l s  i n  m a tc h e d  c o n t r o l  g r o u p s .  H ow ever ,  

c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  PAPP-A w e r e  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  p r e - o p e r a t i v e l y  

i n  p a t i e n t s  w i t h  t r o p h o b l a s t i c  t u m o u r s ,  w h e re a s  t h e  p o s t - o p e r a t i v e  

c o n c e n t r a t i o n s  g r a d u a l l y  d e c r e a s e d .  The p r o d u c t i o n  o f  p l a c e n t a l  

p r o t e i n s  b y  tu m o u r s  i s  n o t  a n  uncommon o c c u r r e n c e ;  i n  f a c t  i t  seem s 

l i k e l y  t h a t  a l l  t u m o u rs  c a n  p r o d u c e  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  (G o rd o n  and  

C h a rd ,  1 9 7 9 ) ,  T h i s  i s  t h o u g h t  t o  b e  l i n k e d  t o  t h e  p r o c e s s  o f  n e o p l a s i a  

an d  a  g e n e r a l  r e v e r s i o n  o f  w h a t  w e re  o t h e r w i s e  n o rm a l  c e l l s  t o  a n  

e m b r y o n ic  s t a t e .  So s t u d i e s  o f  p l a c e n t a l  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  i n  p a t i e n t s  

w i t h  tu m o u rs  d o e s  l i t t l e  t o  f u r t h e r  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  f u n c t i o n  o f  

t h e s e  p r o t e i n s .

I n  sum m ary , t h e r e  i s  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  t h a t  PAPP-A may 

b e  i n v o l v e d  i n  i m m u n o s u p p r e s s i o n  an d  r e g u l a t i o n  o f  b l o o d  c o a g u l a t i o n  

d u r i n g  p r e g n a n c y .  To t h e  c l i n i c i a n ,  PAPP-A c o u l d  p r o v e  u s e f u l  f o r  

m o n i t o r i n g  t h e  o n s e t  o f  p r e - e c l a m p t i c  t o x a e m ia  an d  l a b o u r .  H ow ever ,  

w h e t h e r  PAPP-A i s  a n  e f f e c t i v e  i n d e x  o f  f e t a l  g ro w th  an d  v i t a l i t y  h a s  

y e t  t o  b e  d e m o n s t r a t e d ,

4 ,  HUMAN ALPHA-2 -MACROGLOBULIN ; A COMPARISON WITH PAPP-A

PAPP-A h a s  c e r t a i n  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  common w i t h  t h e  s e ru m
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p r o t e i n  a l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n  ( # 2 ^ ) 0  B e f o r e  t h e  common c h a r a c t e r i s t i c s  

o f  t h e s e  two p r o t e i n s  a r e  c o n s i d e r e d  ( s e c t i o n  4 : 2 ) ,  a  b a s i c  r e v i e w  o f  

t h e  b i o c h e m i s t r y  a n d  p h y s i o l o g y  o f  0 2 M w i l l  b e  p r e s e n t e d *

4 : 1  B i o c h e m i s t r y  a n d  P h y s i o l o g y  o f  « 2 ^

The d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s e c t i o n  h a s  b e e n  c o m p i l e d  f r o m  t h e  

f o l l o w i n g  r e v i e w s  o n  0 2̂ ^ ,  H a r p e l  ( 1 9 7 6 ) ,  S t a r k e y  and  B a r r e t t  (1 9 7 7 )  and  

Van L eu v e n  (1 9 8 2 )  an d  r e f e r e n c e s  t h e r e i n *

0 2 M i s  a  g l y c o p r o t e i n  c o n t a i n i n g  8 - 1 1 % c a r b o h y d r a t e  i n c l u d i n g  

s i a l i c  a c i d *  I t  i s  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  t e t r a m e r  ( 7 2 5 , 0 0 0 ) ,  a  d im e r  

o f  d i m e r s ,  w h ic h  c a n  b e  s p l i t  i n t o  h a l v e s  w i t h o u t  c l e a v a g e  o f  c o v a l e n t  

b o n d s ,  an d  i n t o  q u a r t e r s  ( 1 8 1 , 0 0 0 - 1 8 5 , 0 0 0  mol w t ) ,  b y  r e d u c t i o n  o f  

i n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d s*  On e l e c t r o p h o r e s i s  0 :2 ^̂  i s  s e e n  t o  h a v e  

a n  a l p h a - 2  m o b i l i t y ,  an d  a  p i  b e t w e e n  5*0 and  5*5*

« 2 ^  fo rm s  c o m p le x e s  w i t h  an d  i n h i b i t s  n e a r l y  a l l  e n d o p e p t i d a s e s  

( b u t  n o t  e x o p e p t i d a s e s  o r  n o n - p r o t e o l y t i c  e n z y m e s ) ,  a s  w e l l  a s  b i n d i n g  

n i c k e l  an d  2 0 % o f  t h e  t o t a l  s e ru m  z i n c  c o n t e n t  ( t h o u g h  t h i s  d o e s  n o t  

seem  t o  p l a y  a n  e s s e n t i a l  r o l e  i n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  0 2 ^ ;  

S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 )*  C o n s i d e r i n g  t h e  u n i q u e  i n t e r a c t i o n  

b e tw e e n  « 2 ^  an d  p r o t e a s e s  i n  a  l i t t l e  m ore  d e t a i l *  A c t i v e  e n d o p e p t i d a s e s  

b i n d  i r r e v e r s i b l y  ( i n v o l v i n g  c o v a l e n t  bond  f o r m a t i o n )  t o  « 2 ^» an d  

s a t u r a t i o n  o f  a  m o l e c u l e - o f  0:2 M w i t h  a  p r o  t e a s e  p r e v e n t s  t h e  s u b s e q u e n t  

b i n d i n g  o f  o t h e r  p r o t e a s  es*  The b o u n d  enzymes r e t a i n  t h e i r  a c t i v i t y  

to w a r d s  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  s u b s t r a t e s  an d  i n h i b i t o r s ,  b u t  a r e  p r e v e n t e d  

f ro m  b i n d i n g  t o  l a r g e  s u b s t r a t e  m o l e c u l e s  ( i * e *  t h e i r  n a t u r a l  p r o t e i n -  

a c e o u s  s u b s t r a t e s )* T he b o u n d  enzym e i s  a l s o  p r o t e c t e d  f r o m  o t h e r  

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n h i b i t o r s  a n d  t r a n s f e r  o f  p r o t e a s e s  f r o m  o t h e r  

i n h i b i t o r s  t o  a„M h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  v i t r o  an d  i n  v iv o *
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As t h e  a 2 M ; p r o t e a s e  c o m p le x  i s  f o r m e d ,  t h e  p o l y p e p t i d e  c h a i n s  

o f  a r e  p r o t e o l y t i c a l l y  c l e a v e d *  T h i s  p r o t e o l y s i s  i s  l i m i t e d ,  and  

w i t h  m o s t  e n d o p e p t i d a s e s  y i e l d s  oc^M f r a g m e n t s  o f  t h e  sam e s i z e  ( 8 5 ,0 0 0  

mol w t ,  o n  r e d u c t i o n ) *  B a s e d  o n  t h e s e  f i n d i n g s  B a r r e t t  and  S t a r k e y  

(1 9 7 3 )  p r o p o s e d  a  ’ t r a p *  m o d e l  f o r  a^M, i n  w h ic h  a  s h o r t  r e g i o n  l o c a t e d  

n e a r  t h e  m i d d l e  o f  t h e  s u b u n i t  p o l y p e p t i d e  c h a i n  ( t h e  “b a i t *  r e g i o n ) ,

i s  p r o t e o l y t i c a l l y  c l e a v e d  t o  p r o v o k e  a  c o n f o r m a t i o n  c h a n g e  w h ic h  

e n t r a p s  t h e  enzyme* T h i s  “b a i t *  r e g i o n  h a s  b e e n  show n to  b e  a  s e q u e n c e  

o f  am ino  a c i d  r e s i d u e s  w h ic h  r e f l e c t  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  

v i r t u a l l y  a l l  e n d o p e p t i d a s e s ,  h e n c e  t h e  b r o a d  s p e c i f i c i t y  o f  f o r  

t h e s e  enzym es (V an  L e u v e n ,  1 9 8 2 )*  The i n h i b i t i o n  o f  t h e  p r o t e a s e  i s  

due  t o  s t e r i c  h i n d r a n c e  w h ic h  d i s t i n g u i s h e s  a^M fro m  o t h e r  i n h i b i t o r s  

s u c h  a s  s o y a  b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  and  a ^ - p r o t e i n a s e  i n h i b i t o r ,  w h ic h  

b i n d  t h r o u g h  t h e  c a t a l y t i c  s i t e  o f  t h e  enzym e, t h u s  a b o l i s h i n g  a l l  

a c t i v i t y  ( S t a r k e y  a n d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 )*  C o n t a c t  w i t h  h i g h  m o l e c u l a r  

w e i g h t  s u b s t r a t e s  i s  t h u s  p r e v e n t e d ,  a l t h o u g h  s m a l l  s u b s t r a t e s  ( s u c h  a s  

e s t e r s ) ,  c a n  s t i l l  g a i n  a c c e s s *  T he p r o t e a s e  i n h i b i t o r y  c a p a c i t y  o f  

Œ2 M i s  d e s t r o y e d  b y  c e r t a i n  n u c l e o p h i l i c  r e a g e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  

ammonium i o n s ,  h y d r a z i n e ,  h y d r o x y 1 am ine  and  a  s e r i e s  o f  a l i p h a t i c  

p r i m a r y  a m in e s  s u c h  a s  m e t h y l a m in e  ( S t e i n b u c h  ^  a l , 1 9 8 6 ;  Van L e u v a n ,

1982)*  R e a c t i o n  o f  « 2 ^  w i t h  t h e s e  compounds c a n  c a u s e  i r r e v e r s i b l e  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  w h ic h  p r e v e n t  t h e  b i n d i n g  o f  p r o t e a s e s *  T h i s  

i n a c t i v a t e d  « 2 ^  h a s  c h a r a c t e r i s t i c s  w h ic h  a r e  v e r y  s i m i l a r  t o  a 2 M : p r o t e a s e  

c o m p le x e s ,  s u c h  a s  s i m i l a r  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  an d  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  p a t t e r n s  ( B a r r e t t ,  Brown and  S a y e r s ,  1 9 79)*

o ^ M z p r o te a s e  c o m p le x e s  a r e  r a p i d l y  rem oved  ( h a l f - l i f e  o f  6  m in 

a p p r o x )  f r o m  t h e  c i r c u l a t i o n  b y  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  c e l l s *  T h i s  d o es  

n o t  o c c u r  f o r  n a t i v e  « 2 ^  o r  o t h e r  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o m p le x e s *  o ^ M z p r o te a s e



51

c o m p le x e s  a r e  i n t e r n a l i s e d  b y  m a c r o p h a g e s  and  f i b r o b l a s t s  b y  r e c e p t o r  

m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s  i n  v i t r o  ( W i l l i n g h a m ,  M a x f i e l d  an d  P a s t a n ,  19 7 9 )*

I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  (V an L e u v a n  e t  a l ,  1 9 8 2 ) ,  t h a t  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  

c h a n g e  t h a t  o c c u r s  w hen b i n d s  e n z y m e s ,  e x p o s e s  a  r e c e p t o r - r e c o g n i t i o n  

s i t e ,  s e p a r a t e  f r o m  t h e  b a i t  r e g i o n  o r  t h e  i n t e r n a l  t h i o e s t e r  g r o u p s  

(w h ic h  fo r m  c o v a l e n t  b o n d s  w i t h  t h e  e n t r a p p e d  enzyme m o l e c u l e ) *  The 

r a p i d  c l e a r a n c e  o f  t h e s e  c o m p le x e s  s u g g e s t s  t h a t  c o n t r o l s  p r o t e o l y t i c  

a c t i v i t y  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  p r i m a r i l y  b y  re m o v in g  t h e  enzym e , an d  t h a t  

i n h i b i t i o n  i s  l a r g e l y  i n c i d e n t a l *  I t  i s  d i f f i c u l t  t o  e n v i s a g e  t h a t  t h e  

r e s i d u a l  a c t i v i t y  o f  t h e  c o m p le x e d  enzym es d u r i n g  t h e i r  b r i e f  t i m e  i n

t h e  c i r c u l a t i o n  c o u l d  b e  o f  a n y  g r e a t  im p o r t a n c e *  H o w ev er ,  t h e  i n c r e a s e d

v a s c u l a r  p e r m e a b i l i t y  w h ic h  o c c u r s  d u r i n g  i n f l a m m a t i o n ,  a l l o w s  0 2 ^  t o  

e s c a p e  i n t o  t h e  t i s s u e *  I n  t h i s  s i t u a t i o n  t h e  &2 M :enzym e c o m p le x e s  w i l l

n o t  b e  re m o v e d  a s  r a p i d l y  a s  f ro m  t h e  c i r c u l a t i o n  an d  a n y  r e s i d u a l  

a c t i v i t y  r e t a i n e d  b y  t h e  b o u n d  p r o t e a s e s  may b e  i m p o r t a n t .

T h e r e  a r e  s t r o n g  i n d i c a t i o n s  t h a t  0 2 M may c o n t r i b u t e  t o  t h e

b o d y ’ s d e f e n c e s  a g a i n s t  i n v a s i v e  p a t h o g e n s  an d  p a r a s i t e s ,  w h ic h  o f t e n  

e n t e r  t h e  b o d y  w i t h  t h e  a i d  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  a s  « 2 ^  seem s t o  b e  

t h e  o n l y  p l a s m a  i n h i b i t o r  o f  s e v e r a l  b a c t e r i a l  and  p a r a s i t i c  p r o t e a s e s  

( S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 )*  I t  seem s t h a t  i n h i b i t o r s  w h ic h  b i n d  

t i g h t l y  t o  t h e  a c t i v e  c e n t r e  o f  p r o t e a s e s  may g e n e r a l l y  b e  h i g h l y  

s p e c i a l i s e d  f o r  c o n t r o l  o f  t h e  b o d y ' s  own s e r i n e  p r o t e a s e s ,  w h e r e a s  01:2 ^  

c a n  e l i m i n a t e  p r o t e a s e s  o f  a l l  c l a s s e s ,  e v e n  w hen t h e y  a r e  e x o g e n o u s  

and  t h e  b o d y  h a s  h a d  no o p p o r t u n i t y  t o  d e v e lo p  s p e c i f i c  p r o t e c t i v e  

m ech a n ism s  *

(%2 M i s  a  m a j o r  c o m p o n e n t  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  o f  v e r t e b r a t e s  

( p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - 4  m g/m l i n  h u m a n s ) ,  and  i t  h a s  a  lo n g  

e v o l u t i o n a r y  h i s t o r y ,  w i t h  f o r  e x a m p le ,  o(2 M - l i k e  p r o t e i n s  b e i n g  fo u n d  i n
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t h e  p l a i c e  ( S t a r k e y ,  1 9 8 1 )*  (T h e  3 ,  a p p a r e n t l y  d i f f e r e n t ,  g e n e t i c  

p o ly m o rp h i s m s  o f  a 2 M i n  man (A , B an d  C) a r e  o f  a M e n d e l i a n  a u t o s o m a l ,  

c o - d o m i n a n t  t y p e ,  a n d  a r e  d i s t i n g u i s h a b l e  by  t h e i r  d i f f e r i n g  e l e c t r o ­

p h o r e t i c  m o b i l i t i e s * )  H ig h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 2 M a r e  a l s o  fo u n d  i n  

e x t r a v a s c u l a r  f l u i d s  s u c h  a s  ly m p h ,  c o l o s t r u m ,  sem en ,  p l e u r a l  f l u i d  and  

s y n o v i a l  f l u i d *  The c e l l s  o f  t h e  l y m p h o r e t i c u l a r  s y s t e m  (e* g *  f i b r o ­

b l a s t s  and  l y m p h o c y t e s ) ,  a r e  t h o u g h t  t o  be  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  

o f  t h i s  p r o t e i n *  T he s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 2 M seem  t o  b e  a f f e c t e d  

by  s e v e r a l  f a c t o r s  ( H a r p e l ,  1 9 7 6 ) ,  i n c l u d i n g :  a g e ,  i n f a n t s  p o s s e s s  2* 5 x

a s  much « 2 ^  a s  a d u l t s ;  s e x ,  w i t h  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  f e m a l e s ;  

p r e g n a n c y ,  0 :2 ^  l e v e l s  i n c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y ;  an d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  

o r a l  c o n t r a c e p t i v e s ,  women o n  t h e  ' p i l l '  h a v e  i n c r e a s e d  0 :2 ^  l e v e l s  

w h ic h  may a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e d  t e n d e n c y  t o  t h r o m b o s i s  i n  women 

t a k i n g  o e s t r o g e n s *  I n  m o s t  d i s e a s e  s t a t e s ,  CC2 M l e v e l s  r e m a i n  s u b ­

s t a n t i a l l y  n o r m a l ,  t h o u g h  i n c r e a s e d  l e v e l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  p u lm o n a ry  

d i s o r d e r s ,  d i a b e t e s  m e l l i t u s ,  agamma g l o b u l i n e m i a  and  i n  p a t i e n t s  w i t h  

l i v e r  d i s e a s e s  ( H a r p e l ,  1 9 7 6 )*  D e c r e a s e d  l e v e l s  o f  a r e  r e p o r t e d  i n  

m u l t i p l e  m yelom a an d  i n  women w i t h  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s *  I n  p r e ­

e c l a m p s i a  w i t h o u t  a s s o c i a t e d  p r o t e i n u r i a ,  0 2 M l e v e l s  f a l l *  B u t  when 

p r e - e c l a m p s i a  i s  a c c o m p a n ie d  b y  p r o t e i n u r i a ,  « 2 ^  l e v e l s  i n c r e a s e  

( H a r p e l ,  1 9 7 6 )*  To d a t e  t h e r e  h a v e  b e e n  no r e p o r t s  o f  i n d i v i d u a l s  

l a c k i n g  t h i s  p r o t e i n ,  w h ic h  s u g g e s t s  t h a t  s u c h  a m u t a t i o n  i s  l e t h a l *

One c a s e  o f  a n  i n h e r i t e d  « 2 ^  d e f i c i e n c y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( B e r g q v i s t  and  

N i l s s o n ,  1 9 7 9 ) 0  T h i s  d e f e c t  a p p e a r e d  t o  h a v e  no  o v e r t  c l i n i c a l  symptoms 

and  t h e  h e t e r o z y g o t e  i n d i v i d u a l s  w e r e  i n  good  h e a l t h *  I t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  CC2 M i n  t h e  s e ru m  o f  p a t i e n t s  w i t h  c y s t i c  f i b r o s i s  

( R o b e r t s  e t  a l ,  1 9 8 2 )  an d  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  ( B r i d g e s ,  A p p l e g a r t h  and
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J o h a n n s o n ,  1 9 8 2 ) ,  show s a b n o r m a l  p r o t e a s e  b i n d i n g  p r o p e r t i e s *

T he p r o t e a s e - b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  may n o t  r e p r e s e n t  i t s  o n l y  

p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n *  So l a r g e  a  p r o t e i n  c o u l d  c o n t a i n  a  v a r i e t y  o f  

i n d e p e n d e n t  b i n d i n g  s i t e s ,  an d  t h e r e  a r e  r e p o r t s  o f  b i n d i n g  t o  o t h e r  

m o l e c u l e s  s u c h  a s  z i n c  an d  n i c k e l  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d *  S uch  i n t e r ­

a c t i o n s  a r e  p r e s u m a b ly  r e v e r s i b l e  an d  q u i t e  u n r e l a t e d  t o  i t s  r e a c t i v i t y  

w i t h  p r o t e a s e s  ( S t a r k e y  and  B a r r e t t ,  1977)*  Jam es  (1980) h a s  s p e c u l a t e d  

t h a t  o ^ M - p r o t e a s e  b i n d i n g  m i g h t  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  t r i g g e r i n g  o f  lym pho­

c y t e s  and  t h e  s y n t h e s i s ,  r e l e a s e  an d  a c t i v i t y  o f  immu no l o g i c a l l y  

i m p o r t a n t  l y m p h o r e t i c u l a r  c e l l  p r o d u c t s *  H o w ev er ,  t h e r e  i s  no  d i r e c t  

e v i d e n c e  f o r  t h i s  o c c u r r i n g  iju v i v o  *

U s in g  i n d i r e c t  im m u n o f lu o r e s c e n c e  s t u d i e s  on  t e r m  human p l a c e n t a e ,  

F a u l k  an d  J o h n s o n  ( 1 9 7 7 )  l o c a l i z e d  i n t e n s e  a^M s t a i n i n g  i n  a r e a s  o f  

p e r i -  and  i n t e r - v i l l o u s  f i b r i n / f i b r i n o i d *  O c c a s i o n a l l y  s t r o m a l  

c o m p o n e n ts  o f  v i l l i  e x h i b i t e d  s m a l l  c l u s t e r s  o f  s t a i n i n g  f o r  i n c l u d i n g  

t h e  p e r i - v a s c u l a r  r e g i o n s  an d  a p i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  e n d o t h e l i u m .  Human 

c o m p le m e n t  c o m p o n e n ts  an d  w e r e  o f t e n  l o c a l i z e d  i n  t h e  same a r e a s *  

s h a r e s  a  n u m b er o f  p r o p e r t i e s  w i t h  t h e s e  p r o t e i n s  ( S t a r k e y ,  1981 ;

Van L e u v e n ,  1 9 8 2 ) ,  an d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  ( S t a r k e y ,  1981) t h a t  t h e y  

may h a v e  e v o l v e d  f r o m  a  common p r e c u r s o r *

I n  sum m ary , a^M i s  a n  i m p o r t a n t  d e f e n s e  m e c h a n is m ,  a im ed  a t  t h e  

i n h i b i t i o n  a n d  r e m o v a l  o f  p o t e n t i a l l y  h a r m f u l  e n d o p r o t e a s e s  * T h e s e  may 

o r i g i n a t e  e n d o g e n o u s l y  (e* g *  f ro m  t h e  b l o o d  c l o t t i n g  c a s c a d e ,  i n j u r e d  

t i s s u e ,  i n f l a m m a t i o n )  o r  e x o g e n o u s l y  (e*g*  f ro m  b a c t e r i a ) *  T h i s  p r o t e c t i v e  

a c t i o n  i s  n o t  r e s t r i c t e d  t o  t h e  b l o o d  c i r c u l a t i o n ,  s i n c e  i s  p r e s e n t  i n  

bo d y  f l u i d s  ( i n c l u d i n g  a m n i o t i c  f l u i d ) ,  a  f a c t  t h a t  i n d i c a t e s  a  p o s s i b l e  

r o l e  i n  t h e  c o n t r o l  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  i n  t h e  e x t r a v a s c u l a r  s p a c e *
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TABLE 1 :5  Amino a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  and  PAPP-A

Amino a c i d  
r e s i d u e

Lys i n e

H i s t i d i n e

A r g i n i n e

A s p a r t i c  a c i d

T h r e o n i n e

S e r i n e

G l u t a m i c  a c i d

P r o l i n e

G l y c i n e

A l a n i n e

V a l i n e

M e t h i o n i n e

I s o l e u c i n e

L e u c in e

T y r o s i n e

P h e n y l a l a n i n e

T r y p t o p h a n

H a l f  c y s t i n e

C y s t e i c  a c i d

( a )

mo1 / 1 0 0  m ol

5 .9 2  

2 .5 5  

3 .1 6  

8 . 3 3  

7 . 0 4

8 . 7 3  

1 2 .7 2  

6 .5 9  

6 . 6 8  

6 . 6 4

9 . 2 3  

1 .5 3  

3 .6 6

9 . 9 4

3 .9 0  

4 .2 7

(b)
g/lO O g o f  p r o t e i n  

5 . 7 4  

2 .7 7

3 .8 9  

7 .4 9  

5 .7 9  

5 .5 2

1 2 .6 5

3 .6 3

2 .9 1

3 .6 3  

6 .8 2  

1 .6 1  

3 .1 3

7 .8 9

4 .9 2  

4 .8 3

1 .2 9

1 .7 3

PAPP-A
""TET

r e s i d u e s / 1 0 0  r e s i d u e s  

5 .4 0

2 .3 0  

4 .2 1  

9 .4 8

6 .2 5

7 .9 0  

1 0 .9 9

5 . 0  

10.6

8 , 2 3

6 .2 5  

1 .1 8

3 .9 5

7 . 6 3  

3 .4 2

4 .0 1  

0

2 .9 0

S o u r c e s  ( a )  H am berg ,  S t e l w a g e n  an d  E r v a s t  (1 9 7 3 )

( b )  H a l l  an d  R o b e r t s  ( 1 9 7 8 ;  -  a v e r a g e  o f  4 v a l u e s  g i v e n

i n  t a b l e  3)

( c )  B i s c h o f  (1 9 7 9 )
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4 :2  «2 ^  an d  PAPP-A; a  c o m p a r i s o n

S i m i l a r i t i e s  i n  t h e  am in o  a c i d  c o m p o s i t i o n  a n d  p h y s i c o c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  « 2 ^  an d  PAPP-A ( s e e  T a b l e s  1 :5  an d  1 : 6 ) ,  p ro m p te d  B i s c h o f  

( 1 9 7 9 ,  1 9 8 0 ) ,  an d  S u t c l i f f e  ^  a l  ( 1 9 8 0 a ) ,  t o  i n d e p e n d e n t l y  p r o p o s e  t h a t  

t h e s e  2 p r o t e i n s  w e re  i n  some way r e l a t e d .  G o rd o n  an d  C h ard  (1 9 7 9 )  

h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  a l l  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  a r e  a n a l o g u e s  o f  p r o t e i n s  

p r e s e n t  i n  t h e  n o r m a l  a d u l t ,  s h a r i n g  some c h e m i c a l  im m u n o l o g i c a l  and  

b i o l o g i c a l  f e a t u r e s *  A l t h o u g h  t h i s  h a s  n o t  b e e n  show n f o r  a l l  p l a c e n t a l  

p r o t e i n s  i t  i s  c e r t a i n l y  t r u e  o f  many t h a t  h a v e  b e e n  t h o r o u g h l y  c h a r a c t e r ­

i s e d  (G o r d o n  a n d  C h a rd ,  1 9 7 9 )*  F o r  e x a m p le ,  a d r e n o c o r t i c o t r o p h i c  h o rm one  

(ACTH) an d  g o n a d o t r o p h i n - r e l e a s i n g  h o rm o n e  a r e  e s s e n t i a l l y  t h e  sam e as  

t h e  a d u l t  p r o d u c t *  Human c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  (hCG) and  human 

p l a c e n t a l  l a c t o g e n  (hP L ) a r e  a n a l o g u e s  o f  l u t e i n i z i n g  ho rm o n e  and 

p r o l a c t i n  r e s p e c t i v e l y .  The g e n e  f o r  m u r in e  a - f e t o p r o t e i n  (A F P ),  a 

s e ru m  p r o t e i n  m ade b y  t h e  f e t a l  l i v e r  an d  y o l k  s a c ,  h a s  b e e n  s e q u e n c e d  

and  show n t o  h a v e  e x t e n s i v e  h o m o lo g y  t o  t h e  s e ru m  a l b u m i n  g e n e  (Law and  

D u g a ic z y k ,  1 9 8 1 ) .  A l th o u g h  t h e  e x a c t  f u n c t i o n  o f  AFP i s  u n c l e a r ,  i t  

now seem s v e r y  l i k e l y  t h a t  i t  i s  a  f e t a l  c o u n t e r p a r t  o f  a d u l t  s e ru m  

a lb u m in *

S u t c l i f f e  eh  ^  ( 1 9 8 0 a ) ,  h a v i n g  o b s e r v e d  t h e  a p p a r e n t  s i m i l a r i t i e s

i n  s i z e  a n d  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  (X2 M an d  PAPP-A, c a r r i e d  o u t

c o m p a r a t i v e  s t u d i e s  i n t o  t h e  s t r u c t u r e  an d  a n t i g e n i c i t y  o f  t h e s e  two

p r o t e i n s *  P e p t i d e  m a p p in g  was u s e d  t o  l o o k  f o r  s t r u c t u r a l  hom ology*

125
I - l a b e l l e d  p r o t e i n  was d i g e s t e d  w i t h  V8  p r o t e a s e  f r o m  S t a p h y l o c o c c u s  

a u r e u s , w h i c h  c l e a v e s  p o l y p e p t i d e s  a t  t h e  C O O H -te rm in a l  s i d e  o f  a s p a r t i c  

an d  g l u t a m i c  a c i d  r e s i d u e s *  D i g e s t i o n  p r o d u c t s  w e re  a n a l y s e d  b y  SDS 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s * .  S u b s t a n t i a l  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n
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TABLE 1 : 6  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  and

PAPP-A*

P r o p e r t y  

T ype  o f  p r o t e i n

M o l e c u l a r  w e i g h t  
( a p p r o x )

S t r u c t u r e

M o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  monomer ( a p p r o x )

M o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
m a j o r  t r y p t i c  f r a g m e n t  
( a p p r o x )

E l e c t r o p h o r e t i c
m o b i l i t y

p i  i n  r e d u c i n g  
c o n d i t i o n s

T o t a l  c a r b o h y d r a t e  

H e x o sa m in e  

S i a l i c  a c i d

D i s s o c i a t i n g  a g e n t s /  
AACE p r e c i p i t i n  
a r c - s e n s i t i v i t y

s e ru m  g l y c o p r o t e i n  
( m a c r o g l o b u l i n )

7 2 5 ,0 0 0

H o m o te t r a m e r  
( d i m e r  o f  d i m e r s )

1 8 1 ,0 0 0

8 5 ,0 0 0

«2

4 * 3 4

8 . 6%
3*24%

1*14%

( b ) 1*5 M KCNS 
& 2*0 M KI

PAPP-A

s e r u m  g l y c o p r o t e i n  
( m a c r o g l o b u l i n )

7 5 0 ,0 0 0

H o m o te t ra m e r  
( d i m e r  o f  d i m e r s )

1 8 7 ,0 0 0

8 2 ,5 0 0

“ 2

4*34

19,2%

(*)3 . 1%
2 % a p p r o x

( ^ ^ 1 . 5  M KCNS 
& 2*0 M KI

*A11 d a t a  f r o m  S u t c l i f f e  ^  a_l ( 1 9 8 0 b )  and  H a l l  and  R o b e r t s  ( 1 9 7 8 ) ;  

e x c e p t  ( a )  B i s c h o f ( 1 9 7 9 )  and  ( b )  S u t c l i f f e  e t  a l  (1 9 7 9 ) *
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t h e  d i g e s t  p a t t e r n s  w e r e  o b s e r v e d ^  S u t c l i f f e  ^  a l  ( 1 9 8 0 a )  c o n c lu d e d  

t h a t  t h i s  a p p a r e n t  l a c k  o f  c o r r e s p o n d e n c e  i n  t h e  d i g e s t  p a t t e r n s  d i d  n o t  

r u l e  o u t  p o l y p e p t i d e  h o m o lo g y ,  s i n c e  p r o t e i n s  may b e  h o m o lo g o u s  i n  some 

am ino  a c i d  s e q u e n c e s  w h ic h  a r e  n o t  b o u n d e d  b y  a s p a r t i c  o r  g l u t a m i c  a c i d  

r e s i d u e s  w h ic h  c a n  b e  c l e a v e d  b y  V8  (PAPP-A c o n t a i n s  m ore  a s p a r t i c  a c i d  

r e s i d u e s  t h a n  an d  f e w e r  g l u t a m i c  a c i d  r e s i d u e s ;  s e e  T a b l e  1 : 5 ) *  

H o w ev er ,  s u b s e q u e n t  c y a n o g e n  b r o m id e  p e p t i d e  m a p p in g  o f  t h e s e  2 p r o t e i n s  

a l s o  show ed  no d e t e c t a b l e  s t r e t c h e s  o f  h o m o lo g y  (G o re  and  S u t c l i f f e ;  

i n  p r e s s ) *

S h eep  a n t i - P A P P - A  s e ru m  r a i s e d  by  S u t c l i f f e  ejt ^  ( 1 9 8 0 a ) ,  was 

fo u n d  t o  c o n t a i n  some a n t i - a ^ M  s p e c i f i c i t i e s *  C r o s s e d - i m m u n o e l e c t r o -  

p h o r e s i s  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  PAPP-A and  

0:2 ^  a n t i b o d i e s  w e re  r a i s e d  a g a i n s t  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n  i n  t h e  o r i g i n a l  

im m u n iz a t io n *  No r e a c t i o n s  o f  p a r t i a l  o r  c o m p l e t e  i d e n t i t y  w e re  

o b s e r v e d  b e t w e e n  0=2 ^  and  PAPP-A, I n  a  m o re  s e n s i t i v e  r a d io im m u n o a s s a y ,  

0 :2 M was u n a b l e  t o  c o m p e te  w i t h  p u r i f i e d  PAPP-A f o r  b i n d i n g  s i t e s  on  

i m m o b i l i s e d  a n t i - P A P P - A .  H o w ev er ,  i n  t h e  r e c i p r o c a l  a s s a y ,  p u r i f i e d  

PAPP-A was a b l e  t o  d i s p l a c e  c(2 M f r o m  i m m o b i l i s e d  a n t i - a 2 K* S u t c l i f f e  

ejt al^ ( 1 9 8 0 a ) ,  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  

d e p e n d e d  o n  t h e  l e v e l  o f  0 :2 M c o n t a m i n a t i o n  i n  t h e  p u r i f i e d  PAPP-A, w h ic h  

was n o t  c o n s i d e r e d  t o  b e  v e r y  g r e a t  a s  «214 c o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d  o n  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  o r  i r a m u n o e l e c t r o p h o r e s i s *

B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ,  1 9 8 0 ) ,  l o o k e d  f o r  p o s s i b l e  s i m i l a r i t i e s  i n  

b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  b e tw e e n  0:2 ^. and  PAPP-A* As p r e v i o u s l y  s t a t e d  

( s e c t i o n  4 : 1  o f  t h i s  c h a p t e r ) ,  0 :2 M i s  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  e n d o -  

p r o t e a s e s  an d  t h e r e f o r e  i s  d i r e c t l y  an d  i n d i r e c t l y  i n v o l v e d  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  t h e  h a e m o s t a t i c ,  i n f l a m m a t o r y  and  co m p lem en t  p a th w a y s*
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PAPP-A h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  p l a s m i n ,  u r o k i n a s e  was t h o u g h t

t o  i n h i b i t  u r o k i n a s e ,  O g s to n  je t  a l , 1973 ;  b u t  t h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  

s u b s e q u e n t  r e p o r t s  c o n t r a d i c t i n g  t h i s ;  s e e  S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 ) ,  

and  t h e  h a e m o l y t i c  a c t i v i t y  o f  c o m p le m e n t ,  v i t r o  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ,

1 9 8 1 )*  T h e r e f o r e ,  t h e s e  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  t e n d  t o  s u g g e s t  t h a t  PAPP-A 

an d  0=2 M show  f u n c t i o n a l  s i m i l a r i t i e s *  I n  p r e - e c l a m p t i c  t o x a e m ia  (w hen 

a s s o c i a t e d  w i t h  p r o t e i n u r i a ) ,  b o t h  PAPP-A an d  0 :2 ^  l e v e l s  a r e  r a i s e d  

(H ughes  e t  a l ,  1 9 8 0 ;  H a r p e l ,  1 9 7 6 ) ,  w h ic h  may a l s o  b e  i n d i c a t i v e  o f  

f u n c t i o n a l  s i m i l a r i t i e s *

U s in g  i n d i r e c t  i m m u n o f lu o r e s c e n c e  s t u d i e s  o n  f u l l  t e r m  p l a c e n t a e ,  

M c I n t y r e  eJt ^  ( 1 9 8 1 ) ,  a n d  F a u l k  a n d  J o h n s o n  ( 1 9 7 7 ) ,  h a v e  l o c a t e d  « 2 ^  

an d  PAPP-A s t a i n i n g  i n  i n t e r v i l l o u s  f i b r i n / f i b r i n o i d  t o g e t h e r  w i t h  

c o m p le m e n t  c o m p o n e n t  C4, p l a s m i n o g e n  an d  t h e  b l o o d  c l o t t i n g  f a c t o r ,  

f a c t o r  V I I I *  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  a r e  a g a i n  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  n o t i o n  

t h a t  « 2 ^  an d  PAPP-A a r e  b o t h  i n v o l v e d  i n  t h e  c o m p lem en t  and  f i b r i n o l y t i c  

p a th w a y s  *

T h e r e  i s  no g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  o n  PAPP-A a t  p r e s e n t *  

H o w ev er ,  S u t c l i f f e  a_l ( 1 9 8 0 b ) ,  h a v e  s p e c u l a t e d  o n  t h e  p o s s i b l e  o r i g i n s  

o f  PAPP-A* T h ey  s u g g e s t  t h a t  PAPP-A i s  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  t o  « 2 ^̂  and  

i s  e x p r e s s e d  i n  t h e  p l a c e n t a  f r o m  a  s t r u c t u r a l  g e n e  d i s t i n c t  f r o m  t h a t  

o f  « 2 ^® T h ey  a l s o  s u g g e s t  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  PAPP-A i s  a  p o s t -  

t r a n s c r i p t i o n a l l y  m o d i f i e d  f o r m  o f  t h e  p l a c e n t a l  o:2 M g e n e  p r o d u c t ,  w h ic h  

i s  m o d i f i e d  i n  a  way d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o c c u r r i n g  w hen Œ2 M i s  s y n t h e s i z e d  

i n  o t h e r  t i s s u e s *  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i n d i c a t e d ,  i s  t h a t  s e ru m  (%2 M i s  

c o n v e r t e d  t o  PAPP-A i n  t h e  p l a c e n t a *  T he o b s e r v e d  l a c k  o f  s e r o l o g i c a l  

c r o s s - r e a c t i v i t y  b e t w e e n  t h e s e  p r o t e i n s  d o e s  n o t  seem  t o  s u p p o r t  t h e  

t h e o r y  o f  a  common g e n e t i c  o r i g i n  f o r  « 2 ^  and  PAPP-A, H ow ever ,  when
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t h e  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  o f  t h e s e  two p r o t e i n s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  

t h i s  a p p a r e n t  d i s c r e p a n c y  may b e  r e s o l v e d *

5 a THE USE OF BINDING ASSAYS AS A MEANS OF DETECTING ENZYME

INHIBITION

The i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p r o t e a s e s  an d  t h e i r  i n h i b i t o r s  i s

c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  h i g h l y  a s s o c i a t e d  c o m p le x e s ,  i n  w h ic h

t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  enzym e i s  c o v e r e d  o r  o c c u p i e d  b y  t h e  i n h i b i t o r

( F e e n e y ,  1 9 7 1 ;  H e im b u r g e r ,  1 975)*  I n  t h e  c a s e  o f  c o m p lex

f o r m a t i o n  w i t h  p r o t e a s e s  r e s u l t s  i n  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  t h e  (%2 M m o l e c u l e

( s e e  s e c t i o n  4 : 1 ) ,  w h ic h  l e a d  t o  a n  i r r e v e r s i b l e  co m p le x  b e i n g  fo rm ed*

T h i s  h a s  b e e n  p a r t i c u l a r l y  w e l l  d e m o n s t r a t e d  by  S a u n d e r s  ^  ( 1 9 7 1 ) ,

125
who w e r e  u n a b l e  t o  d i s p l a c e  I - t r y p s i n  f ro m  a 2 M c o m p le x e s  o n  t h e  

a d d i t i o n  o f  c o l d  t r y p s i n  ( a n d  v i c e  v e r s a ) .  I n  t h e  c a s e  o f  o ^ ^ p l a s m i n  

i n h i b i t o r  ( « 2  P I ;  t h e  p r i m a r y  i n h i b i t o r  o f  p l a s m i n  i n  human p l a s m a ) ,  

b i n d i n g  t o  p l a s m i n  i s  a l s o  r a p i d  an d  i r r e v e r s i b l e  ( M u l l e r t z  and  C lem m enson, 

1 976)*  S u ch  i r r e v e r s i b i l i t y  may n o t  b e  a b s o l u t e  f o r  a l l  i n h i b i t o r s *

F o r  e x a m p le ,  t h e r e  i s  a  s l o w  t r a n s f e r  o f  t r y p s i n  f ro m  c o m p le x e s  w i t h  

s o y a  b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  a n d ,  a l s o  a ^ - a n t i t r y p s i n  (cc^ p r o t e a s e  

i n h i b i t o r )  t o  0:2 ^  ( s e e  S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  19 7 7 )*  T h e r e f o r e ,  enzym es 

an d  i n h i b i t o r s  s h o u l d  p e r h a p s ,  i n  m o s t  c a s e s ,  b e  c o n s i d e r e d  t o  fo rm  

t i g h t l y  a s s o c i a t e d  c o m p le x e s  r a t h e r  t h a n  i r r e v e r s i b l e  o n es*

A c t i v i t y  a s s a y s  h a v e  b e e n  r o u t i n e l y  u s e d  t o  a s s e s s  enzyme 

i n h i b i t i o n  ( f o r  e x a m p le s  s e e  T a b l e  1 i n  S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 ) ,  s u c h  

a s  t h e  c a s e i n o l o y s i s  a s s a y  o f  C r a w f o r d ,  O g s to n  a n d  D o u g la s  ( 1 9 7 6 )  u s e d  t o  

i n v e s t i g a t e  t h e  p l a s m i n  i n h i b i t o r y  c a p a c i t y  o f  PAPP-A ( B i s c h o f ,  1 979)*
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A d i s a d v a n t a g e  o f  s u c h  a n  a c t i v i t y  a s s a y  i s  t h a t  t h e  p u r i t y  o f  t h e  

enzym e an d  i n h i b i t o r  h a s  t o  b e  o f  a  v e r y  h i g h  s t a n d a r d ,  o t h e r w i s e  a 

p r e c i s e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  s p e c i e s  w h ic h  i s  a c t u a l l y  i n t e r ­

a c t i n g  w i t h  t h e  enzyme c a n n o t  b e  made* H ow ever ,  i t  i s  n o t  a lw a y s  

p o s s i b l e  t o  o b t a i n  s u c h  p u r e  p r o t e i n  p r e p a r a t i o n s ,  e s p e c i a l l y  when 

p u r i f y i n g  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s *  T h e r e f o r e ,  o t h e r  m e th o d s  

f o r  a s s e s s i n g  enzyme i n h i b i t i o n  h a v e  h a d  t o  b e  em ployed*  B i n d in g  a s s a y s  

i n v o l v i n g  t h e  r a d i o - l a b e l l i n g  o f  o n e  o f  t h e  p r o t e i n  c o m p o n e n ts  ( u s u a l l y  

t h e  en zy m e)  an d  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e  r e s u l t i n g  c o m p o n e n ts  ( c h r o m a t o -  

g r a p h i c a l l y ,  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  a n d  i m m u n o l o g i c a l l y ) , h a v e  b e e n  m o s t  

u s e f u l  w hen  w o r k i n g  w i t h  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  s o l u t i o n s ,  and  a s  a n

a l t e r n a t i v e  t o  a n  a c t i v i t y  a s s a y  w h en  u s i n g  h i g h l y  p u r i f i e d  s o l u t i o n s *

125H a r p e l  ( 1 9 7 7 )  s e p a r a t e d  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  o f  cx^PI and  I - p l a s m i n

( a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  a  S D S -u re a  s o l u t i o n  and  b o i l i n g ) ,  by  SDS g e l

e l e c t r o p h o r e s i s *  The e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  t h e  c o m p le x e s  an d

f r e e  p r o t e i n  s p e c i e s  w e re  s u f f i c i e n t l y  d i f f e r e n t  t o  a l l o w  t h e  p r e c i s e

i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  v a r i o u s  c o m p o n e n ts  t o  b e  m ade , a n d  t h e i r  d e g r e e  

125
o f  l - p l a s m i n  b i n d i n g  t o  b e  q u a n t i f i e d *  H ence  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f

r a d i o l a b e l l e d  p l a s m i n  b e t w e e n  t h e  two p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  c o u l d  be

c o m p a r e d ,  an d  H a r p e l  (1 9 7 7 )  was a b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  P I  r a t h e r

t h a n  was t h e  m a j o r  c i r c u l a t i n g  p l a s m i n  i n h i b i t o r *  U s in g  a n

a c t i v i t y  a s s a y  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  b i n d i n g  a s s a y ,  H a r p e l  (1 9 7 7 )

125
was a b l e  t o  show  t h a t  I - p l a s m i n  b o u n d  a s  r e a d i l y  t o  t h e s e  i n h i b i t o r s  

a s  d i d  t h e  n a t i v e  enzyme* B a r r e t t  and  S t a r k e y  (1 9 7 3 )  h a v e  show n t h a t  

a^M a l s o  b i n d s  r a d i o l a b e l l e d  t r y p s i n ,  c h y m o t r y p s i n ,  p a p a i n  and  c a t h e p s i n  

Bl* T h ey  s e p a r a t e d  f r e e  enzym e f r o m  e n z y m e c o m p l e x e s  b y  g e l  

f i l t e r i n g  t h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  a 2 M-enzyme i n c u b a t i o n  m i x t u r e s *



61

S am p le s  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h e d  p r o t e i n s  o r  e n z y m e -p la s m a  m i x t u r e s  w e re  

r u n  o n  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  g e l s  a g a i n s t  a n t i - w h o l e  human s e r u m  and  

a n t i - a ^ M ,  an d  t h e  p l a t e s  s t a i n e d  f o r  a c t i v i t y *  From t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  

B a r r e t t  an d  S t a r k e y  (1 9 7 3 )  w e re  a b l e  t o  show  t h a t  cc^M c o u l d  b i n d  t o  

e s s e n t i a l l y  a l l  p r o t e a s e s *  The s t a b i l i t y  o f  a n t i t r y p s i n : t r y p s i n  

c o m p le x e s  o n  c h r o m a t o g r a p h i c  an d  e l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  was demon­

s t r a t e d  b y  J e p p s s o n  an d  L a u r e l l  ( 1 9 7 5 ) ,  and  i t  w o u ld  a p p e a r ,  t h e r e f o r e ,  

t h a t  t h e s e  two m e th o d s  a r e  g e n e r a l l y  u s e f u l  f o r  i d e n t i f y i n g  e n z y m e : i n h i b i t o r  

c o m p le x e s  *

An " im m u n o c a p tu r e "  t e c h n i q u e  was i n d e p e n d e n t l y  d e v e lo p e d  b y  b o t h

H a r p e l  and  H ayes  ( 1 9 8 1 )  an d  S u t c l i f f e  (Dr* R .G . S u t c l i f f e ,  p e r s o n a l

c o m m u n ic a t io n ) *  H a r p e l  and  H ay es  (1 9 8 1 )  u s e d  t h i s  t e c h n i q u e  t o

131s p e c i f i c a l l y  i s o l a t e  a^M: I - ( 3 t r y p s i n  c o m p le x e s  f ro m  p l a s m a ,  an d  f ro m

p u r i f i e d  an d  i o d i n a t e d  t r y p s i n  m i x t u r e s *  P r o t e i n  s o l u t i o n s  w e re

i n c u b a t e d  w i t h  a n t i - a ^ M  i m m o b i l i s e d  o n  a n  a g a r o s e  g e l  m a t r i x .  The

a n t i b o d y - b o u n d  a 2 M :b T y p sb n  c o m p le x e s  w e re  r e m a r k a b l y  s t a b l e  s i n c e  t h e y

r e m a in e d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a g a r o s e  g e l  m a t r i x  e v e n  t h r o u g h  r e p e a t e d

w a s h i n g .  T h i s  a s s a y  was a  h i g h l y  s e n s i t i v e  an d  s p e c i f i c  a s s a y .  O t h e r

i m m o b i l i s e d  a n t i b o d i e s  b o u n d  o n l y  i n s i g n i f i c a n t  am o u n ts  o f  and

131
I - p t r y p s i n  i t s e l f  d i d  n o t  b i n d  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  a n t i - a 2 ^« T r y p s i n  

a c t i v i t y  ( a m i d o l y s i s )  was o b s e r v e d  an d  u s e d  a s  a s p e c i f i c  m e a s u r e  o f  

0 2 M : t r y p s i n  c o m p le x e s *  H a r p e l  an d  H ayes ( 1 9 8 1 ) ,  c o n c lu d e d  t h a t  t h i s  

t e c h n i q u e  was a b l e  t o  f a c i l i t a t e  i )  t h e  r a p i d  i s o l a t i o n  and  c o n c e n t r a t i o n  

o f  a ^ M i p r o t e a s e  c o m p l e x e s ,  an d  i i )  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e i r  c a t a l y t i c  

c a p a c i t y  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d  i n  v a r i o u s  p h y s i o l o g i c  and  p a t h o l o g i c  s t a t e s *

I n  sum m ary, a c t i v i t y  a s s a y s  a s  a  m eans o f  i d e n t i f y i n g  enzyme 

i n h i b i t o r s ,  a r e  o n l y  v a l i d  i f  h i g h l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  p r o t e i n s  

a r e  i n v o l v e d *  When u s i n g  w h o le  p l a s m a  o r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s
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o f  p o t e n t i a l  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i n g  

p r o t e i n  s p e c i e s  c a n  b e  made by  u s i n g  a n  enzyme b i n d i n g  a s s a y *  T h i s  c a n  

b e  c a r r i e d  o u t  w i t h  g r e a t  p r e c i s i o n  i f  t e c h n i q u e s ,  s u c h  a s  t h e  s p e c i f i c  

and  s e n s i t i v e  " im m u n o c a p tu r e * ’ a s s a y ,  a r e  em ployed*

6 * EXPERIMENTAL OBJECTIVES

"To d a t e  t h e  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h  t o  e l u c i d a t i n g  b i o l o g i c a l  
f u n c t i o n  ( o f  p l a c e n t a l  p r o t e i n s ) ,  h a s  c o n c e n t r a t e d  on  
a s s e s s i n g  p u r i f i e d  p r o t e i n s  w h ic h  may h a v e  b e e n  d e n a t u r e d  
d u r i n g  p u r i f i c a t i o n ,  an d  i n  f u t u r e ,  a p p r o a c h e s  may w e l l  be  
d i r e c t e d  t o  t h e  s t u d y  o f  c o m b i n a t i o n s  o f  m o l e c u l e s "

Y„B* G ordon  an d  T* C h a rd  (1 9 7 9 )

"T h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  new  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  o p e n s  new 
v i s t a s *  A l th o u g h  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  f i x e d  o n  a s s a y s  o f  
t h e s e  p r o t e i n s  a s  a  m e a s u r e  o f  p l a c e n t a l  f u n c t i o n ,  i t  i s  
l i k e l y  t h a t  t h e i r  i m p o r t a n c e  s t r e t c h e s  w e l l  b e y o n d  t h i s *
T h e i r  t r u e  s i g n i f i c a n c e  c a n n o t  b e  a s s e s s e d  u n t i l  we know 
m ore  a b o u t  t h e i r  f u n c t i o n * * * * .  We h a v e  t o o  e a s i l y  f a l l e n  
f o r  t h e  t e m p t a t i o n  t o  s e e k  im m e d ia t e  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s  
f o r  t h e  a s s a y  o f  p l a c e n t a l  p r o t e i n s *  We s h o u l d  now i s o l a t e  
e n o u g h  p u r e  m a t e r i a l  t o  t e s t  h y p o t h e s e s  a b o u t  t h e i r  f u n c t i o n *
The f u t u r e  l i e s  t h e r e "

A* K l o p p e r  ( 1 9 8 0 )

The e x p e r i m e n t a l  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  t h e s i s  w e re  two f o l d ;  

i )  t o  d e v e l o p  a  p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  

a c t i v e  PAPP-A; an d  i i )  t o  f u r t h e r  c o m p are  a^M and  PAPP-A, b o t h  p h y s i c o -  

c h e m i c a l l y  an d  p h y s i o l o g i c a l l y *

6 ;1  T he  p u r i f i c a t i o n  o f  p h y s i o l o g i c a l l y  a c t i v e  PAPP-A

The r e l e v a n c e  o f  a n y  v i t r o  f u n c t i o n a l  i n v e s t i g a t i o n s  t o  

i n  v i v o  s y s t e m s  d e p e n d s  o n  a  n u m b er  o f  f a c t o r s ,  a n  i m p o r t a n t  o n e  o f  

w h ic h  i s  t h a t  t h e  p u r i f i e d  p r o t e i n  i s  i n  s u f f i c i e n t  o f  a  n a t i v e  s t a t e  

t o  p e r m i t  o b s e r v a t i o n s  o n  i t s  p o s s i b l e  p h y s i o l o g i c a l  r o l e *  The m e th o d s
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o f  PAPP-A p u r i f i c a t i o n  u s e d  t o  d a t e  h a v e  p r o d u c e d  h i g h l y  p u r i f i e d  

s a m p le s  o f  PAPP-A, w h ic h  w e re  u s e f u l  f o r  s t u d y i n g  p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  

an d  s u b u n i t  s t r u c t u r e *  H o w ev er ,  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) ,  H a l b e r t  and  L i n  (1 9 7 9 )  

an d  S u t c l i f f e  e_t a_l ( 1 9 8 0 b ) ,  u s e d  ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n s  o f  m a t e r n a l  

s e ru m  a s  a  s o u r c e  o f  PAPP-A f o r  c h r o m a to g r a p h y *  T h i s  may b e  s i g n i f i ­

c a n t  a s  ammonium s a l t s  c a n  c a u s e  i r r e v e r s i b l e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  

cc^M w h ic h  p r e v e n t  t h e  b i n d i n g  an d  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e a s e s  ( s e e  s e c t i o n  

4 : 1  o f  t h i s  c h a p t e r ) *  I n  a d d i t i o n ,  some p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  f o r  

PAPP-A c o n t a i n e d  s t e p s  r e q u i r i n g  b u f f e r s  o f  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  

( s e e  T a b l e  1 : 2 ;  IN NaCl a n d  IM K I ,  S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b ;  IM N aC l,  

F o l k e r s e n  e t  a l , 1 9 8 1 a ) .  S u ch  a g e n t s  may d i s r u p t  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  

m o l e c u l e s  en o u g h  t o  i n t e r f e r e  w i t h  a n y  f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  PAPP-A 

m i g h t  h av e*

T he f i r s t  o b j e c t i v e ,  t h e r e f o r e ,  was t o  d e v e lo p  a  m e th o d  o f  

p u r i f y i n g  PAPP-A w h ic h  d i d  n o t  i n v o l v e  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  

o r  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s ,  i n  o r d e r  t o  a v o i d  s u c h  c o n f o r m a t i o n a l  o r  

o t h e r  c h a n g e s ,

6 :2  H o m o lo g ie s ,  a n a l o g i e s  o r  a n o m a l i e s ?

To w h a t  e x t e n t  c a n  t h e  c o m p a r i s o n  b e tw e e n  a^N and  PAPP-A b e  t a k e n ?  

A re  t h e s e  p r o t e i n s  s t r u c t u r a l l y  an d  f u n c t i o n a l l y  h o m o lo g o u s  o r  a n a l o g o u s ,  

o r  c a n  t h e  o b s e r v e d  s i m i l a r i t i e s  b e  e x p l a i n e d  i n  o t h e r  t e rm s ?  The 

s e c o n d  o b j e c t i v e  o f  t h i s  t h e s i s  was t o  f u r t h e r  co m p are  b o t h  p h y s i c o -

c h e m i c a l l y  an d  p h y s i o l o g i c a l l y  w i t h  PAPP-A p u r i f i e d  u n d e r  m i l d  c o n d i t i o n s ,  

and  t o  d e t e r m i n e  i f  t h i s  PAPP-A was i n d e e d  a n  i n h i b i t o r  o f  p l a s m i n  and  

t h e  c o m p lem en t  s y s t e m  a s  s t a t e d  b y  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ,  198 1 )*
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1 . i n t r o d u c t i o n

The p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  a  p r o t e i n  h a v e  an  i m p o r t a n t  

i n f l u e n c e  on  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  i t s  s t r u c t u r e  an d  u l t i m a t e l y  i t s  

b i o l o g i c a l  f u n c t i o n .  PAPP-A an d  a  M a r e  b o t h  g l y c o p r o t e i n s  ( L i n  e t  a l ,  

1 9 7 4 a ;  S t a r k e y  a n d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 ) ,  and  b e c a u s e  o f  t h e  s i m i l a r i t i e s  i n  

t h e i r  o v e r a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  an d  am ino  

a c i d  c o m p o s i t i o n ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  two p r o t e i n s  may b e  

s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  ( B i s c h o f ,  1979 an d  1 980 ;  S u t c l i f f e  a l ,  1 9 8 0 b ) .  

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ' s t u d i e s  on  PAPP-A and  ( S u t c l i f f e  ^  a_l» 1 9 8 0 b ) ,  

show ed t h a t  t h e i r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  w e re  i n d i s t i n g u i s h a b l e  u n d e r  b o t h  

r e d u c i n g  an d  n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .  E s t i m a t i o n s  o f  t h e  t o t a l  

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  h a v e  shown t h a t  t h e  v a l u e  f o r  PAPP-A e x c e e d s  t h a t  

o f  b y  10,6% ( S u t c l i f f e  ^  _al, 1 9 8 0 b ) .  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 )  e s t i m a t e d  

t h e  g l u c o s a m i n e  c o n t e n t  o f  PAPP-A t o  be  3 .1 % , co m p ared  w i t h  a  mean 

v a l u e  o f  3.2% f o r  t h e  h e x o s a m in e  c o n t e n t  o f  a^M ( H a l l  and  R o b e r t s ,  1978) 

N e u r a m i n i d a s e  t r e a t m e n t  d e c r e a s e s  t h e  a p p a r e n t  s i z e  o f  b o t h  p r o t e i n s  by  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  sam e am oun t (2%;  S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b ) ,  w h ic h  

i n d i c a t e s  t h a t  t h e i r  s i a l i c  a c i d  c o n t e n t s  a r e  a l s o  c o m p a r a b l e .

As t h e s e  p r o t e i n s  h a v e  c o - i n c i d e n t  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  and  s i n c e  

t h e i r  am ino  a c i d  c o m p o s i t i o n s  a r e  s i m i l a r ,  i t  w o u ld  s u g g e s t  t h a t  t h e  

c o n t r i b u t i o n  o f  t h e i r  c a r b o h y d r a t e  r e s i d u e s  t o  t h e i r  n e t  m o l e c u l a r  

c h a r g e s  i s  a l s o  s i m i l a r .  I t  i s  p o s s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  PAPP-A i s  

e q u i v a l e n t  t o  a  m o l e c u l e  o f  a^M w i t h  a d d i t i o n a l ,  a t t a c h e d  c a r b o h y d r a t e .  

I f  s o ,  t h i s  ' e x t r a '  c a r b o h y d r a t e  m u s t  b e  com posed  o f  n e u t r a l  s u g a r s  o r  

e q u a l  n u m b ers  o f  p o s i t i v e l y  an d  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  r e s i d u e s  ( o r  b o t h ) ,  

t h e r e b y  m a i n t a i n i n g  t h e  o v e r a l l  m o l e c u l a r  c h a r g e s  t h e  s a m e .  To 

i n v e s t i g a t e  t h i s  h y p o t h e s i s ,  t h e  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A 

and  w e re  d e t e r m i n e d .
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2 .  MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

a n d  PAPP-A w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  

S u t c l i f f e  ad ( 1 9 8 0 b ) .  B o v in e  s e ru m  a l b u m i n ,  o v a lb u m in  and  

p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  w e r e  o b t a i n e d  f ro m  Sigma C h e m ic a l  Company.

G a l a c t o s e ,  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( A n a l - R )  and  p h e n o l  ( c h r o m a t o g r a p h i c  

g r a d e ) ,  w e r e  o b t a i n e d  fro m  BDH. H^SO^ and  a c e t o n e  ( b o t h  A n a l - R ) ,  w e re  

o b t a i n e d  f ro m  H o p k in s  an d  W i l l i a m s .

METHODS

P r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n

T r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  (TCA; 12 .5% , w /v  a t  4 °C )  was ad d e d  t o  an  

e q u a l  v o lu m e  o f  p r o t e i n  s o l u t i o n  an d  m ix e d .  A f t e r  s t a n d i n g  on i c e  f o r  

15 m in  t h e  s o l u t i o n s  w e re  c e n t r i f u g e d  ( 2 , 5 0 0  g f o r  15 m i n ) , an d  t h e  

p r e c i p i t a t e s  r e c o v e r e d .  TCA s o l u b l e  p r o t e i n s  w e re  p r e c i p i t a t e d  w i t h  

p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  (PTA) a s  f o l l o w s .  The p r o t e i n  s o l u t i o n s  (1  m l)  

c o n t a i n i n g  6 .25%  TCA (w /v  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) ,  w e re  m ix e d  w i t h  0 . 2  m l 

o f  5% ( w /v )  PTA i n  2M HCl a t  4 °C .  The p r e c i p i t a t e s  w e re  r e c o v e r e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e ,  a f t e r  s t a n d i n g  on  i c e  f o r  1 0  m in .

F o r  a c e t o n e  p r e c i p i t a t i o n ,  5 v o lu m es  o f  a c e t o n e  w e re  a d d e d  t o  

1 v o lu m e  o f  p r o t e i n  s o l u t i o n  (1  m l ) .  A f t e r  15 m in ,  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  

t h e  p r e c i p i t a t e  was r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 2 , 5 0 0  g f o r  15 m i n ) .

D e t e r m i n a t i o n  o f  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e

N e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  was a s s a y e d  by  t h e  p h e n o l /H ^ S O ^  m e th o d  o f  

D u b o is  e t  a l  ( 1 9 5 6 ) ,  u s i n g  a  g a l a c t o s e  s t a n d a r d .  The p r o t e i n  f o r  

a n a l y s i s  ( 4 0 0 - 6 0 0  y g / m l )  was e i t h e r  i n  PBS o r  h a d  b e e n  r e s u s p e n d e d  i n  

w a t e r  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n  i n  TCA, TCA p l u s  PTA o r  a c e t o n e .
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TABLE 2 : 1 P r e c i p i t a t i o n  o f  a^M and  PAPP-A

M ethod  o f  
p r e c i p i ­
t a t i o n

( a )
T o t a l  p r o t e i n

(us)

(b)
P r o t e i n  
p r e c i p i -  
t a t e d  (jdg)

p r e c i p i ­
t a t e d

Mean

a^M TCA

TCA +  PTA 

A c e to n e

910
910

960

330
440
960

440
540

340

60
73

250

48,
59,

35*4

18,
16,
26*0

53*9

35*4

20*3

PAPP-A TCA

TCA +  PTA 

A c e to n e

420
420
500

280

280
280

30
20
10

140

150
160

7 . 1
4*8
2*4

5 0 . 0

5 3 , 6
57*1

4*8

50*0

55*4

( a )  D e te r m in e d  b y  t h e  F o l i n  m e th o d  (L o w ry ,  1951)
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F i g u r e  2 ; 1  The e f f e c t  o f  TCA on  c a r b o h y d r a t e  an d  p r o t e i n  
e s t i m a t i o n  a s s a y s

a )  T he e f f e c t  o f  TCA o n  t h e  p h e n o l /H ^ S O ^  a s s a y :  
( ------------) e x p e c t e d  v a l u e s  o f  s t a n d a r d s
( O — O )  g a l a c t o s e  s t a n d a r d  (5 0  p .g /m l)
( A — A ) o v a l b u m i n  s t a n d a r d  ( 2 0  p,g o f  

c a r b o h y d r a t e / m l )

b )  The e f f e c t  o f  TCA o n  t h e  F o l i n  a s s a y :
( ------------) e x p e c t e d  v a l u e  o f  s t a n d a r d
( A  A) o v a lb u m in  s t a n d a r d  (9 0  p g / m l )

A l l  p o i n t s  p l o t t e d  a r e  t h e  a v e r a g e  o f  
t r i p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .

CHO = c a r b o h y d r a t e .
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D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n

P r o t e i n  was a s s a y e d  by  t h e  F o l i n  m e t h o d  (Lowry e ^  ^ 1 ,  1 9 5 1 ) ,  

w i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ) , a s  s t a n d a r d .  A c i d - p r e c i p i t a t e d  

s a m p l e s  w e r e  f i r s t  n e u t r a l i s e d .

The e f f e c t  o f  TCA a n d  PTA on t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e  and

p r o t e i n

The e f f e c t s  o f  TCA an d  PTA on t h e  p h e n o l / H ^ S O ^  an d  F o l i n  a s s a y s

w e r e  d e t e r m i n e d .  I n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  TCA ( 0 - 3 2 . 5  m g /m l )  o r  PTA 

( 0 - 5  m g / m l )  w e r e  a d d e d  t o  100 p i  o f  g a l a c t o s e  ( 5 0  p g / m l )  an d  100 p i  o f  

o v a l b u m i n  ( 9 0 - 6 5 0  p g / m l ) .  T h e s e  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  a n a l y s e d  f o r  

t h e i r  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t .

3 .  RESULTS

P r e c i p i t a t i o n  o f  p r o t e i n

U n l i k e  a^M, i t  was f o u n d  t h a t  PAPP-A p r e c i p i t a t e d  t o  o n l y  a 

s m a l l  e x t e n t  ( 4 . 8 % ;  T a b l e  2 : 1 )  i n  6.25% TCA ( w / v ) .  P r e c i p i t a t i o n  

was  i n c r e a s e d  t o  50% on t h e  a d d i t i o n  o f  5% PTA ( w / v )  t o  t h e  TCA/PAPP-A 

s o l u t i o n s ,  w h i c h  was  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  v a l u e  o b t a i n e d  on a c e t o n e  

p r e c i p i t a t i o n  ( T a b l e  2 : 1 ) .  A r e d u c t i o n  i n  p r e c i p i t a t e d  a^M was 

o b s e r v e d  w i t h  TCA p l u s  PTA ( 3 5 . 4 % ;  T a b l e  2 : 1 ) ,  and a c e t o n e  ( 2 0 . 3 % ) ,  

c o m p a r e d  w i t h  TCA a l o n e  ( 5 3 . 9 % ) .

The e f f e c t  o f  TCA a n d  PTA on t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  

an d  p r o t e i n  c o n t e n t

T h e r e  was n o  d e t e c t a b l e  e f f e c t  on t h e  e s t i m a t i o n  o f  n e u t r a l  

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a s  t h e  am oun t  o f  TCA o r  PTA a d d e d  t o  t h e  p h e n o l /  

H2 SO4  a s s a y  was  i n c r e a s e d  ( F i g u r e s  2 : 1 a  and 2 : 2 a ) .  O b s e r v e d  v a l u e s
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TABLE 2 : 2  C a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A and a^M

Method  o f  Mean c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  ( g / 1 0 0  g
p r o t e i n )

p r e c i p i t a t i o n  PAPP-A PAPP-A-oĉ M

N e u t r a l  c a r b o ­
h y d r a t e  ( p h e n o l /  
HgSO^ a s s a y ;

D u b o i s ,  1 9 5 6 )

a )  TCA lOoO

b )  TCA +  PTA 1 2 o9

c )  A c e t o n e  1 5 o9

Mean o f  ( a ) - ( c )  12*9

d ) n o  p r e c i p i ­
t a t i o n  12o9 ( 4 )

[ 9 - 1 5 , 7  ]

4 , 7

6 , 2

5 , 6

5 , 5

5 . 3  

6 , 7

1 0 , 3

7 . 4

3 , 9  ( 3 )  9 , 0
[ 3 , 8 - 4 . 0  ]

T o t a l  c a r b o ­
h y d r a t e  ( A n t h r o n e  
a s s a y ;  K o e h l e r ,  
1952 )

e )  no p r e c i p i -  1 9 . 3  ( 3 )
t a t i o n +  [ 1 7 . 7 - 2 1 . 5 ]

8 . 6  ( 3 )  1 0 , 6
[ 7 . 3 - 9 , 6 ]

Each v a l u e  was o b t a i n e d  a s  a  m ean  o f  a t  l e a s t  2 d e t e r m i n a t i o n s .

V a l u e s  i n  p a r e n t h e s e s  r e f e r  t o  nu m b er  o f  i n d e p e n d e n t  d e t e r m i n a t i o n s  

( e a c h  i n  d u p l i c a t e ) ,  a n d  v a l u e s  i n  s q u a r e  b r a c k e t s  r e p r e s e n t  t h e  r a n g e  

o f  v a l u e s  o b s e r v e d  f o r  n o n - p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n s .

A b b r e v i a t i o n s :  TCA, t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ;  PTA, p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d ,

+  d a t a  f r o m  S u t c l i f f e  e t  a l  ( 1 9 8 0 b )
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F i g u r e  2 : 2  The e f f e c t  o f  PTA o n  c a r b o h y d r a t e  an d  p r o t e i n  
e s t i m a t i o n  a s s a y s ,

a )  T h e  e f f e c t  o f  PTA o n  t h e  p h e n o l / H ^ S O ^  
a s s a y :
( ----------) e x p e c t e d  v a l u e s  o f  s t a n d a r d s
( 0 — 0 )  g a l a c t o s e  s t a n d a r d  ( 5 0  p g / m l )
( a — A )  o v a l b u m i n  s t a n d a r d  ( 2 0  pg 

c a r b o h y d r a t e  p e r  m l )

b )  The e f f e c t  o f  PTA o n  t h e  F o l i n  a s s a y :
(----------) e x p e c t e d  v a l u e  o f  s t a n d a r d
(A — A )  o v a l b u m i n  ( 5 0 0  p g / m l )

A l l  p o i n t s  p l o t t e d  a r e  t h e  a v e r a g e  o f  
t r i p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s ,

CHO = c a r b o h y d r a t e .
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v a r i e d  l i t t l e  f r o m  t h e  e x p e c t e d ,  e v e n  a t  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

a c i d  (TCA: 3 2 . 5  m g / m l ;  PTA: 5 m g / m l ) .  H o w e v e r ,  a s  t h e  amo un t  o f  

a c i d  a d d e d  t o  t h e  F o l i n  a s s a y  was i n c r e a s e d  a  c o r r e s p o n d i n g  d e c r e a s e  i n  

t h e  e s t i m a t e d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was d e t e c t e d  ( F i g u r e s  2 : 1 b  an d  2 : 2 b ) .  

F o r  e x a m p l e ,  t h e  am oun t  o f  p r o t e i n  o b s e r v e d  a t  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  TCA an d  PTA w e r e  55.6% a n d  74% r e s p e c t i v e l y  o f  t h e  e x p e c t e d  v a l u e s .

N e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A a n d  a^M

The n e u t r a l  s u g a r  c o n t e n t  was  i n v e s t i g a t e d  by t h e  p h e n o l / H ^ S O ^  

m e t h o d  o f  D u b o i s  e ^  aT ( 1 9 5 6 ) ,  u s i n g  a  g a l a c t o s e  s t a n d a r d  ( s e e  T a b l e  2 : 2 )  

P r o t e i n s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  p r i o r  t o  a n a l y s i s  t o  s e p a r a t e  t h e  p r o t e i n -  

b o u n d  c a r b o h y d r a t e  f r o m  an y  f r e e  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  s a m p l e s ,  a c q u i r e d  

d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  m e d i a .

The mean  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A was 1 2 .9 % .  T h i s  v a l u e  

was o b s e r v e d  f o r  b o t h  p r e c i p i t a t e d  an d  n o n - p r e c i p i t a t e d  s a m p l e s .

H o w e v e r ,  t h e  am oun t  o f  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  was f o u n d  t o  b e  g r e a t e r  i n  

p r e c i p i t a t e d  a^M (m ea n  o f  5 . 5 % ) ,  t h a n  i n  t h e  n o n - p r e c i p i t a t e d  s a m p l e s  

(mea n o f  3 . 9 % ) .

4 .  DISCUSSION

PAPP-A a n d  a^M p r e p a r e d  i n  t h e  m a n n e r  d e s c r i b e d  by S u t c l i f f e  

e ^  aT ( 1 9 8 0 b )  w e r e  a n a l y s e d  f o r  t h e i r  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  

( T a b l e  2 : 2 ) .  A v a l u e  o f  12.9% was  o b t a i n e d  f o r  t h e  n e u t r a l  c a r b o ­

h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A,  w i t h  a n d  w i t h o u t  p r i o r  p r e c i p i t a t i o n .  The 

mean  v a l u e  o f  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  i n  a^M, w i t h o u t  p r i o r  p r e c i p i t a t i o n ,  

was 3 . 9 % ,  w h i c h  c o m p a r e s  c l o s e l y  w i t h  t h e  p u b l i s h e d  v a l u e s  o f  3 . 0 8 - 4 . 5 %  

( s e e  H a l l  a n d  R o b e r t s ,  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  an  i n c r e a s e  i n  t h e  n e u t r a l  

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  was o b s e r v e d  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n ,  when a  v a l u e  o f
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5.5% was  o b t a i n e d .  The c a u s e  o f  t h i s  i n c r e a s e  was  u n c l e a r ,  e s p e c i a l l y  

a s  no  s u c h  e f f e c t  was  o b s e r v e d  w i t h  p r e c i p i t a t e d  PAPP-A.  I t  i s  n o t  

du e  t o  t h e  e f f e c t  o f  r e s i d u a l  a c i d  on  t h e  c a r b o h y d r a t e  d e t e r m i n a t i o n  

a s  TCA a n d  PTA w e r e  shown t o  h a v e  n o  e f f e c t  on t h e  p h e n o l / H ^ S O ^  a s s a y  

( F i g u r e s  2 : 1 a  a n d  2 : 2 a ) .  The F o l i n  a s s a y  was shown t o  b e  s e n s i t i v e  t o  

t h e  p r e s e n c e  o f  a c i d  ( F i g u r e s  2 ; l b  a n d  2 : 2 b ) ,  s o  r e s u s p e n d e d  p e l l e t s  

w e r e  n e u t r a l i s e d  b e f o r e  t h e y  w e r e  a s s a y e d .  T h i s  n e u t r a l i s a t i o n  may 

h a v e  b e e n  a n  u n n e c e s s a r y  p r e c a u t i o n  a s  i t  was e s t i m a t e d  t h a t  a  r e s i d u e  

o f  10 y l  ( a p p r o x . )  o f  a c i d i f i e d  s o l u t i o n  w o u l d  r e m a i n  i n  t h e  p r e c i p i ­

t a t e s  l e a d i n g ,  a f t e r  r e s u s p e n s i o n ,  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  PTA and TCA 

o f  0 . 0 8  m g/ml  a n d  0 . 6  mg/ml  r e s p e c t i v e l y .  The e f f e c t  on t h e  F o l i n  

a s s a y  o f  s u c h  c o n c e n t r a t i o n s  was  f o u n d  t o  b e  m i n i m a l  ( F i g u r e s  2 : 1 b  and 

2 : 2 b ) .

a^M a n d  PAPP-A e x h i b i t e d  d i f f e r e n t  p r e c i p i t a t i o n  p r o p e r t i e s  i n  

TCA, PTA a n d  a c e t o n e  ( T a b l e  2 : 1 ) .  PAPP-A p r e c i p i t a t e d  t o  o n l y  a  s m a l l  

e x t e n t  i n  TCA, u n l i k e  a^M, b u t  p r e c i p i t a t i o n  c o u l d  b e  i n c r e a s e d  on t h e  

a d d i t i o n  o f  PTA o r  b y  u s i n g  a c e t o n e  i n s t e a d .  TCA s o l u b i l i t y  h a s  b e e n  

o b s e r v e d  f o r  a  r a n g e  o f  human s e r u m  g l y c o p r o t e i n s  ( P u t n a m ,  1965)  an d  

f o r  b o v i n e  f e t u i n  w h i c h  h a s  a  l a r g e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  (5 .5% h e x o s -  

a m i n e s  a n d  8 .3% h e x o s e s ;  S p i r o ,  1 9 6 0 ) .  PAPP-A,  l i k e  f e t u i n ,  h a s  a 

r e l a t i v e l y  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e ,  b e i n g  co m p o sed  o f  19.2% 

t o t a l  c a r b o h y d r a t e  ( S u t c l i f f e  e ^ ^ ,  1 9 8 0 b ) ,  a n d  12.9% n e u t r a l  

c a r b o h y d r a t e  ( s e e  T a b l e  2 : 2 ) .  S i m i l a r l y ,  b o t h  p r o t e i n s  p r e c i p i t a t e  

i n  5% PTA ( S p i r o ,  I 9 6 0 ;  T a b l e  2 : 1 ) ,  f o r m i n g  a h e a v y  p r e c i p i t a t e  o f  

i n s o l u b l e  p r o t e i n - t u n g s t a t e  s a l t s  ( R e n d i n a ,  1 9 7 1 ) .  P r e s u m a b l y  t h e i r  

h i g h  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  i n c r e a s e s  t h e i r  TCA s o l u b i l i t y  t h r o u g h  t h e  

r e l a t i v e l y  h i g h  s u r f a c e  d e n s i t y  o f  h y d r o x y l  g r o u p s .

The mean  t o t a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A was f o u n d  t o  b e
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19.2% c o m p a r e d  w i t h  a  mean  v a l u e  o f  8.6% f o r  a^M ( S u t c l i f f e  e t  a l ,

1 9 8 0 b ) . T h e s e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  on u n - p r e c i p i t a t e d  

s a m p l e s ,  t h e r e f o r e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  may be  o v e r e s t i m a t e s  due  

t o  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  c a r b o h y d r a t e  a c q u i r e d  d u r i n g  t h e  p u r i f i c a t i o n  

o f  t h e s e  p r o t e i n s .  H o w e v e r ,  t h e  o b s e r v e d  TCA s o l u b i l i t y  c o n f i r m s  

t h a t  t h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  PAPP-A m u s t  b e  r e l a t i v e l y  h i g h  and i t  

was a p p a r e n t  f r o m  t h e  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  a s s a y  t h a t  p r e c i p i t a t i o n  h a d  

no  e f f e c t  on  t h e  e s t i m a t e d  v a l u e s .  A l s o  t h e  e s t i m a t e d  t o t a l  c a r b o ­

h y d r a t e  c o n t e n t  o f  a^M i s  i n  go o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  a l r e a d y  p u b l i s h e d  

( s e e  H a l l  an d  R o b e r t s ,  1 9 7 8 ) ,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  c o n t a m i n a t i n g  

c a r b o h y d r a t e  i s  n o t  h a v i n g  a  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on t h i s  e s t i m a t i o n .

The o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  i n  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  

PAPP-A a n d  ot^M ( 7 . 4 - 9 . 0 % )  a c c o u n t s  f o r  6 9 . 8 - 8 4 . 9 %  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  

t o t a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  i f  t h e  

am o u n ts  o f  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  ( 1 2 . 9 % ;  s e e  T a b l e  2 : 2 ) ,  g l u c o s a m i n e  

( 3 , 1 % ;  B i s c h o f ,  1 9 7 9 )  an d  s i a l i c  a c i d  (2%; S u t c l i f f e  a b , 1 9 80b)  i n

PAPP-A a r e  t o t a l l e d ,  t h e n  t h e  f i g u r e  o b t a i n e d  f o r  t o t a l  c a r b o h y d r a t e  i s  

18%. U s i n g  t h i s  v a l u e ,  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  t o  

t h e  d i f f e r e n c e  i n  t o t a l  c a r b o h y d r a t e  o b s e r v e d  b e t w e e n  a n d  PAPP-A

i n c r e a s e s  f r o m  6 9 . 8 - 8 4 . 9 %  t o  7 8 . 7 - 9 5 . 7 % .  T h e s e  r e s u l t s  w o u l d  a p p e a r  

t o  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  t h e  a d d i t i o n a l  

c a r b o h y d r a t e  p r e s e n t  i n  PAPP-A c o m p a r e d  w i t h  i s  made up o f  n e u t r a l

s u g a r s ,  w h i c h  h a v e  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  on  t h e  o v e r a l l  m o l e c u l a r  c h a r g e .  

The m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  PAPP-A p o l y p e p t i d e ,  a s  e s t i m a t e d  f r o m  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( S u t c l i f f e  ^  ^ 1 ,  1 9 8 0 b ) ,  e x c e e d s  t h a t  o f  by 

a b o u t  6 , 0 0 0  o r  3 .3% .  T h e r e f o r e ,  t h e  n o t i o n  t h a t  PAPP-A i s  e q u i v a l e n t  

t o  a^M p l u s  a d d i t i o n a l  c a r b o h y d r a t e  i s  t o o  s i m p l i s t i c ,  as  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  a n a l y s i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  PAPP-A p o l y p e p t i d e  i s  s m a l l e r  t h a n  

t h a t  o f
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1 .  INTRODUCTION

PAPP-A h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  m a t e r n a l  s e r u m  by s e v e r a l  

d i f f e r e n t  m e t h o d s  ( s e e  T a b l e  1 : 2 ) ,  some o f  w h i c h  h a v e  p r o d u c e d  h i g h l y  

p u r i f i e d  s a m p l e s  o f  t h i s  p r o t e i n .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  u s e f u l  f o r  

s t u d y i n g  i t s  c o m p o s i t i o n  an d  s u b u n i t  s t r u c t u r e  ( B i s c h o f ,  1979 ;

S u t c l i f f e  eJt 1 9 8 0 b ) .  H o w e v e r ,  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  o f  PAPP-A may

h a v e  b e e n  d e n a t u r e d  d u r i n g  t h e i r  p u r i f i c a t i o n .  Some p u r i f i c a t i o n  

p r o c e d u r e s  c o n t a i n e d  s t e p s  r e q u i r i n g  b u f f e r s  o f  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  

(IM NaCl  an d  1.5M K I ,  S u t c l i f f e  e ^  aJ^, 1 9 8 0 b ;  IM N a C l ,  F o l k e r s e n  e t  a l , 

1 9 8 1 a ) .  Such  a g e n t s  may d i s r u p t  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  PAPP-A s u f f i c i e n t l y  

t o  i n t e r f e r e  w i t h  an y  f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  i t  m i g h t  h a v e .  S i m i l a r l y ,  

ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n ,  as  u s e d  by B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) , H a l b e r t  and 

L i n  ( 1 9 7 9 )  a n d  S u t c l i f f e  e t .  ^  ( 1 9 8 0 b ) ,  may a l s o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  

f u n c t i o n i n g  o f  PAPP-A,  s i n c e  ammonium s a l t s  c a n  c a u s e  c o n f o r m a t i o n a l  

c h a n g e s  i n  a^M ( s e e  c h a p t e r  1 : 6 ) .

I n  o r d e r  t o  a v o i d  s u c h  c o n f o r m a t i o n a l  an d  o t h e r  c h a n g e s  

o c c u r r i n g ,  a  m e t h o d  o f  p u r i f i c a t i o n  o f  PAPP-A was d e v e l o p e d  w h i c h  d i d  

n o t  i n v o l v e  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  o r  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .  

T h i s  m e t h o d  was e x p e c t e d  t o  p r o d u c e  PAPP-A i n  s u f f i c i e n t  o f  a  n a t i v e  

s t a t e  t o  p e r m i t  o b s e r v a t i o n s  on  i t s  p o s s i b l e  p h y s i o l o g i c a l  r o l e .

2 .  MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

S a m p le s  o f  m a t e r n a l  b l o o d  ( 2 5 - 1 7 5  m l )  w e r e  c o l l e c t e d  p e r  v a g i n a  

f r o m  n o r m a l  p a t i e n t s  a t  d e l i v e r y .  S od iu m  c i t r a t e  was  a d d e d  t o  t h e  

b l o o d  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .5% ( w / v ) ,  t h o u g h  some 

u n a v o i d a b l e  c l o t t i n g  o c c u r r e d  b e f o r e  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  a n t i c o a g u l a n t .
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The i n d i v i d u a l  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  p o o l e d  a t  4 ° C ,  c e n t r i f u g e d  a t  9 , 0 0 0 g  

f o r  15 m in  an d  t h e  p l a s m a  s t o r e d  a t  20° C .

S e p h a d e x  G200 a n d  S e p h a r o s e s  4B an d  CL6B w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

P h a r m a c i a  (GB) L t d .  C i b a c r o n  b l u e  was  o b t a i n e d  f r o m  C i b a  G e ig y  L t d .  

and  was c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  CL6B b y  t h e  m e t h o d  o f  T r a v i s  eh  ab  ( 1 9 7 6 ) .  

A n t i - a d u l t  m a l e  s e r u m  was  c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  u s i n g  t h e  m e th o d  o f  

P o r a t h ,  Axen an d  E m b a c k  ( 1 9 6 7 ) .

S h e e p  a n t i - a d u l t  m a l e  s e r u m  a n d  s h e e p  a n t i - P A P P - A  w e r e  r a i s e d  as  

d e s c r i b e d  by  S u t c l i f f e  ejf ^  ( 1 9 7 8 ,  1 9 7 9 ) ,  r a b b i t  a n t i - a ^ M  an d  a n t i ­

human a l b u m i n  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B e h r i n g  D i a g n o s t i c s .  SDS an d  T r i s  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  S ig m a  C h e m i c a l  Company,  a l l  o t h e r  c h e m i c a l s  an d  

m a t e r i a l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  BDH.

METHODS

A l l  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  4^C.  The 

s u p e r n a t a n t s  o b t a i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  

f i l t e r e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  b y  S u t c l i f f e  a ^  ( 1 9 8 0 b ) ,  t o  p r e v e n t  

t h e  p o s s i b l e  a c c u m u l a t i o n  o f  a n y  c l o t - l i k e  m a t e r i a l  on  t o p  o f  t h e  

c o l u m n s .

2 : 1  A p p r o a c h  E x p e r i m e n t :  N e g a t i v e  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ;  

a  p o s s i b l e  s i n g l e  s t e p  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e

A l i q u o t s  o f  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  ( 1 0 0  ml  an d  200 ml )  w e r e  

a p p l i e d  t o  a  co lum n  o f  S e p h a r o s e  4B ( 9  x 1 6 . 5  cm) on w h i c h  h a d  b e e n  

i m m o b i l i s e d  1 . 5 g  o f  i m m u n o g l o b u l i n  f r o m  s h e e p  a n t i s e r a  t o  a d u l t  m a l e  

s e r u m  ( S u t c l i f f e  e ^  1 978)  . The a n t i b o d y  co lumn h a d  p r e v i o u s l y  

b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 .3M  N a C l ,  5 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  pH 7 . 5  

( b u f f e r  B ) . S a m p le s  w e r e  a p p l i e d  a n d  e l u t e d  a t  400 m l / h .  The 

e l u a t e  f r o m  t h e  c o lum n  was p a s s e d  t h r o u g h  a  U v i c o r d  I I  a n a l y s e r
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(LKB I n s t r u m e n t s ) ,  a n d  t h e  r e c o r d e d .  The p r o t e i n s  w h i c h  d i d  n o t

b i n d  t o  t h e  co l u m n  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a n t i b o d y - a n t i g e n  c r o s s e d  

e l e c t r o p h o r e s i s  (AACE) a n a l y s i s  u s e d  t o  d e t e c t  t h e i r  p o i n t s  o f  e l u t i o n .

F o r  r e g e n e r a t i o n  a n d  r e - u s e ,  t h e  co lum n  was l a t e r  t r e a t e d  w i t h  

300 m l  o f  0 .5M  a c e t i c  a c i d  f o l l o w e d  b y  50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  pH 7 . 5 .  

When t h e  pH o f  t h e  e l u a t e  h a d  r e a c h e d  n e u t r a l i t y  t h e  co lum n was 

r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  B.

2 : 2  P u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l :  A 3 s t e p  p r o c e d u r e

D e p l e t i o n  o f  a l b u m i n  f r o m  p l a s m a  b y  d y e  l i g a n d  c h r o m a t o g r a p h y

A s a m p l e  o f  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  (6  g o f  p r o t e i n  i n  100 m l )  , 

w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  d i a l y s e d  a g a i n s t  10 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  

pH 7 . 5  ( b u f f e r  A ) ,  was  a p p l i e d  t o  a  co lu m n  ( 2 , 5  x  90 cm) o f  S e p h a r o s e

CL6B t o  w h i c h  C i b a c r o n  b l u e  d y e  h a d  b e e n  c o n j u g a t e d .  The co lum n  was

e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 m l / h .  The e l u a t e  f r o m  

t h e  c o lu m n  was p a s s e d  t h r o u g h  a U v i c o r d  I I  a n a l y s e r  (LKB I n s t r u m e n t s ) ,  

an d  t h e  r e c o r d e d .  When t h e  a b s o r b a n c e  b e g a n  t o  f a l l ,  t h e

co lum n  was w a s h e d  w i t h  IM NaCl  i n  b u f f e r  A, t o  remove t h e  bound

p r o t e i n .  The co lu m n  was r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A a t  50 m l / h .

P e a k  PAPP-A f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  ( 1 0 0  ml  a p p r o x . )  an d  s t o r e d  a t  -2 0 ^ C .

N e g a t i v e  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  (NAAC)

The s a l t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p o o l e d  PAPP-A f r a c t i o n s  f r o m  

t h e  C i b a c r o n  b l u e  co lu m n  was  a d j u s t e d  t o  0.3M NaCl  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  

NAAC c o l u m n .  C h r o m a t o g r a p h y  was  c a r r i e d  o u t  as  d e s c r i b e d  i n  t h e  

s e c t i o n  h e a d e d  ’ A p p r o a c h  E x p e r i m e n t ’ .

G e l  f i l t r a t i o n

The PAPP-A p o o l  f r o m  t h e  n e g a t i v e  a n t i b o d y  a f f i n i t y  s t e p  was
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c o n c e n t r a t e d  t o  10 ml  by  u l t r a f i l t r a t i o n ,  u s i n g  a  7 . 6  cm d i a m e t e r  

XMIOOA mem brane ( A m i c o n ) . The PAPP-A c o n c e n t r a t e  was a p p l i e d  t o  a 

S e p h a d e x  G20Q g e l  f i l t r a t i o n  c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  B, The 

s a m p l e  was e l u t e d  a t  4 m l / h  a n d  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  f r a c t i o n s  s t o r e d  

a t  - 2 0 ° C .

2 : 3  E l e c t r o p h o r e s i s

A n t i b o d y - a n t i g e n  c r o s s e d  e l e c t r o p h o r e s i s  (AACE)

F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  PAPP-A,  a^M an d  a l b u m i n  w e r e  i d e n t i f i e d  

by  AACE ( L a u r e l l ,  1 9 6 6 ) ,  w i t h  t h e  m o d i f i c a t i o n  t h a t  100 mM T r i s  was 

p r e s e n t  i n  t h e  t a n k  a n d  g e l  b u f f e r s  ( S u t c l i f f e  ^  a_lj 1 9 8 0 b ) .

P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  (PAGE)

S D S / T r i s  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( m e t h o d  2 i n  

S u t c l i f f e  e ^  a T , 1 9 8 0 b )  , was  u s e d  t o  a s c e r t a i n  t h e  p u r i t y  o f  t h e  e l u a t e  

c o l l e c t e d  d u r i n g  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n .

The m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d  u s e d  on t h e s e  g e l s  was made up o f  b o v i n e  

s e r u m  a l b u m i n  ( 6 8 , 0 0 0  mol  w t )  , o v a l b u m i n  ( 4 3 , 0 0 0  mol  w t ) ,  c a r b o n i c  

a n h y d r a s e  ( 2 9 , 1 8 2  m o l  w t )  an d  3 “ l a c t o g l o b u l i n  ( 1 8 , 3 6 3  mol w t ) .  PAPP-A 

s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  p o s i t i v e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( S u t c l i f f e  

2 t  el^> 1 9 8 0 b ) ,  a n d  a^M s t a n d a r d s  by  g e l  f i l t r a t i o n  o f  human s e r u m  on 

S e p h a r o s e  CL6B. G e l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  C o o m as s i e  b r i l l i a n t  b l u e  R.

3 .  RESULTS

A p p r o a c h  e x p e r i m e n t :  N e g a t i v e  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y

The r e s u l t s  f r o m  t h e  f r a c t i o n a t i o n  o f  100 ml  a n d  200 ml o f  

f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  a r e  s u m m a r i s e d  i n  F i g u r e  3 : 1  and T a b l e  3 : 1 .  

C o n s i d e r i n g  t h e  200 ml  f r a c t i o n a t i o n  i n  d e t a i l ;  o f  t h e  PAPP-A l o a d e d  

o n t o  t h e  co lum n ( 1 6  m g ) ,  13 mg ( 8 1 . 2 5 % )  w e r e  r e c o v e r e d  b e t w e e n  0 . 5 2  1
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TABLE 3 : 1  P r o t e i n  r e c o v e r y  f r o m  NAAC o f  f i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d

Sam ple

a p p l i e d

P r o t e i n

a p p l i e d

ia i

P r o t e i n  r e c o v e r e d  R e c o v e r y

u n a d s o r b e d  ( g ) (%)

E l u t i o n  

r a n g e  ( I )

100 ml  o f  

f i l t e r e d  

m a t e r n a l  b l o o d

2 . 7 0 . 9 2 3 4 . 1 0 . 1 4 - 1 . 5 4

200 ml o f  5 . 4

f i l t e r e d  

m a t e r n a l  b l o o d

PAPP-A a p p l i e d  0 . 0 1 6

i n  200 ml

s a m p l e

2 . 1 1

A l b u m i n  

a p p l i e d  i n  

200 ml  s a m p l e

5 . 0

0 . 0 1 3

( 0 . 6%)

1 , 7 5

(83%)

3 9 . 1

8 1 . 2 5

(b)
3 5 . 0

0 . 1 4 - 1 . 4 6

( a )
0 . 5 2 - 1 . 3 0 2

0 . 4 9 « > 1 . 3 0 2

F i g u r e s  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  p e r c e n t  o f  t o t a l  u n a d s o r b e d  p r o t e i n .

( a )  maximum PAPP-A a n d  e l u t i o n  p o i n t s  a t  0 , 9 6  1 a n d  1 . 0 6  1 

r e s p e c t i v e l y .

( b )  A lb u m in  r e c o v e r e d  i n  PAPP-A e l u t i o n  r a n g e .  R a t i o  o f  PAPP-A: 

A l b u m i n ,  1 : 1 3 4 . 6 .
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F i g u r e  3 : 1  A n a l y s i s  o f  t h e  f r a c t i o n s  e l u t e d  f r o m  a  NAAC 
c o l u m n .  T r a c k s  1 - 5 ,  f r a c t i o n a t i o n  o f  200 ml  
o f  f i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d ;  u n b o u n d  p r o t e i n  
e l u t i n g  b e t w e e n  0 . 9 3 4 - 0 . 9 9  1 ,  T r a c k s  8 - 1 2 ,  
f r a c t i o n a t i o n  o f  100 ml  o f  f i l t e r e d  m a t e r n a l  
b l o o d ;  u n b o u n d  p r o t e i n  e l u t i n g  b e t w e e n  
0 . 8 4 6 - 0 . 9 0 2  1 .  T r a c k  6 ,  PAPP-A s t a n d a r d .  
T r a c k  7 ,  s t a n d a r d .



F i g u r e  3 1

1 2 3 4  5 6 7 8 9  10 11 12
I I I I _ L  I 1  f I I I I

187k,  
181 k I

2 0 0  ml 100 ml
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an d  1 . 3 0 2  1 e l u t e d  ( T a b l e  3 ; 1 ) .  T h i s  r e p r e s e n t e d  0.6% o f  t h e  t o t a l  

u n a d s o r b e d  p r o t e i n  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  co lum n .  The a l b u m i n  e l u t e d  i n  

t h e  PAPP-A r a n g e  ( 1 . 7 5  g ;  T a b l e  3 : 1 ) ,  am o u n ted  t o  35% o f  t h a t  l o a d e d  

an d  83% o f  t h e  t o t a l  u n a d s o r b e d  p r o t e i n .  a^M was a l s o  d e t e c t e d  i n  t h e  

PAPP-A r a n g e ,  h o w e v e r ,  i t s  r e c o v e r y  was n o t  c a l c u l a t e d .  The f r a c t i o n s  

o f  maximum PAPP-A c o n c e n t r a t i o n  ( 0 . 8 5 - 0 . 9  1 an d  0 . 9 3 - 0 . 9 8  1 e l u t e d  f o r  

100 ml a n d  200 ml  o f  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  r e s p e c t i v e l y ) ,  w e r e  a n a l y s e d  

on SDS p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  (4% - 12%%; F i g u r e  3 : 1 ) .  A l l  f r a c t i o n s

c o n t a i n e d  p r o t e i n s  o t h e r  t h a n  PAPP-A.  When 100 ml  o f  f i l t e r e d  s u p e r ­

n a t a n t  w e r e  f r a c t i o n a t e d ,  5 p o l y p e p t i d e  b a n d s  w e r e  v i s i b l e  a t  1 8 7 , 0 0 0 ,

1 8 1 . 0 0 0 ,  8 6 , 0 0 0 ,  6 8 , 0 0 0  a n d  3 6 , 0 0 0  mol  w t .  The p o l y p e p t i d e s  a t

1 8 7 . 0 0 0 ,  1 8 1 , 0 0 0  a n d  6 8 , 0 0 0  w e r e  j u d g e d  t o  b e  PAPP-A, a^M a n d  a l b u m i n  

r e s p e c t i v e l y .  The a m o u n t  o f  a l b u m i n  i n  e a c h  f r a c t i o n  g r e a t l y  e x c e e d e d  

a n y  o f  t h e  o t h e r  p r o t e i n s .  On f r a c t i o n a t i o n  o f  200 ml  o f  f i l t e r e d  

s u p e r n a t a n t  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  w e r e  a g a i n  o b s e r v e d ,  a s  w e r e  a t  l e a s t  6 

o t h e r s ,  a t  a p p r o x i m a t e l y  4 7 , 0 0 0 ,  9 2 , 0 0 0 ,  1 0 8 , 0 0 0 ,  1 4 0 , 0 0 0 ,  2 5 0 , 0 0 0  and

3 0 0 , 0 0 0  mol  w t .  The i d e n t i t y  o f  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  was n o t  d e t e r m i n e d ,  

As b e f o r e  a l b u m i n  was  t h e  m a i n  c o n t a m i n a n t  a n d  a r a t i o  o f  1 : 1 3 5  f o r

PAPP-A t o  a l b u m i n  was  o b s e r v e d  i n  t h e  PAPP-A r a n g e .

P u r i f i c a t i o n  o f  PAPP-A

A lb u m in  d e p l e t e d  p l a s m a  was p r e p a r e d  by p a s s i n g  f i l t e r e d  

s u p e r n a t a n t  o f  m a t e r n a l  b l o o d  t h r o u g h  a  column o f  C i b a c r o n  b l u e  

S e p h a r o s e ,  The r e s u l t s  f r o m  a  t y p i c a l  f r a c t i o n a t i o n  a r e  shown i n  

F i g u r e s  3 : 2 ,  3 : 3  a n d  T a b l e  3 : 2 .  The p r o t e i n  e l u t e d  b e t w e e n  1 2 0 - 2 2 0  ml 

( F i g u r e  3 : 2 )  c o n t a i n e d  77% o f  t h e  PAPP-A o r i g i n a l l y  a p p l i e d  t o  t h e  

co lumn ( T a b l e  3 : 2 ) ,  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  t h e r e  was 

a  2 4 8 - f o l d  r e d u c t i o n  i n  a l b u m i n  c o n t e n t  i n  t h i s  p o o l .  The p r o g r e s s
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TABLE 3 :2  Dye L i g a n d  C h r o m a t o g r a p h  o f  F i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d  on  

C i b a c r o n  B l u e  S e p h a  r o s  e*

Volume

(m l )

T o t a l
p r o t e i n

(mg)

A lb u m in

(mg)

a^M

(mg)

PAPP-A

(mg)

PAPP-A/a^M

X 100%

F i l t e r e d
m a t e r n a l
b l o o d
l o a d e d

100 6100 3800 169 7 4 . 1

P r o t e i n  
i n  p o o l e d  
f r a c t i o n s  
( u n b o u n d  
p r o t e i n )

100 965

(16%)

1 5 . 4

( 0 . 4 % )

129

(76%)

5 . 4

(77%)

4 . 2

* F i g u r e s  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  % r e c o v e r y ,
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F i g u r e  3 : 2

F i g u r e  3 : 3

T r a n s m i s s i o n  a t  280 nm ( ----------) o f  t h e  e f f l u e n t
f r o m  t h e  C i b a c r o n  b l u e  c o l u m n .  F i l t e r e d  
m a t e r n a l  b l o o d  ( 1 0 0  m l )  was a p p l i e d  a t  z e r o  
v o l u m e .  The c o n c e n t r a t i o n s  o f  PAPP-A ( □ - —- □ ) ,  
0=2 ^  ( a — a )  a n d  a l b u m i n  (O— o )  w e r e  m e a s u r e d  
b y  AACEo

A n a l y s i s  o f  t h e  f r a c t i o n s  e l u t e d  f r o m  t h e  
C i b a c r o n  b l u e  c o l u m n .  T r a c k  1 ,  a„M; t r a c k  2 ,  
m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d ;  t r a c k  3 ,  PAPP-A 
s t a n d a r d ;  t r a c k s  4 a n d  5 ,  50 an d  25 p i  o f  
1 / 2 0  d i l u t e d  f i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d .  T r a c k s  
6 - 1 2 ,  a l i q u o t s  o f  f r a c t i o n s  f r o m  F i g u r e  3 : 2  
c o n t a i n i n g  u n b o u n d  p r o t e i n ;  t r a c k s  3 - 1 6 ,  
a l i q u o t s  o f  f r a c t i o n s  s u b s e q u e n t l y  e l u t e d  w i t h  
t h e  s a l t  w a s h .
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c o n t a i n i n g PAPP-A f r o m t h e  co lum n o f C i b a c r o n  b l u e S e p h a r o s e *

Volume

( m l )

T o t a l
p r o t e i n

(mg)

A lb u m in

(mg)

a^U PAPP-A 

(mg) (mg)

PAPP-A/a^M

X 100%

P r o t e i n
l o a d e d
o n t o 180 1512 23 84 6 . 2 7 . 4

c o lu m n

P r o t e i n  
i n  p o o l e d  
f r a c t i o n s  
(u n b o u n d  
p r o t e i n )

684 4 7 . 6
(3%)

C O . 02 
(<0 .1% )

2 2 . 5  5 
(2 6 .8 % )  (81%)

2 2 . 2

•^ F ig u re s  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  % r e c o v e r y .
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F i g u r e  3 : 4  The  PAPP-A p o o l  f r o m  t h e  C i b a c r o n  b l u e  co lu m n  
was a d j u s t e d  t o  0 , 3  M NaCl  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  
NAAC c o l u m n .  The u n b o u n d  p r o t e i n  was e l u t e d  
w i t h  b u f f e r  B an d  m o n i t o r e d  v i a  t r a n s m i s s i o n  
a t  280 nm (— —— ) ,  . .  The c o n c e n t r a t i o n s  o f  
PAPP-A ( □  
b y  AACEo

- □ )  a n d  oc^M (A— A )  w e r e  m e a s u r e d  
The f r a c t i o n s  i n d i c a t e d  w e r e  p o o l e d

a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a  f i l t r a t i o n .

F i g u r e  3 : 5  A n a l y s i s  o f  t h e  u n b o u n d  p r o t e i n  e l u t e d  f r o m  
t h e  NAAC c o l u m n .  T r a n k  1 ,  m o l e c u l a r  w e i g h t  
s t a n d a r d s ;  t r a c k  2 ,  «2^» t r a c k  3 ,  PAPP-A,  
T r a c k s  4 - 1 5 ,  500 p.l o f  t h e  var ious  f r a c t i o n s  
w e r e  d i a l y s e d  a g a i n s t  b u f f e r  A, l y o p h i l i s e d  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  50 | i l  o f  H^O, b e f o r e  
r u n n i n g  o n  t h e  g e l .  T r a c k  l b ;  10 p.1 o f  
t h e  m a t e r i a l  a p p l i e d  t o  t h e  NAAC c o l u m n .
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TABLE 3 : 4  G e l  f i l t r a t i o n  o f  t h e  p o o l e d  and c o n c e n t r a t e d  f r a c t i o n s  

c o n t a i n i n g  PAPP-A f r o m  t h e  NAAC co lum n*

Volume

( m l )

T o t a l
p r o t e i n

(mg)

A lb u m in

(mg) (mg)

PAPP-A

(mg)

PAPP-A/0C2 M 

X 100%

P r o t e i n
l o a d e d 8 4 2 , 4 nd 4 1 . 2 30

P r o t e i n  i n
p o o l e d
f r a c t i o n s

30 nd nd 3„6
(90%)

1 . 0
(83%)

2 7 . 8

^ F i g u r e s  i n p a r e n t h e s e s  a r e  % r e c o v e r y

n d ;  v a l u e s  n o t  d e t e r m i n e d ,
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F i g u r e  3 : 6  T r a n s m i s s i o n  a t  280 nm ( ----------) o f  t h e  e f f l u e n t
f r o m  S e p h a d e x  G200 g e l  f i l t r a t i o n  c o lu m n . .
The c o n c e n t r a t i o n s  o f  PAPP-A ( □ -— □ )  a n d  
( A — A) w e r e  m e a s u r e d  b y  AACE.

F i g u r e  3 : 7  A n a l y s i s  o f  t h e  f r a c t i o n s  e l u t e d  f r o m  t h e  g e l  
f i l t r a t i o n  c o l u m n .  T r a c k  1 ,  «2^5 t r a c k  2 ,  
m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s ;  t r a c k  3 ,  PAPP-A.  
T r a c k s  4 - 1 6 ,  a l i q u o t s  o f  a l t e r n a t e  f r a c t i o n s  
c o n t a i n i n g  PAPP-A a n d  a s  a s c e r t a i n e d  b y  
AACE.
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o f  f r a c t i o n a t i o n  i s  shown i n  F i g u r e  3 : 3 .  Compared t o  t h e  p r o t e i n s  i n  

t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  ( F i g u r e  3 : 3 »  t r a c k s  4 a n d  5 )  ̂ t h e  p r o t e i n  r e t a i n e d  

an d  t h e n  e l u t e d  f r o m  t h e  co lu m n  ( t r a c k s  1 3 - 1 6 ) *  c o n t a i n e d  p r e d o m i n a n t l y  

s e r u m  a l b u m i n  ( m o l  w t  6 8 , 0 0 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  c e r t a i n  p o l y p e p t i d e s  

i n c r e a s e d  i n  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  t r a c k s  6 t h r o u g h  t o  1 2 ,  t h i s  i n c l u d e s  

a l b u m i n  ( s e e  a l s o  F i g u r e  3 : 2 ) ,  b u t  a l s o  p o l y p e p t i d e s  o f  1 20^000»  7 8 , 0 0 0 ,

4 8 , 0 0 0  a n d  2 4 , 0 0 0  mol  w t .  A h e a v y  s t a i n i n g  b a n d  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  

s i m i l a r  t o  a^M was a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  f r a c t i o n s  ( t r a c k s  6 - 1 2 ) ,  o n l y  a 

f a i n t  b a n d  was s e e n  o f  s i z e  c o r r e s p o n d i n g  t o  PAPP-A,

The PAPP-A p o o l  f r o m  t h e  co lu m n  o f  C i b a c r o n  b l u e  S e p h a r o s e  was 

f u r t h e r  p u r i f i e d  by i m m u n o a d s o r p t i o n  o f  t h e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  o n t o  

an  a n t i b o d y  a f f i n i t y  co lum n  o f  s h e e p  a n t i - a d u l t  m a l e  s e r u m  p r o t e i n s .  

PAPP-A e l u t e d  b e f o r e  t h e  p e a k  o f  ( F i g u r e  3 : 4 ) .  S i m i l a r l y  on SDS

g e l s  ( F i g u r e  3 ; 5 )  a  p o l y p e p t i d e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o r r e s p o n d i n g  t o  

p u r e  PAPP-A ( s e e  F i g u r e  3 : 5 ,  t r a c k  3 ) ,  e l u t e d  e a r l i e r  f r o m  t h e  co lum n 

( t r a c k s  4 - 1 0 ) , ,  t h a n  t h e  p o l y p e p t i d e  c o r r e s p o n d i n g  t o  a^M ( t r a c k s  4 - 1 5 ) ,  

Compared w i t h  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  ( T a b l e  3 : 3 ) ,  t h e  p o o l e d  p r o t e i n  w h i c h  

f a i l e d  t o  b i n d  t o  t h e  c o lu m n  c o n t a i n e d  no d e t e c t a b l e  a l b u m i n .  I n  t h i s  

s t e p ,  t h e  c o n t e n t  o f  h a d  b e e n  r e d u c e d  3 - f o l d  a n d  t h e  r e c o v e r y  o f  

PAPP-A was  81%. S e p h a d e x  G200 f i l t r a t i o n  ( F i g u r e  3 : 6 ) ,  was a c c o m p a n i e d  

by an  83% r e c o v e r y  o f  PAPP-A ( T a b l e  3 : 4 )  an d  s e p a r a t e d  away many low 

m o l e c u l a r  w e i g h t  c o n t a m i n a n t s  ( F i g u r e  3 : 7 ) .  The a^M t o  PAPP-A r a t i o  

was n o t  a f f e c t e d  b y  t h i s  s t e p  a s  t h e s e  p r o t e i n s  c o - e l u t e  on g e l  

f i l t r a t i o n  ( F i g u r e  3 : 6 ) ,

4 .  DISCUSSION

A p p r o a c h  e x p e r i m e n t

As a n  a p p r o a c h  t o w a r d s  p u r i f y i n g  PAPP-A u n d e r  m i l d  p u r i f i c a t i o n
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c o n d i t i o n s , m a t e r n a l  b l o o d  was f r a c t i o n a t e d  u s i n g  n e g a t i v e  a n t i b o d y  

a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  (NAAC). A l l  o f  t h e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  PAPP-A 

w e r e  f o u n d  t o  b e  c o n t a m i n a t e d  w i t h  o t h e r  s e r u m  p r o t e i n s  ( F i g u r e  3 : 1 ) .

The d e g r e e  o f  c o n t a m i n a t i o n  was d e p e n d e n t  on t h e  v o lu m e  o f  f i l t e r e d  

s u p e r n a t a n t  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n ,  a s  many m ore  p o l y p e p t i d e s  w e r e  

o b s e r v e d  on PAGE when 200 ml  o f  m a t e r n a l  b l o o d  ( F i g  3 : 1 ,  t r a c k s  1 - 5 ) ,  

w e r e  f r a c t i o n a t e d ^  c o m p a r e d  w i t h  100 ml ( t r a c k s  8 - 1 2 ) .  The m a j o r  

c o n t a m i n a n t  i n  t h e s e  f r a c t i o n s  was s e r u m  a l b u m i n ,  w h i c h  made up 83% o f  

t h e  u n a d s o r b e d  p r o t e i n  r e c o v e r e d  a f t e r  t h e  200 ml  f r a c t i o n a t i o n  

( T a b l e  3 : 1 ) .  A h i g h  r e c o v e r y  o f  PAPP-A was o b s e r v e d ,  e q u i v a l e n t  t o  

81.25% ( T a b l e  3 ; l )  o f  t h e  am oun t  l o a d e d ,  b u t  o n l y  0 .6% o f  t h e  t o t a l  

u n a d s o r b e d  p r o t e i n .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  

c a p a c i t y  o f  t h e  NAAC co lu m n  f o r  i m m u n o - a d s o r p t i o n  o f  a d u l t  n o n - p r e g n a n c y  

s p e c i f i c  p r o t e i n s  h a d  b e e n  s a t u r a t e d ,  an d  i t  was e v i d e n t ,  t h e r e f o r e ,  

t h a t  i f  a  m o re  p u r e  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A was t o  b e  i s o l a t e d ^  t h i s  

p r o t o c o l  w o u l d  h a v e  t o  b e  m o d i f i e d .  On c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  

i t  was d e c i d e d  t h a t  t h e r e  w e r e  t h r e e  p o s s i b l e  ways  t o  a p p r o a c h  t h e  

p r o b l e m ,  n a m e l y ;  by  r e d u c i n g  t h e  v o lu m e  o f  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  

l o a d e d  o n t o  t h e  c o l u m n ;  by i n c r e a s i n g  t h e  g e l  f i l t e r i n g  c a p a c i t y  o f  

t h e  NAAC c o lu m n  o r  b y  i n c o r p o r a t i n g  a  f u r t h e r  c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p  t o  

s e l e c t i v e l y  re m o v e  t h e  m a j o r  c o n t a m i n a n t s . A r e d u c t i o n  i n  t h e  am ount  

o f  f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  l o a d e d  o n t o  t h e  co lumn c o u l d  r e s u l t  i n  a 

r e d u c t i o n  i n  t h e  PAPP-A r e c o v e r y .  A l o w e r  l i m i t  o f  100 ml  o f  

f i l t e r e d  s u p e r n a t a n t  was t h e r e f o r e  d e c i d e d  u p o n .  On f r a c t i o n a t i o n  o f  

t h i s  v o l u m e  ( F i g u r e  3 : 1 .  t r a c k s  8 - 1 2 )  o n l y  4 s i g n i f i c a n t  c o n t a m i n a t i n g  

p o l y p e p t i d e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  PAPP-A f r a c t i o n s .  S e p a r a t i o n  o f  

t h e s e  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o n t a m i n a n t s  f r o m  t h e  PAPP-A c o u l d  

p o s s i b l y  b e  a c h i e v e d  i f  t h e  g e l  f i l t e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  NAAC co lumn
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w e r e  i n c r e a s e d  ( b y  c h a n g i n g  i t s  s h a p e  f r o m  s h o r t  a n d  w i d e  t o  l o n g e r  

a n d  n a r r o w e r )  ,  t h o u g h  i t  seems  u n l i k e l y  t h a t  t h e  p r o b l e m  o f  a l b u m i n  

c o n t a m i n a t i o n  w o u l d  b e  f u l l y  r e s o l v e d  by t h i s  s t e p .  As a l b u m i n  i s  

t h e  m a i n  c o n t a m i n a n t  i n  t h e  NAAC-PAPP-A f r a c t i o n s ,  a n d  b e c a u s e  o f  t h e  

p r o b l e m s  c o n s i d e r e d  w i t h  t h e  o t h e r  a p p r o a c h e s , i t  was d e c i d e d  t o  

i n c o r p o r a t e  a  s t e p  t o  s e l e c t i v e l y  re move  a l b u m i n  b e f o r e  t h e  n e g a t i v e  

a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  s t e p .  T r a v i s  e t  a l  ( 1 9 7 6 )  showed 

t h a t  a  c o lu m n  o f  S e p h a r o s e  c o n j u g a t e d  t o  t h e  dye  C i b a c r o n  b l u e  c o u l d  

be  u s e d  a s  a n  a f f i n i t y  co lum n f o r  s e r u m  a l b u m i n .  Albumin r e p r e s e n t s  

a t  l e a s t  50%, b y  w e i g h t ,  o f  t h e  p r o t e i n s  i n  p l a s m a ,  t h e r e f o r e  t h i s  

s t e p  c o u l d  re move  o v e r  one  h a l f  o f  p r o t e i n  w i t h  o n l y  v e r y  m i n o r  

m e c h a n i c a l  l o s s e s  o f  o t h e r  p r o t e i n s .  Thus  much s m a l l e r  q u a n t i t i e s  

o f  p r o t e i n  h a v e  t o  b e  p r o c e s s e d  i n  s u b s e q u e n t  s t e p s .  The e f f i c i e n c y  

o f  b i n d i n g  o f  C i b a c r o n  b l u e  S e p h a r o s e  was r e p o r t e d  t o  b e  v e r y  h i g h  

( T r a v i s  e t  a l *  1 9 7 6 ) ,  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  98% o f  t h e  a l b u m i n  b e i n g  

r e m oved  on p a s s a g e  o f  w h o l e  human p l a s m a  t h r o u g h  t h e  c o lu m n .  M o r e o v e r ,  

t h i s  was s a i d  by T r a v i s  a l  t o  b e  a  m i l d  p r o c e d u r e  a n d  t h a t  

d é n a t u r a t i o n  o f  t h e  u n r e t a r d e d  p r o t e i n  was m i n i m i z e d ,  V i r c a  e ^  aP 

( 1 9 7 8 )  an d  T r a v i s  e_t aP ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  C i b a c r o n  b l u e  S e p h a r o s e  

a l s o  r e t a r d e d  l i p o p r o t e i n s  an d  gamma g l o b u l i n s ,  b u t  n o t  u^M. Hence  a 

colum n o f  C i b a c r o n  b l u e  S e p h a r o s e  was u s e d  a s  an  i n i t i a l  s t e p  i n  t h e  

p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l  t o  s e l e c t i v e l y  remove a l b u m i n  w h i l e  e f f e c t i n g  

t h e  m o l e c u l a r  s i e v i n g  o f  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  p l a s m a  p r o t e i n s .

I s o l a t i o n  o f  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n s

PAPP-A was i s o l a t e d  f r o m  m a t e r n a l  b l o o d  by a s e r i e s  o f  3 

c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p s  u s i n g  m i l d  p u r i f i c a t i o n  c o n d i t i o n s .  A lbum in  

d e p l e t e d  p l a s m a  was p r o d u c e d  by  dye l i g a n d  c h r o m a t o g r a p h y  on C i b a c r o n  

b l u e  S e p h a r o s e  a s  a n  a l t e r n a t i v e  t o  an  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n
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s t e p  a s  u s e d  p r e v i o u s l y  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ;  H a l b e r t  an d  L i n ,  1 9 7 9 ;  

S u t c l i f f e  ^  £ l , 1 9 8 0 b ) .  Com pared  w i t h  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l ,  a 

2 4 8 - f o l d  r e d u c t i o n  i n  a lb u m in  c o n c e n t r a t i o n  was o b s e r v e d  i n  t h e  p o o l e d  

f r a c t i o n s ,  w h i l s t  an d  PAPP-A w e re  o b t a i n e d  w i t h  h i g h  r e c o v e r y

v a l u e s  ( T a b l e  3 : 2 ) .  A n a l y s i s  o f  t h e  s a l t  w ash  ( F i g u r e  3 : 3 ,  t r a c k s

1 3 -1 6 )  , show ed  t h a t  s e ru m  a lb u m i n  was t h e  p r e d o m i n a n t  p r o t e i n  b i n d i n g  

t o  t h e  C i b a c r o n  b l u e .  Some a lb u m i n  e l u t e d  w i t h  t h e  l a t e r  f r a c t i o n s  

o f  u n b o u n d  p r o t e i n  ( F i g u r e  3 : 2 ) ,  s i n c e  t h e  co lum n  h a d  becom e s a t u r a t e d  

w i t h  a l b u m i n .  H o w e v e r ,  t h i s  was s u f f i c i e n t l y  d e l a y e d  t o  a l l o w  a 

r e l a t i v e l y  a l b u m i n - f r e e  PAPP-A p o o l  t o  b e  c o l l e c t e d  ( F i g u r e  3 : 2 ) .  As 

t h e  f r a c t i o n a t i o n  p r o g r e s s e d  ( F i g u r e  3 : 3 ,  t r a c k s  6 - 1 2 ) ,  t h e r e  was an  

i n c r e a s e  i n  c e r t a i n  p o l y p e p t i d e s  w h ic h  d i d  n o t  b i n d  a p p r e c i a b l y  t o  t h e  

m a t r i x  ( t r a c k s  1 3 - 1 6 ) .  G e l  f i l t r a t i o n  i s  t h e  m o s t  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  

f o r  t h i s ,  a n d  p r o b a b l y  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  a t  w ork  

i n  t h i s  s t e p .

I m m u n o a d s o r p t i o n  o f  t h e  a d u l t *  n o n - p r e g n a n c y  s p e c i f i c  p r o t e i n s  

from  t h i s  a l b u m i n - d e p l e t e d  p o o l ,  p r o d u c e d  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  PAPP-A, 

a^M a n d  o t h e r  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o n t a m i n a n t s  . M ost  o f  t h e  PAPP-A 

e l u t e d  b e f o r e  t h e  p e a k  o f  t h e  a^M ( F i g u r e s  3 : 4  and  3 : 5 ) ,  th o u g h  some 

.a^M was o b s e r v e d  i n  a l l  t h e  PAPP-A c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  ( F i g u r e  3 : 5 ) .  

T h e s e  p r o t e i n s  w o u ld  n o r m a l l y  c o - e l u t e  f ro m  a  co lum n  o f  S e p h a r o s e  4B, 

t h e  d i s p a r i t y  b e tw e e n  t h e i r  maximum e l u t i o n  p o i n t s  i n  t h i s  s t e p  i s  due 

t o  t h e  s a t u r a t i o n  o f  a n t i - a ^ M  a n t i b o d i e s  on t h e  S e p h a r o s e  4B. A 

3 - f o l d  r e d u c t i o n  i n  a^M c o n t e n t  was a c h i e v e d  i n  t h e  p o o l e d  PAPP-A 

f r a c t i o n s  co m p a re d  w i t h  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  an d  81% o f  t h e  PAPP-A 

a p p l i e d  t o  t h e  co lum n  w as r e c o v e r e d  i n  t h e  p o o l  ( T a b l e  3 : 3 ) .  B o th  

p r o t e i n s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  h i g h  r e c o v e r y  f ro m  t h e  s u b s e q u e n t  g e l  

f i l t r a t i o n  s t e p  ( T a b l e  3 : 4 ) .
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The PAPP-A p r o d u c e d  by  t h i s  m e th o d  was n o t  a s  p u r e  a s  t h a t  

o b t a i n e d  a f t e r  p o s i t i v e  a f f i n i t y  c h r o m a to g r a p h y  ( S u t c l i f f e  £_t aj^, 1 9 8 0 b ;  

F o l k e r s e n  eX 1 9 8 1 a ) .  H o w e v e r ,  t h i s  was l a r g e l y  an  o p e r a t i o n a l

f a c t o r ,  s i n c e  t h e  p u r i t y  o f  t h e  PAPP-A c o u l d  b e  m a r k e d ly  i n c r e a s e d  by 

r e d u c i n g  t h e  v o lu m e s  l o a d e d  o n t o  t h e  co lu m n s  an d  r e s t r i c t i n g  t h e  p o o l  

s i z e  t o  t h o s e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e  maximum c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A. 

I n e v i t a b l y  t h i s  s t r i n g e n c y  w o u ld  l e a d  t o  a r e d u c t i o n  i n  t h e  r e c o v e r y  

o f  PAPP-A. The p r o b le m s  o f  t h e  c o n t a m i n a t i n g  a^M c a n  b e  r e s o l v e d  a s  

t h e s e  two p r o t e i n s  c a n  b e  s e p a r a t e d  by  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y  ( s e e  

C h a p t e r  4 : 3 ) .  H o w ev er ,  t o  a v o i d  f u r t h e r  p r o c e s s i n g  o f  t h e  PAPP-A, 

t h i s  s t e p  was n o t  e m p lo y e d  u n t i l  a f t e r  i n v e s t i g a t i n g  i t s  f u n c t i o n a l  

p r o p e r t i e s  ( s e e  C h a p t e r  4 ) .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  b e  c e r t a i n  t h a t  

t h e  p r e s e n t  p u r i f i c a t i o n  schem e h a s  m a i n t a i n e d  PAPP-A i n  an  e s s e n t i a l l y  

n a t i v e  an d  p o t e n t i a l l y  a c t i v e  s t a t e ,  b u t  i t  d o es  a v o i d  t h e  m ore s e v e r e  

c o n d i t i o n s  u s e d  i n  p r e v i o u s  m e t h o d s .
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1 ,  •INTRODUCTION

T h i s  c h a p t e r  c o n t a i n s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  and  r e s u l t s  o f  

t h e  f u n c t i o n a l  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  PAPP-A p u r i f i e d  i n  t h e  m an n e r  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 ,  The f o l l o w i n g  f u n c t i o n a l  a s p e c t s  o f  t h e  PAPP-A 

e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n  (PE P) w e r e  i n v e s t i g a t e d : -

i )  The t r y p s i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s

i i )  The p l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s

i i i )  The c o m p lem en t  i n h i b i t o r y  p r o p e r t i e s

i v )  The f i b r o n e c t i n  and  g e l a t i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s ,

i s  a  p o t e n t  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  ( s e e  S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  

1 9 7 7 ) ,  M o st  o f  t h e  r e s e a r c h  on  i t s  i n h i b i t o r y  p r o p e r t i e s  h a s  b e e n  

c a r r i e d  o u t  u s i n g  t r y p s i n  i n h i b i t i o n  a s  a  m o d e l ,  a^M a l s o  i n h i b i t s  

p l a s m i n  ( H a r p e l ,  1 9 7 7 ;  S t a r k e y  a n d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 )  an d  i t  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  ( B i s c h o f ,  Ï 9 7 9 )  t h a t  PAPP-A i n h i b i t s  t h i s  enzyme t o o .  H ence 

t h e  t r y p s i n  a n d  p l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  

p r e p a r a t i o n  (PE P) w e re  i n v e s t i g a t e d .  The i n t e r a c t i o n  b e tw e e n  p r o t e a s e s  

and  t h e i r  i n h i b i t o r s  i s  c h a r a c t e r i z e d  by  t h e  f o r m a t i o n  o f  h i g h l y  

a s s o c i a t e d  c o m p l e x e s ,  i n  w h ic h  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  enzyme i s  c o v e r e d  

o r  o c c u p i e d  b y  t h e  i n h i b i t o r  ( s e e  C h a p t e r  1 : 5 ) .  Compared w i t h  

a c t i v i t y  a s s a y s ,  p r o t e a s e  b i n d i n g  a s s a y s  h a v e  t h e  i n i t i a l  a d v a n t a g e  

t h a t  a  p r e c i s e  i d e n t i f i c a t i o n  c a n  b e  m ade o f  t h e  p r o t e i n  s p e c i e s  w h ic h  

i s  a c t u a l l y  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  e n z y m e s .  T h i s  i s  i m p o r t a n t  i n  t h e  

p r e s e n t  w o rk  w h e re  t h e  PEP i s  c o n t a m i n a t e d  w i t h

PAPP-A h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  c o m p lem en t  m e d i a t e d  

r e d  c e l l  l y s i s  ( B i s c h o f ,  1 9 8 1 ) ,  t h e r e f o r e  t h e  c o m p lem en t  i n h i b i t o r y  

p r o p e r t i e s  o f  PEP w e r e  d e t e r m i n e d .  F i n a l l y ,  t h e  f i b r o n e c t i n  an d  

g e l a t i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  w e re  a l s o  s t u d i e d  s i n c e  im ra u n o p e ro x id a s e
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s t a i n i n g  o f  p l a c e n t a l  t i s s u e s  h a s  l o c a t e d  t h e s e  p r o t e i n s  i n  s i m i l a r  

a r e a s  ( S u t c l i f f e ,  K h a l e f  and  H o r n e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) .

2 .  GENERAL MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n  (PEP) was p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  C h a p t e r  3 .  F o r  t h o s e  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  co lu m n  c h r o m a t o g r a p h y ,  

a l i q u o t s  o f  PEP (1  m l )  w e re  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a t  4*^C, a g a i n s t  2 1 o f  

t h e  c o lu m n  b u f f e r .

S e p h a r o s e s  o f  t y p e s  4B , CL6 B and  DEAE CL6 B w e re  o b t a i n e d  

fro m  P h a r m a c i a  (GB) L t d .  Column b u f f e r s  w e re  e i t h e r  10 mM p o t a s s i u m  

p h o s p h a t e  pH 7 . 5  ( b u f f e r  A) o r  0 . 3  M NaCl 5 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  pH 

7 , 5  ( b u f f e r  B ) ,

S h e e p  a n t i - P A P P - A  was r a i s e d  a s  d e s c r i b e d  b y  S u t c l i f f e  eh  ah

( 1 9 7 9 ) ,  r a b b i t  a n t i - u ^ M  was o b t a i n e d  f ro m  B e h r i n g  D i a g n o s t i c s  ( H o e s c h t

P h a r m a c e u t i c a l s )  o r  S ew ard  L a b o r a t o r i e s .  A l l  p r o t e i n  s a m p le s  w e re

c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  4B (1 5  mg p r o t e i n / g  S e p h a r o s e  4B , a p p r o x ) ,  u s i n g

t h e  m e th o d  o f  P o r a t h ,  Axen an d  E r n b a c k  ( 1 9 6 7 ) .

T r i s ,  SDS, a g a r o s e ,  t r y p s i n  ( t y p e  I I I ,  f ro m  b o v i n e  p a n c r e a s )

an d  a l l  o t h e r  p r o t e i n s  w e re  o b t a i n e d  f ro m  t h e  S igm a C h e m ic a l  Company,

C h e m ic a l s  an d  o t h e r  m a t e r i a l s  w e re  o b t a i n e d  f ro m  BDH u n l e s s  o t h e r w i s e

s t a t e d .  E n h a n c e  w as p u r c h a s e d  f ro m  New E n g la n d  N u c l e a r .

125 .C a r r i e r - f r e e  I  was o b t a i n e d  f ro m  Amersham w i t h  a  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  1 0 0  y C i / m l .

METHODS

I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y

P r o t e i n  s o l u t i o n s  w e re  a p p l i e d  t o  a  co lum n  o f  S e p h a r o s e
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DEAE CL6 B ( 0 , 8  x  0 . 9  cm) e q u i l i b r a t e d  a t  4°C  w i t h  b u f f e r  A. The co lum n  

was w a sh e d  w i t h  1 0 -1 5  ml o f  t h e  sam e b u f f e r  a t  10 m l / h  • An 18 ml 

(1 0  ml i n  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y )  s a l t  g r a d i e n t  ( 0 - 0 , 4  M NaCl i n  

b u f f e r  A) was t h e n  a p p l i e d  a t  5 m l / h ,  f o l l o w e d  b y  a  f u r t h e r  5 ml o f  

0 , 4  M NaCl i n  b u f f e r  A. The c o lu m n  was r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A 

b e f o r e  r e - u s e .

P r e c i p i t a t i o n  s t u d i e s  u s i n g  p r o t e i n - S e p h a r o s e  c o n j u g a t e s

The f r a c t i o n s  o b t a i n e d  a f t e r  i o n - e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y  and  

g e l  f i l t r a t i o n  w e re  a n a l y s e d  u s i n g  p r o t e i n - S e p h a r o s e  c o n j u g a t e s  and  t h e  

s u b s e q u e n t  p r e c i p i t a t i o n  v a l u e s  r e c o r d e d .  D u p l i c a t e  a l i q u o t s  ( 5 0 - 1 0 0  p i )  

o f  t h e s e  f r a c t i o n s  w e r e  s h a k e n  v i g o r o u s l y ,  o v e r n i g h t  a t  room t e m p e r a t u r e  

w i t h  7 5 - 1 0 0  y l  o f  t h e  i m m o b i l i s e d  p r o t e i n  c o n j u g a t e s  w h ic h  h a d  b e e n  

d i l u t e d  w i t h  S e p h a r o s e  4B ( a n t i - a ^ M  S e p h a r o s e ,  1 /1 0  d i l u t e d ;  a n t i -P A P P - A  

and  h o r s e  s e ru m  S e p h a r o s e s ,  1 / 4  d i l u t e d ) .  A n t i -P A P P -A  S e p h a r o s e  was 

m ix ed  w i t h  100 y l  o f  a d u l t  m a l e  s e ru m  p e r  ml o f  S e p h a r o s e  p r i o r  t o  

i m m u n o ( e x c e p t  i n  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  a p p r o a c h  e x p e r i m e n t  

t o  t r y p s i n  b i n d i n g ) ,  t o  b l o c k  a n y  c o n t a m i n a t i n g  p r e g n a n c y  n o n - s p e c i f i c  

b i n d i n g  s i t e s  ( s e e  S u t c l i f f e  a_l, 1 9 8 0 a ) .  The un b o u n d  c o u n t s  w e re  

re m o v e d  by  3 c y c l e s  o f  w a s h in g  w i t h  PBS and  c e n t r i f u g a t i o n  ( 2 , 5 0 0  g 

f o r  10 m i n ) .  The c o u n t s  i n  e a c h  t u b e  b e f o r e  an d  a f t e r  w a s h in g  w e re  

m e a s u r e d  u s i n g  a  1275 m inigam m a c o u n t e r  (LKB I n s t r u m e n t s ) ,

A n t i b o d y  a n t i g e n  c r o s s e d  e l e c t r o p h o r e s i s  (AACE)

AACE was u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a^M and  PAPP-A i n  t h e  

co lu m n  e l u a t e s ,  u s i n g  t h e  m e th o d  o f  L a u r e l l  ( 1 9 6 6 ) ,  w i t h  t h e  m o d i f i c a t i o n  

t h a t  100 mM T r i s  was p r e s e n t  i n  t h e  t a n k  and  g e l  b u f f e r s  ( S u t c l i f f e  

e t  a l ,  1 9 8 0 b ) ,  A 2% a n t i b o d y  s o l u t i o n  was u s e d  i n  t h e  a n t i b o d y  b e d s
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f o r  b o t h  a n t i s e r a .  T h i s  m e th o d  w as a l s o  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  a^M a n d  PAPP-A i n  t h e  PEP, a g a i n s t  s t a n d a r d s  o f  known

c o n c e n t r a t i o n ,

P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  (PAGE)

S D S /T r i s  PAGE, u n d e r  r e d u c i n g  an d  n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  

( s e e  m e th o d s  1 an d  2 ,  S u t c l i f f e  ejt a h , 1 9 8 0 b )  was u s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

t h e  s u b s e q u e n t  m e th o d s  s e c t i o n s .  The m o l e c u l a r  w e ig h t  s t a n d a r d s  

u s e d  o n  t h e s e  g e l s  w e re  m ade u p  o f  b o v i n e  s e ru m  a lb u m in  ( 6 8 , 0 0 0  m o l w t ) ,  

o v a lb u m in  ( 4 3 , 0 0 0  m ol w t ) ,  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  ( 2 9 ,1 8 2  m ol w t ) ,  an d  

3 - l a c t o g l o b u l i n  ( 1 8 , 3 6 3  m ol w t ) ,  PAPP-A s t a n d a r d s  w e re  p r e p a r e d  a s  

d e s c r i b e d  b y  S u t c l i f f e  e t  a l  ( 1 9 8 0 b ) ,  a n d  a  M s t a n d a r d s  b y  g e l

f i l t r a t i o n  o f  hum an s e ru m  on  S e p h a r o s e  CL6 B, G e ls  w e re  s t a i n e d  w i t h

C o o m a ss ie  b r i l l i a n t  b l u e  R ,

A u t o r a d i o g r a p h y ,  when r e q u i r e d ,  was c a r r i e d  o u t  on t h e  d r i e d - 

125down g e l s ,  I  c o u n t s  w e re  d e t e c t e d  u s i n g  NS-2T f i l m  (K odak) and

35 S c o u n t s  w e re  d e t e c t e d  u s i n g  X -om atS  f i l m  (K o d ak )  o n  e n h a n c e d  g e l s  

(1  h  i n  e n h a n c e  f o l l o w e d  by  1 h  i n  H^O, b e f o r e  d r y i n g  d o w n ) .  F i lm s  

w e re  e x p o s e d  a t  room  t e m p e r a t u r e  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,

125TCA and  PTA p r e c i p i t a t i o n  o f  I - p r o t e i n  c o u n t s

A l i q u o t s  (1 0 0  y l )  o f  t h e  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  d u r i n g  i o n -  

e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  an d  g e l  f i l t r a t i o n  w e re  m ix ed  w i t h  40 0  y l  o f  

BSA (R IA  g r a d e  1 m g /m l)  . i n  50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  pH 7 , 5 ,  t o  w h ic h  

was a d d e d  500 y l  o f  12 .5%  ( w / v )  TCA a t  4°C o r  100 y l  o f  5% ( w /v )  PTA 

i n  2 M H C l,  A f t e r  s t a n d i n g  on  i c e  f o r  15 m in  t h e  p r e c i p i t a t e s  w e re  

r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 2 , 5 0 0  g f o r  15 m i n ) .  The c o u n t s  p r e s e n t  

w e re  r e c o r d e d  b e f o r e  an d  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n  u s i n g  a  1275 m inigam m a 

c o u n t e r  (LKB I n s t r u m e n t s ) ,
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P r o t e i n  l o d i n a t i o n s

l o d i n a t e d  t r y p s i n  a n d  PEP w e re  p r e p a r e d  by t h e  c h i o r a m i n e  T 

m e th o d  o f  H u n t e r  an d  G reenw ood  ( 1 9 6 2 ) ,  w i t h  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

c h l o r a m i n e  T and  so d iu m  m e t a b i s u l p h i t e  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  o f  

80 y g /m l  an d  2 0 0  p g /m l  r e s p e c t i v e l y ,  l o d i n a t e d  p l a s m i n o g e n  was 

p r e p a r e d  by  t h e  l a c t o p e r o x i d a s e  m e th o d  ( B o l t o n ,  1 9 7 7 ) ,

. 3 ,  TRYPSIN BINDING PROPERTIES OF PEP

3 : 1  INTRODUCTION

125I n  a n  i n i t i a l  e x p e r i m e n t  t h e  I - t r y p s i n  b i n d i n g  c a p a c i t i e s  

o f  t h e  c o m p o n e n ts  i n  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A made 

by  n e g a t i v e  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a  s m a l l  v o lu m e o f  

m a t e r n a l  b l o o d  ( s e e  s e c t i o n  3 : 2  o f  t h i s  c h a p t e r ) ,  w e re  i n v e s t i g a t e d .

T h i s  p r e p a r a t i o n  c o n t a i n e d  some an d  o t h e r  c o n t a m i n a n t s  s u c h  a s

a l b u m i n .  S e p a r a t i o n  o f  t h e s e  c o m p o n e n ts  was a c h i e v e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n .  

An im m u n e - a d s o r p h b /v  a s s a y  was t h e n  u s e d  t o  i d e n t i f y  s p e c i f i c  

p r o t e i n - t r y p s i n  c o m p le x e s  ( f o r  v a l i d a t i o n  o f  t h i s  a s s a y  s e e  G ore  an d  

S u t c l i f f e ,  i n  p r e s s ) .  S u b s e q u e n t  b i n d i n g  a s s a y s  w e re  c a r r i e d  o u t  

u s i n g  PEP a s  a  s o u r c e  o f  PAPP-A, w h ic h  was s e p a r a t e d  f ro m  c o n t a m i n a t i n g  

a^M b y  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .  A g a in  s p e c i f i c  t r y p s i n - p r o t e i n  

c o m p le x e s  w e re  i d e n t i f i e d  by  a n  immuno a  c )^ o rp  fi'om a s s a y .

3.: 2 . MATERIALS AND METHODS 

MATERIALS

The f o l l o w i n g  m a t e r i a l s  w e r e  o b t a i n e d  f ro m  t h e  S igm a C h e m ic a l  

Company: t r y p s i n  ( t y p e  I I I  f ro m  b o v i n e  p a n c r e a s ) ,  human s e ru m  a l b u m i n ,

t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( t y p e  I I - O  f ro m  e g g  w h i t e ) ,  Soya b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r ,  

BSA (RIA g r a d e )  an d  p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  (PT A ).
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A n t i - b u m a n  a l b u m i n  w as p u r c h a s e d  f ro m  B e h r i n g  D i a g n o s t i c s  

( H o e s c h t  P h a r m a c e u t i c a l s ) ,  w as  p r e p a r e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  o f

human se r u m  o n  S e p h a r o s e  CL6 B, BSA b u f f e r ,  com posed  o f  0,1% BSA i n

50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  pH 7 . 5 ,  w as  t h e  co lu m n  b u f f e r  i n  t h e  g e l  

f i l t r a t i o n  e x p e r i m e n t ,

METHODS

A p p ro a c h  E x p e r i m e n t s

i )  To d e t e r m i n e  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d

p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A

The PAPP-A u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  was p r o d u c e d  on  a n

NAAC co lu m n  ( 2 . 5  x  95 cm) e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  B. A 25 m l s a m p le

o f  f i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d  was a p p l i e d  t o  t h e  co lum n  a t  30 m l / h .  A

f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  25 y g  PA PP-A /m l ( a p p r o x )  was u s e d  i n  g e l  f i l t r a t i o n

e x p e r i m e n t s  a s  a n  a p p r o a c h  t o  i n v e s t i g a t i n g  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g

p r o p e r t i e s  o f  PAPP-A, H o w e v e r ,  t h e  a s s a y  was i n i t i a l l y  d e v e lo p e d  u s i n g  

125a^M an d  I - t r y p s i n .

125T he e l u t i o n  p o i n t  o f  I - t r y p s i n  was d e t e r m i n e d  p r i o r  t o  t h e  

a^M b i n d i n g  a s s a y .  A 100 y l  a l i q u o t  o f  t r y p s i n  ( 0 , 2  y g ;  1 8 . 8  y C i / y g )  

was m ix e d  w i t h  200 y l  o f  hum an a l b u m i n  (1  m g /m l)  and  700 y l  o f  BSA 

b u f f e r .  T h i s  w as t h e n  a p p l i e d  t o  a  co lum n  o f  S e p h a r o s e  CL6 B ( 0 . 9  x  5 2 .5 cm )  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  BSA b u f f e r  a t  4 ° C ,  The s a m p le  was e l u t e d  a t  10 m l / h  

( f o r  8  h )  w i t h  t h e  same b u f f e r .  The r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  f r a c t i o n s  was

m e a s u r e d  an d  t h e  e l u t i o n  p o i n t  o f  a lb u m in  d e t e r m i n e d  b y  AACE, P r o t e i n

125 125b ound  I  an d  f r e e  I  w e re  l o c a t e d  by TCA p r e c i p i t a t i o n ,

a^M ( 0 , 7  m l ,  1 m g /m l)  was i n c u b a t e d  w i t h  200 y l  o f  human

125
a lb u m in  (1  m g /m l)  an d  100 y l  o f  I - t r y p s i n  ( 0 , 2  y g ,  1 8 ,8  y C i / y g )  f o r  

10 m in  a t  room  t e m p e r a t u r e .  T h i s  s a m p le  was f r a c t i o n a t e d  a s  f o r  t h e
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1 2 5 I - t r y p s i n  e x p e r i m e n t .  T he r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  f r a c t i o n s  was 

m e a s u r e d  an d  t h e  e l u t i o n  p o i n t s  o f  a^M an d  a lb u m in  d e t e r m i n e d  b y  AACE, 

t r y p s i n  c o m p le x e s  w e re  l o c a t e d  b y  im m u n o a t^ ^ o rp h ib n  w i t h  immob­

i l i s e d  a n t i - a ^ M o  A TCA p r e c i p i t a t i o n  was a l s o  c a r r i e d  o u t ,

PAPP-A ( 0 . 9  m l ;  0 . 3 2  mg) f ro m  an  NAAG f r a c t i o n  ( a s  d e s c r i b e d

125a b o v e ) ,  was i n c u b a t e d  w i t h  100 p i  o f  I - t r y p s i n  (0 „ 2  p g ;  1 8 , 8  p C i / p g )

f o r  10 m in  a t  room  t e m p e r a t u r e .  G e l  f i l t r a t i o n  was c a r r i e d  o u t  a s  f o r

t h e  a^M b i n d i n g  a s s a y ,  PAPP-A an d  a lb u m in  e l u t i o n  p o i n t s  w e re

d e t e c t e d  b y  AACE an d  PAPP-A b o u n d  c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a t e d  u s i n g

i m m o b i l i s e d  a n t i - P A P P - A .  As PAPP-A i s  s o l u b l e  i n  TCA ( s e e  C h a p t e r  2 ) ,

125a  PTA p r e c i p i t a t i o n  a s s a y  w as u s e d  t o  l o c a t e  p r o t e i n - b o u n d  an d  f r e e  I ,

i i )  V a l i d a t i o n  o f  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y  i n c o r p o r a t i n g  i o n  

e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y

The a s s a y  was i n i t i a l l y  d e v e l o p e d  u s i n g  (4 0 0  p i ;  0 , 1  m g /m l)  

i n c u b a t e d  f o r  1 h  a t  37°C  w i t h  a  m i x t u r e  o f  l a b e l l e d  and  u n l a b e l l e d

t r y p s i n  (1 0 0  p i ,  0 , 2  p g ,  19 p C i / p g  an d  5 p i ,  0 , 2 5  pg r e s p e c t i v e l y ) .

Unbound t r y p s i n  was rem o v ed  b y  i n c u b a t i o n  (% h  a t  room  t e m p e r a t u r e ) ,  on  

a  co lu m n  ( 0 , 5  x  4 cm) o f  s o y a  b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  (1 2  mg) c o u p l e d  t o  

S e p h a r o s e  4B , The co lu m n  w as e q u i l i b r a t e d  i n  b u f f e r  A and  u n b o u n d  

p r o t e i n  e l u t e d  w i t h  sam e b u f f e r ,  1 m l f r a c t i o n s  w e re  c o l l e c t e d .  The 

f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e  m a in  p e a k  o f  c o u n t s  w e re  p o o l e d  an d  a p p l i e d  t o  

t h e  i o n  e x c h a n g e  co lu m n  ( s e e  g e n e r a l  m e t h o d s ,  t h i s  c h a p t e r ) .  The . 

r a d i o a c t i v i t y  an d  c o n d u c t i v i t y  o f  t h e  f r a c t i o n s  w e re  d e t e r m i n e d ,  

t o g e t h e r  w i t h  t h e  a^M e l u t i o n  p o i n t ,  A TCA p r e c i p i t a t i o n  an d  immuno- 

w i t h  i m m o b i l i s e d  a n t i - a ^ M ,  w e re  c a r r i e d  o u t .

S e p a r a t e  i o n  e x c h a n g e  e x p e r i m e n t s  w e re  p e r f o r m e d  on i o d i n a t e d  

t r y p s i n  ( 0 . 1  p g ;  19 p iC i /p g )  an d  PEP (67  p g ,  PAPP-A; 239 p g ,  a^M) t o
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d e t e r m i n e  t h e  m o l a r i t y  o f  t h e i r  p o i n t s  o f  e l u t i o n  i n  t h e  s a l t  g r a d i e n t .  

T r y p s i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PEP

A 1 m l s a m p le  o f  PEP c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  50 p g  o f  PAPP-A 

and  150 pg  o f  a^M ( p r e v i o u s l y  d i a l y s e d  a g a i n s t  p u f f e r  A ) ,  was i n c u b a t e d  

f o r  1 h  a t  37°C  w i t h  0 . 3  p g / 1 0 0  p i  o f  i o d i n a t e d  t r y p s i n  (1 9  p C i / p g )  and  

0 .2 5  pg  o f  n o n - i o d i n a t e d  t r y p s i n  (5  p i ;  50 p g / m l ) .  To rem o v e  u n b o u n d  

t r y p s i n  t h e  m i x t u r e  was t h e n  i n c u b a t e d  f o r  % h  a t  room  t e m p e r a t u r e  on  a  

co lum n  o f  S e p h a r o s e  4B ( 0 . 5  x  4 c m ) ,  t o  w h ic h  12 mg o f  s o y a  b e a n  t r y p s i n  

i n h i b i t o r  h a d  b e e n  c o u p l e d .  The co lu m n  h ad  f i r s t  b e e n  e q u i l i b r a t e d  

w i t h  b u f f e r  A. The u n b o u n d  p r o t e i n  was e l u t e d  w i t h  b u f f e r  A an d  1 m l 

f r a c t i o n s  c o l l e c t e d .  The c o u n t s  e l u t e d  w e re  r e c o r d e d  u s i n g  a  b e n c h  

t o p  gamma c o u n t e r  ( M in i  A s s a y  t y p e  6 - 2 0 ,  M in i  I n s t r u m e n t s ) ,  an d  t h e  

f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e  m a in  p e a k  o f  c o u n t s  w e re  p o o l e d  an d  a p p l i e d  

t o  t h e  i o n  e x c h a n g e  co lu m n  ( s e e  g e n e r a l  m e t h o d s ,  t h i s  c h a p t e r ) .  The 

r a d i o a c t i v i t y  an d  c o n d u c t i v i t y  o f  t h e  f r a c t i o n s  w e re  m e a s u r e d ,  t o g e t h e r  

w i t h  t h e  e l u t i o n  p o i n t s  o f  a^M a n d  PAPP-A. F o r  immune «x«̂ -5 o r p h b r i 5  , 

a l i q u o t s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  f r a c t i o n s  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  a n t i - P A P P - A ,  

a n t i - a ^ M  a n d  a  c o n t r o l  o f  n o n - im m u n e  ( h o r s e )  s e r u m ,  c o u p l e d  t o  

S e p h a r o s e  4B ( s e e  g e n e r a l  m e t h o d s ,  t h i s  c h a p t e r ) .  The p r e c i p i t a t e d  

c o u n t s  w e re  m e a s u r e d .

The e f f e c t  o f  t r y p s i n  o n  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n

The d e g r a d a t i o n  o f  PEP i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t r y p s i n  was 

i n v e s t i g a t e d .  An i o d i n a t e d  a l i q u o t  (3 0 0  P i )  o f  PEP c o n t a i n i n g  1 , 5  Pg 

PAPP-A an d  1 , 5  P g  a p p r o x  ( 1 0 , 6  P C i / P g )  was i n c u b a t e d  f o r  30 m in

w i t h  1 . 5  P g  o f  t r y p s i n  (1 5  P i ;  0 , 1  m g /m l)  a t  room  t e m p e r a t u r e .

S am p le s  (1 5  p i )  o f  t h e  i n c u b a t i o n  m ix  w e re  w i th d r a w n  a f t e r  0 ,  1 ,  3 ,  5 ,

15 and  30  r a in ,  an d  t h e  r e a c t i o n  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  10 p i  o f  e g g
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F i g u r e  4 : 1  AACE a n a l y s i s  o f  t h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d
p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A a f t e r  f r a c t i o n a t i o n  o f  
25 m l o f  f i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d  o n  a  NAAG 
c o lu m n ,

( a )  a n t i s e r u m ,  s h e e p  a n t i - P A P P - A ;
w e l l s  A-D, 10 (J.1 o f  c o n s e c u t i v e  f r a c t i o n  
p o o l s ;  W e ll  E, 10 f i l  o f  f i l t e r e d  
m a t e r n a l  b lo o d  ( 0 , 1  m g/m l PAPP-A a p p r o x ) ,

( b )  a n t i s e r u m ,  r a b b i t  a n t i - a 2 M;
W e l l s  A-D, 10 p i  o f  c o n s e c u t i v e  f r a c t i o n  
p o o l s ;  w e l l  E, 1 p i  o f  f i l t e r e d  m a t e r n a l  
b l o o d  ( 3  m g/m l a p p r o x ) ,

( c )  a n t i s e r u m ,  r a b b i t  a n t i - a l b u m i n ;
W e l l s  A-D, 1 p i  o f  c o n s e c u t i v e  f r a c t i o n  
p o o l s ;  w e l l  E, 1 p i  o f  1 /2 0  d i l u t e d  
f i l t e r e d  m a t e r n a l  b l o o d  ( 2  m g/m l a l b u m i n  
a p p r o x ) .
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F i g u r e  4 : 2  G e l  f i l t r a t i o n  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d
p r e p a r a t i o n s  o f  ( A — A ) a n ^ ^ ^ ^ P P -A
( ■ — ■ )  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  I - t r y p s i n ,
p l u s  a  f i l t r a t i o n  o f  ^ ^ ^ I - t r y p s i n  (----------)
a s  c o n t r o l .  W hole f r a c t i o n  c o u n t s  w e re  
r e c o r d e d .
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w h i t e  t r y p s i n  i n h i b i t o r  (1 0 0  p g / m l ) *  A f t e r  30  m in ,  200 p i  o f  t r y p s i n

125i n h i b i t o r  w e r e  a d d e d  t o  t h e  r e m a i n i n g  I - P E P / t r y p s i n  m ix  (2 1 0  p i ) .

T h i s  s o l u t i o n  was t h e n  f r a c t i o n a t e d  b y  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y

( s e e  g e n e r a l  m e t h o d s ,  t h i s  c h a p t e r ) .  The r a d i o a c t i v i t y  and  c o n d u c t i v i t y

o f  t h e  f r a c t i o n s  w e re  m e a s u r e d .  SBS-PAGE (5-12%%) u n d e r  r e d u c i n g

125c o n d i t i o n s  w as c a r r i e d  o u t  on  t h e  s a m p le s  c o l l e c t e d  d u r i n g  t h e  I - P E P /  

t r y p s i n  i n c u b a t i o n .  S i m i l a r l y ,  t h e  f r a c t i o n s  e l u t e d  d u r i n g  t h e  s a l t  

g r a d i e n t  w e re  a n a l y s e d  b y  SDS-PAGE, u n d e r  b o t h  r e d u c i n g  and  n o n - r e d u c i n g  

c o n d i t i o n s .  T h e s e  g e l s  w e re  d r i e d  down a f t e r  s t a i n i n g  w i t h  C o o m ass ie  

b l u e  an d  a u t o r a d i o g r a p h s  s e t  u p .  I n t e g r a t e d  d e n s i t o m e t r y  on  t h e  a u t o ­

r a d i o g r a p h  f r o m  t h e  t r y p s i n  d i g e s t i o n  o f  PEP, was u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

d e g r e e  o f  t r y p s i n  d i g e s t i o n  o f  t h e  PAPP-A and

3 : 3  RESULTS 

A p p ro a c h  e x p e r i m e n t s

i )  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  a  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A

R a d i o l a b e l l e d  t r y p s i n  w as  i n c u b a t e d  w i t h  p a r t i a l l y  p u r i f i e d

p r e p a r a t i o n s  o f  a^M an d  PAPP-A ( s e e  F i g u r e  4 : 1 ) ,  an d  t h e  r e s u l t i n g

125m i x t u r e s  f r a c t i o n a t e d  o n  S e p h a r o s e  CL6 B. When I - t r y p s i n  p l u s  human

se ru m  a l b u m i n  (HSA) c a r r i e r  w e re  g e l - f i l t e r e d  2 p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y

w e re  o b s e r v e d  ( F i g u r e  4 : 2 ) .  The f i r s t  an d  s m a l l e s t  p e a k  r e a c h e d  i t s

maximum a t  24 m l e l u t e d ,  an d  t h e  s e c o n d  a t  35 m l e l u t e d .  G e l

125f i l t r a t i o n  o f  a n  a^M/ I - t r y p s i n / H S A  m i x t u r e  g a v e  r i s e  t o  3 p e a k s  o f

r a d i o a c t i v i t y .  The f i r s t  and  s m a l l e s t  p e a k  r e a c h e d  i t s  maximum a t

17 m l ,  t h e  s e c o n d  a t  23 m l ,  an d  t h e  t h i r d  an d  l a r g e s t  p e a k  a t  35 m l

12 5e l u t e d  ( F i g u r e  4 : 2 ) .  On f r a c t i o n a t i o n  o f  a  PAPP-A/ I - t r y p s i n
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125
F i g u r e  4 : 3  P r e c i p i t a t i o n  o f  I - t r y p s i n  c o u n t s  a f t e r  

g e l  f i l t r a t i o n  a s s a y *

( a )  TCA/PTA p r e c i p i t a t i o n s :
o c ^ M / t ry p s in  (A — a )  and  t r y p s i n  (A- -  *A) 
f r a c t i o n a t i o n s ;  TCA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s *  
P A P P - A / t r y p s i n  ( □ — □ )  an d  t r y p s i n  
( □ - _ - □ )  f r a c t i o n a t i o n s ;  PTA p r e c i p i t a b l e  
counts--

( b )  Immune cxc^^orpPibrig . : :
a ^ M / t r y p s i n  (A——A) an d  t r y p s i n  (A - - -A) 
f r a c t i o n a t i o n s ;  a n t i - a ^ M  p r e c i p i t a b l e  
c o u n t s *  P A P P - A / t r y p s i n  (□——□) an d
t r y p s i n  ( □ - - - □ )  f r a c t i o n a t i o n s ;  a n t i -  
PAPP-A p r e c i p i t a b l e  c o u n t s *
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m i x t u r e ,  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  f o r  t h e  r a d i o a c t i v i t y  was s i m i l a r  t o  t h a t  

125
o b t a i n e d  w i t h  I - t r y p s i n / H S A  ( F i g u r e  4 : 2 ) ,  w i t h  p e a k s  o f  r a d i o ­

a c t i v i t y  a t  24 m l a n d  33 m l e l u t e d ,

AACE a n a l y s i s  o f  t h e  f r a c t i o n s ,  l o c a t e d  t h e  e l u t i o n  r a n g e  

t o  1 3 - 2 3  m l e l u t e d  (m ax , a t  18 m l ) ;  t h e  PAPP-A r a n g e  t o  1 4 -2 3  m l 

e l u t e d  (m ax a t  17 m l )  a n d  t h e  HSA r a n g e  t o  1 9 -2 9  m l e l u t e d  (max a t  23 m l ) .  

From t h e  AACE an d  TCA/PTA p r e c i p i t a t i o n  r e s u l t s  t h e  f r a c t i o n s  w e re

d i v i d e d  up  i n t o  3 r a n g e s ,  d e s i g n a t e d  a s  f o l l o w s ;  t h e  a^M/PAPP-A r a n g e

125 125
( 1 4 - 2 4  m l ) ;  t h e  I - t r y p s i n  r a n g e  ( 2 4 - 3 4  m l)  an d  t h e  I - r a n g e  ( 3 4 -

44 m l ) .  T he p e r c e n t  o f  c o u n t s  r e c o r d e d  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  TCA/PTA

o r  a n t i s e r u m  w e re  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  r a n g e  ( T a b l e  4 : 1 ) .  TCA p r e c i p i t a t i o n :

125on  t h e  e l u a t e  f ro m  t h e  f r a c t i o n a t i o n  o f  I - t r y p s i n  g a v e  a  b r o a d

p r e c i p i t a t i o n  c u r v e  ( F i g u r e  4 : 3 a ) ,  w h ic h  s t a r t e d  i n  t h e  a^M r a n g e  and

r e a c h e d  i t s  maximum a t  30  m l e l u t e d .  T h i s  was j u d g e d  t o  be  t h e  p o i n t

o f  maximum t r y p s i n  c o n c e n t r a t i o n .  I n  t h e  t r y p s i n  r a n g e ,  62,5% o f  t h e

c o u n t s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  TCA w e r e  r e c o r d e d ,  c o m p ared  w i t h  17,5% an d  20%

125
i n  t h e  a n d  I  r a n g e s  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  4 : 1 ) ,  S i m i l a r l y ,  a f t e r

PTA p r e c i p i t a t i o n ,  65% o f  t h e  p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  w e re  o b s e r v e d  i n  t h e

12 5
t r y p s i n  r a n g e ,  18% i n  t h e  PAPP-A r a n g e  an d  17% i n  t h e  I  r a n g e .  T h i s  

t i m e ,  h o w e v e r ,  2  p r e c i p i t a t i o n  p e a k s  w e re  o b s e r v e d ,  t h e  f i r s t  a t  t h e  

p o i n t  o f  maximum a lb u m in  c o n c e n t r a t i o n  (2 3  ml e l u t e d )  an d  t h e  s e c o n d  a t  

t h e  p o i n t  o f  maximum t r y p s i n  c o n c e n t r a t i o n  (2 9  m l e l u t e d ) .  TCA 

p r e c i p i t a t i o n s  on  t h e  e l u a t e  f ro m  t h e  a ^ M / t r y p s i n  f r a c t i o n a t i o n  g a v e  

a  b r o a d  p r e c i p i t a t i o n  c u r v e  ( F i g u r e  4 : 3 a ) ,  The f r a c t i o n  o f  maximum 

r a d i o a c t i v i t y  a n d  c o n c e n t r a t i o n  w e re  c o - i n c i d e n t  ( a t  18 ml e l u t e d ) .

I n  t h i s  r a n g e  59% o f  t h e  TCA an d  72.5%  o f  t h e  a n t i - a ^ M  p r e c i p i t a b l e  

c o u n t s  w e re  r e c o r d e d  ( T a b l e  4 : 1 ) .  V e ry  few  o f  t h e  c o n t r o l  I - t r y p s i n  

c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a n t i - a ^ M  i n  an y  o f  t h e  r a n g e s  ( F i g u r e  4 : 3 b ) ,
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TABLE 4 : 1  P r e c i p i t a t i o n  v a l u e s  f o r t r y p s i n  b i n d i n g  a s s

( g e l f i l t r a t i o n  m e th o d )

FRACTION RANGE

1 4 -2 4  ml 2 4 -3 4  ml 3 4 -4 4  ml

a^M/PAPP-A t r y p s i n 125
1̂ -

P r e c i p i t a t i o n ( a ) r a n g e r a n g e r a n g e

TCA ( b ) 59% ■33,5% 7.5%

(1 7 ,5 % ) (6 2 ,5 % ) ( 2 0 %)

anti-oc^M  ( b ) 72.5% 24.0% 3.5%

(1 7 ,0 % ) (6 7 ,0 % ) (1 6 ,0 % )

PTA ( c ) 16,0% 54,0% 30,0%

(1 8 ,0 % ) (6 5 ,0 % ) (1 7 .0 % )

a n t i - P A P P - A  ( c ) 32,0% 58,0% 1 0 , 0 %

(26%) (63%) ( 1 1 %)

( a ) V a l u e s  g i v e n as  % o f  TCA, PTA o r immune p r e c i p i t a b l e c o u n t s

( b ) A v e r a g e  o f  2 , o ^ M / t r y p s i n  g e l  f i l t r a t i o n  e x p e r i m e n t s

( c ) R e s u l t s  f r o m  1 ,  P A P P - A / t r y p s i n  g e l  f i l t r a t i o n  e x p e r i m e n t

F i g u r e s  i n  p a r e n t h e s e s  a r e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t r y p s i n / a l b u m i n  g e l  

f i l t r a t i o n  c o n t r o l s , ,
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F i g u r e  4 : 4  I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  PAPP-A
e n r i c h e d  p r o d u c t .  P r o t e i n s  w e re  e l u t e d  
w i t h  a n  NaCl g r a d i e n t  ( -  -  - )  an d  t h e i r  
a b s o r b a n c e  a t  280 nm r e c o r d e d  ( ---------) ,

F i g u r e  4 : 5  I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a n  
p r e p a r a t i o n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h

I - t r y p s i n ,  P r o t e i n s  w e re  e l u t e d  w i t h  
a n  NaCl g r a d i e n t  ( -  -  - )  an d  t h e  c o u n t s  i n  
a n  1 0 0  [0,1 a l i q u o t  o f  t h e  f r a c t i o n s ,  r e c o r d e d
(----------) , TCA ( ■— ■ ) an d  a n t i - a ^ M  (a- — a )
p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  w e re  d e t e r m i n e d .
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Two p e a k s  o f  P T A  p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  e l u a t e  f r o m

t h e  P A P P 'A / t r y p s i n  f r a c t i o n a t i o n .  The f i r s t  o c c u r r e d  a t  2 3 -2 4  ml e l u t e d

(m ax. a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n )  an d  t h e  s e c o n d  a t  33 ml e l u t e d .  I n  t h e

PAPP-A r a n g e  16% o f  t h e  PTA an d  32% o f  t h e  a n t i - P A P P - A  c o u n t s  w e re

p r e c i p i t a t e d .  I n  t h e  t r y p s i n  r a n g e  t h e  v a l u e s  w e re  54% an d  58%

125
r e s p e c t i v e l y ,  a n d  f o r  t h e  I  r a n g e  30% a n d  10%. I m m o b i l i s e d  a n t i -

125
PAPP-A p r e c i p i t a t e d  26%, 63% a n d  11% o f  t h e  I - t r y p s i n  c o u n t s  i n  t h e

125PAPP-A, t r y p s i n  an d  I  r a n g e s  i n  t h e  c o n t r o l  f r a c t i o n a t i o n  ( T a b l e  4 : 1 ;  

F i g u r e  4 : 3 ) .

i i )  V a l i d a t i o n  o f  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y  i n c o r p o r a t i n g  i o n  e x c h a n g e  

c h r o m a t o g r a p h y

125S e p a r a t e  i o n  e x c h a n g e  e x p e r i m e n t s  o n  I - t r y p s i n  an d  PEP

w e re  p e r f o r m e d  t o  a s c e r t a i n  t h e i r  p o i n t s  o f  e l u t i o n  i n  a  NaCl g r a d i e n t .  

125The I - t r y p s i n  was fo u n d  t o  e l u t e  m a x im a l ly  a t  180 mM NaCl ( d a t a  n o t  

s h o w n ) , The e l u t i o n  m axim a f o r  a^M an d  PAPP-A w e re  a t  120 mM and  

270 mM N aC l r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  4 : 4 ) .  Some a^M was a l s o  e l u t e d  i n  

t h e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  PAPP-A.

125The a s s a y  was d e v e l o p e d  u s i n g  a^M i n c u b a t e d  w i t h  I - t r y p s i n  

( F i g u r e  4 : 5 ) ,  Two p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e re  e l u t e d  by  t h e  s a l t  

g r a d i e n t .  The f i r s t  a n d  l a r g e s t  p e a k  o c c u r r e d  a t  2 0 .5  ml e l u t e d  

(1 2 0  mM N a C l)  w i t h  t h e  s e c o n d  p e a k  a t  2 7 . 5  ml e l u t e d  (2 9 5  mM N a C l ) .

The a^M c o n c e n t r a t i o n  was maximum a t  120 mM NaCl ( 2 0 . 5  ml e l u t e d ) ,  

w h ic h  c o i n c i d e d  w i t h  t h e  p e a k  o f  t h e  TCA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  (45 .9%  

p r e c i p i t a t i o n ) .  The p e a k  o f  a n t i - a ^ M  p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  (15 .1%  

p r e c i p i t a t i o n )  w as a t  156 mM N aCl (2 1  ml e l u t e d ) .  TCA and  a n t i - a ^ M  

p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  w e re  a l s o  o b s e r v e d  i n  t h e  s e c o n d  p e a k  (52 ,5%  and  

9.2% r e s p e c t i v e l y ) ,  h o w e v e r ,  a^M w as n o t  d e t e c t e d  i n  t h i s  r a n g e  by  AACE 

( F i g u r e  4 : 5 ) .
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F i g u r e  4 : 6  I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a  PAPP-A 
e n r i c h e d  f r a c t i o n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h

I - t r y p s i n »  P r o t e i n s  w e re  e l u t e d  w i t h  
a n  NaCl g r a d i e n t  ( -  -  - )  a n d  w h o le  f r a c t i o n  
c o u n t s  r e c o r d e d  (A A )„

125F i g u r e  4 : 7  Immuno<\()^crphbr\ . o f  ^ ^ ^ r y p s i n / a ^ M
c o m p le x e s »  Lower p a n e l :  . 1 - t r y p s i n
c o u n t s  p r e c i p i t a t e d  b y  a n t i - a ^ M  (A — A )  
an d  h o r s e  s e ru m  ( • — • )  » U p p e r  p a n e l :  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a„M (A — A )  d e t e r m i n e d  
AACE»

F i g u r e  4 : 8  Immunocu^s’o rp h 'o 'n  - w i t h  i m m o b i l i s e d  a n t i -  
PAPP-A» Lower p a n e l :  I - t r y p s i n  c o u n t s
p r e c i p i t a t e d  b y  a n t i - P A P P - A  ( □ — □) an d  a  
c o n t r o l  o f  n o n - im m u n e  s e ru m  ( • — • ) »
U p p er  p a n e l :  c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A ( □ — □ ) 
d e t e r m i n e d  by  AACE,
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T r y p s i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PEP

125I n  t h i s  e x p e r i m e n t  I  l a b e l l e d  t r y p s i n  was ad d e d  t o  t h e

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A. S i n c e  t h i s  p r e p a r a t i o n  c o n t a i n e d

b o t h  PAPP-A an d  a^M i t  was e s s e n t i a l  t o  s e p a r a t e  t h e  two p r o t e i n s  by

i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  i n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g

c a p a c i t y  o f  PAPP-A. T h i s  c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p  w as c a r r i e d  o u t  a f t e r

t h e  a d d i t i o n  o f  l a b e l l e d  t r y p s i n .  The n u m b er o f  s t e p s  t h e  PAPP-A was

e x p o s e d  t o  b e f o r e  i t  w as  t e s t e d  f o r  t r y p s i n  b i n d i n g  w as t h u s  r e d u c e d .

The a^M p r e s e n t  was u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g

p r o c e d u r e .  T h r e e  p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e re  o b s e r v e d  ( F i g u r e  4 : 6 ) .

The c o u n t s  i n  t h e  f i r s t  p e a k ,  w h ic h  e l u t e d  b e f o r e  t h e  NaCl g r a d i e n t ,

125d i d  n o t  p r e c i p i t a t e  w i t h  TCA an d  w e re  t h e r e f o r e  j u d g e d  t o  be  f r e e  I .  

The s e c o n d  p e a k  was l a r g e s t  a n d  e l u t e d  m a x im a l ly  a t  130 mM N aC l,  The 

t h i r d  p e a k  was s m a l l e s t  an d  b e g a n  t o  e l u t e  a t  200 mM NaCl (m ax, 210 mM). 

AACE a s s a y s  show ed  t h a t  m o s t  a^M w as  e l u t e d  i n  t h o s e  f r a c t i o n s  

c o n t a i n i n g  t h e  l a r g e s t  p e a k  o f  r a d i o a c t i v e  t r y p s i n  ( 2 0 - 2 6  ml e l u t e d ;  

F i g u r e  4 : 6 ) .  PAPP-A w as e l u t e d  a t  2 8 -3 0  ml and  some a^M was a l s o  

d e t e c t e d  t h e r e .  I n  t h e  f r a c t i o n  o f  maximum r a d i o a c t i v i t y  ( 2 1 .7 5  ml 

e l u t e d ) ,  7 5 , 5 % o f  t h e  i o d i n e  c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a b l e  by  i m m o b i l i s e d  

a n t i - a ^ M  ( F i g u r e  4 : 7 ) ,  and  65% o f  t h e  c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a t e d  i n  t h e  

p e a k  f r a c t i o n  f ro m  t h e  s m a l l e s t  p e a k  ( 2 8 . 5  ml e l u t e d ) .  R e s u l t s  o f  

s i m i l a r  im m unoo.dsor-pfnon .g  w i t h  i m m o b i l i s e d  a n t i -P A P P - A  a r e  shown i n  

F i g u r e  4 : 8 .  The p r e c i p i t a t e d  c o u n t s  w e re  v e r y  low a n d  co m p ared  

c l o s e l y  w i t h  t h e  c o n t r o l s  i n  F i g u r e  4 : 7 .

The e f f e c t  o f  t r y p s i n  on t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n

T r y p s i n  ( 0 ' l 5 p g )  was i n c u b a t e d  w i t h  an  i o d i n a t e d  sa m p le  o f  

PEP ( 1 . 5  yg PAPP-A, 1 . 5  yg i n  a 3 : 1  m o l a r  r a t i o  o f  t r y p s i n  t o  a^M
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TABLE 4 : 2  I n t e g r a t e d  d e n s i t o m e t r y  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h  f ro m  t h e  

t r y p s i n / ^ ^ ^ I - P E P  i n c u b a t i o n ^^^

I n c u b a t i o n  t i m e  PAPP-A

(m in )  (m g)^  (m g)^

0 l o 2  4 o l

1 0 , 6  2 , 1

3 0 , 3  1 ,9

5 0 , 3  1 ,9

15 0 , 2  1 ,5

30 0 , 2  1 , 5

( a )  S ee  F i g u r e  4 : 9 a

( b )  D e n s i t o m e t r i e  p e a k s  w e r e  c u t  o u t  an d  w e ig h e d ,



I l l

F i g u r e  4 : 9  A n a l y s i s  o f  . t h e  d e g r a d a t i o n  o f  i o d i n a t e d
PAPP-A an d  cc^M i n  PEP a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  
a n  e q u i m o l a r  ( a p p r o x )  r a t i o  o f  t r y p s i n ,

( a )  SDS-PAGE u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .
T r a c k  1 ,  r e d u c e d  (1 8 1  k )  and  PAPP-A 
(1 8 7  k )  s t a n d a r d ,  s t a i n e d  w i t h  C o o m a s s ie  
b l u e .  T r a c k s  2 - 7 ,  a u t o r a d i o g r a m  sh o w in g  
t h e  d e g r a d a t i o n  o f  ^ ^ ^ I - P E P  d u r i n g  a
30 m in  i n c u b a t i o n  w i t h  t r y p s i n .  A l i q u o t s  
w e r e  w i t h d r a w n  a t  0 ,  1 ,  3 ,  5 ,  15 an d  30 
m in  r e s p e c t i v e l y ,

( b )  SDS-PAGE u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  o n  t h e  
f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  a f t e r  i o n  e x c h a n g e  
c h r o m a t o g r a p h y  o f  ^ ^ ^ I - P E P / t r y p s i n ,  a f t e r  
a  30 m in  i n c u b a t i o n .  T r a c k  1 ,  r e d u c e d

(1 8 1  k )  an d  PAPP-A (1 8 7  k )  a f t e r  
s t a i n i n g  w i t h  C o o m a s s ie  b l u e .  T r a c k s
2 - 8  a u t o r a d i o g r a m  o f  t h e  f r a c t i o n s  i n  t h e  

p e a k  ( t r a c k s  2 - 5 ,  1 3 -1 6  m l e l u t e d )  
an d  i n  t h e  PAPP-A p e a k  ( t r a c k s  6 - 8 , 3 0 -3 2  
m l e l u t e d )  i n  t h e  s a l t  g r a d i e n t ,

( c )  a s  f o r  ( b )  e x c e p t  t h a t  t h e  g e l  was r u n  
u n d e r  n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .  T r a c k  1 , 
n o n - r e d u c e d  PAPP-A (4 2 0  k )  an d  0C2 M (4 0 0  k  
a p p r o x )  a f t e r  s t a i n i n g  w i t h  C o o m a s s ie  b l u e .

A l l  a u t o r a d i o g r a m s  w e r e  e x p o s e d  f o r  o n e  m o n th  
a t  - 2 0 ° C .
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c o n t e n t .  A l i q u o t s  o f  t h e  i n c u b a t i o n  m ix  w e re  w i th d r a w n  a f t e r  0 ,  1 ,

3 ,  5 f  15 a n d  30 m in ,  an d  t h e  d e g r e e  o f  d e g r a d a t i o n  a n a l y s e d  by PAGE, 

a u t o r a d i o g r a p h y  an d  d e n s i t o m e t r y  ( F i g u r e  4 : 9 a ;  T a b le  4 : 2 ) .  At z e r o  

i n c u b a t i o n  t i m e  ( i . e .  b e f o r e  a d d i t i o n  o f  t r y p s i n ) ,  PAPP-A and  a^M b a n d s  

w e re  c l e a r l y  v i s i b l e  on t h e  a u t o r a d i o g r a p h  a t  1 8 7 ,0 0 0  and  1 8 1 ,0 0 0  

r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  4 : 9 a ;  t r a c k  2 ) ,  a s  w e re  o t h e r  l o w e r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  c o n t a m i n a n t s .  As t h e  i n c u b a t i o n  p r o g r e s s e d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  

i n t e n s i t y  o f  t h e  PAPP-A p o l y p e p t i d e  a t  1 8 7 ,0 0 0  was o b s e r v e d ,  u n t i l  

a f t e r  30 m in  o n l y  a  v e r y  f a i n t  b a n d  r e m a i n e d .  A r e d u c t i o n  i n  t h e  a^M 

p o l y p e p t i d e  a t  1 8 1 ,0 0 0  was a l s o  a p p a r e n t  f ro m  0 - 1  m in .  A f t e r  1 m in  

t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  a^M b a n d  r e m a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  ( T a b l e  4 : 2 )  

Two b a n d s  a t  5 0 ,0 0 0  an d  4 0 ,0 0 0  ( a p p r o x ) ,  i n c r e a s e d  i n  i n t e n s i t y  a s  t h e  

i n c u b a t i o n  p r o g r e s s e d  ( F i g u r e  4 : 9 a ;  t r a c k s  3 - 7 ) .  T h ese  b a n d s  w e re  n o t  

p r e s e n t  i n  t h e  PEP s t a r t i n g  m a t e r i a l  (O m in ,  t r a c k  2 ) .

SDS p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  f r a c t i o n s  o f  

maximum c o u n t s  a f t e r  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y  ( F i g u r e  4 : 1 0 ;  1 3 -1 6  ml 

and  3 0 -3 2  ml e l u t e d ) , w as c a r r i e d  o u t  u n d e r  r e d u c i n g  an d  n o n - r e d u c i n g  

c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  4 : 9 b  an d  c ) . The f i r s t  p e a k  o f  r a d i o a c t i v i t y
• I O C

( F i g u r e  4 : 1 0  ; 1 2 -1 8  m l)  c o n t a i n e d  t h e  I -a^ M  ( T r a c k s  2 - 5 ;

F i g u r e  4 : 9 b  a n d  c ) ,  an d  o t h e r  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o n t a m i n a n t s .

F a i n t  b a n d s  w e re  a l s o  v i s i b l e  i n  t h e  f r a c t i o n  o f  maximum r a d i o a c t i v i t y  

fro m  t h e  s e c o n d  p e a k  ( F i g u r e  4 : 1 0 ,  2 9 -3 4  ml e l u t e d ;  F i g u r e  4 : 9  b an d  c ,  

t r a c k s  6 - 8 ) .  T h e s e  c o r r e s p o n d e d  t o  r e d u c e d  an d  n o n - r e d u c e d  PAPP-A 

r e s p e c t i v e l y .  A f a i n t  a^M b a n d  was a l s o  v i s i b l e  i n  t h e  p e a k  PAPP-A 

f r a c t i o n s  u n d e r  n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  4 : 9 c ;  t r a c k  7 ) ,  b u t  n o t  

i n  t h e  e q u i v a l e n t  f r a c t i o n  u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .
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F i g u r e  4 : 1 0  I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  i o d i n a t e d  
PEPo The p r o t e i n s  w e r e  e l u t e d  i n  a n  
NaCl g r a d i e n t  ( -  -  - )  a n d  t h e  w h o le  f r a c t i o n  
c o u n t s  r e c o r d e d  (----------------------------- 3 0  m i 'n s
i'ncubüLh'on tv/’Hn



F i g u r e  4  10

_ 4 0 0

. 3 0 02 4 -

200  O1 6 -

_100

20 2 824 3216128

Volum e (^ml)



1 1 4

3 : 4  ■ DISCUSSION

A p p ro a c h  e x p e r i m e n t s

i )  To d e t e r m i n e  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  a  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A

125I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  I - l a b e l l e d  t r y p s i n  w a s  a d d e d  t o

p r e p a r a t i o n s  o f  a^M an d  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  PAPP-A, G e l  f i l t r a t i o n  was

c a r r i e d  o u t  on  t h e s e  m i x t u r e s  t o  s e p a r a t e  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  

125p r o t e i n s  a n d  I - t r y p s i n ; p r o t e i n  c o m p l e x e s  f r o m  a l b u m i n  an d  o t h e r  lo w

125m o l e c u l a r  w e i g h t  c o n t a m i n a n t s ,  s u c h  a s  u n b o u n d  I - t r y p s i n  a n d  f r e e  

125 I .  The PAPP-A f r a c t i o n  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  was c o n t a m i n a t e d

w i t h  a lb u m in  ( F i g u r e  4 : 1 c ) ,  t h e r e f o r e  e q u i v a l e n t  c o n c e n t r a t i o n s  w e re

a d d e d  t o  t h e  g e l  f i l t e r e d  s o l u t i o n s  o f  a ^ M / t r y p s i n  an d  t r y p s i n  t o

m o n i t o r  t h e  e f f e c t  o f  i t s  p r e s e n c e  on  t h e  a s s a y .

Two p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e re  e l u t e d  when P A P P - A / t r y p s i n

and  t r y p s i n  a l o n e  w e re  f r a c t i o n a t e d  ( F i g u r e  4 : 2 ) .  T h e s e  p e a k s

c o i n c i d e d  ( a p p r o x )  w i t h  2  o f  t h e  p e a k s  o b s e r v e d  a f t e r  g e l  f i l t r a t i o n

o f  a ^ M / t r y p s i n ,  A p e a k  o f  r a d i o a c t i v i t y  a t  1 3 -1 9  ml e l u t e d  ( F i g u r e

4 : 2 )  was o b s e r v e d  a f t e r  t h e  a ^ M / t r y p s i n  f r a c t i o n a t i o n  o n l y ,  and  was

c o i n c i d e n t  w i t h  t h e  m axim um  c o n c e n t r a t i o n  (1 7  m l e l u t e d ) .  On

f r a c t i o n a t i o n  o f  a ^ M / t r y p s i n ,  75.5%  a n d  59% o f  t h e  a n t i - a ^ M  a n d  TCA

p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  o c c u r r e d  i n  t h e  a^M/PAPP-A r a n g e ,  co m p ared  w i t h

32% an d  16% o f  t h e  a n t i -P A P P - A  an d  PTA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  a f t e r  g e l

f i l t r a t i o n  o f  P A P P - A / t r y p s i n ,  As PAPP-A an d  e l u t e d  i n  t h e  same

r a n g e ,  an d  f ro m  t h e  p r e c i p i t a t i o n  r e s u l t s  ( F i g u r e  4 : 3 a  an d  b ) , i t

125w o u ld  a p p e a r  t h a t  PAPP-A d o e s  n o t  b i n d  I - t r y p s i n  i n  t h i s  a s s a y ,  

w h e r e a s  d o e s .



1 1 5

The PTA/TGA p r e c i p i t a t i o n  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  a lb u m in

p r e s e n t  i n  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  e x p e r i m e n t s  was a s s o c i a t i n g  w i t h  t h e  

125
I - t r y p s i n o  T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  n o t  u n e x p e c t e d  a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  

f e a t u r e  o f  s e ru m  a l b u m i n  i s  i t s  a b i l i t y  t o  b i n d  a l a r g e  num ber o f  

d i f f e r e n t  b i o l o g i c a l  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d s  an d  

s t e r o i d s ,  a s  w e l l  a s  s y n t h e t i c  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  d y e s  (co g o  C i b a c r o n  

b l u e )  a n d  d r u g s  ( A n d e r s s o n ,  1 9 7 9 )„

From  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  f o l l o w i n g  im p ro v e m e n ts  

w e re  s u g g e s t e d .  T he  immune p r e c i p i t a t i o n  r e s u l t s  ( F i g u r e  4 : 3 b )  a f t e r  

g e l  f i l t r a t i o n  o f  P A P P - A / t r y p s i n  an d  t r y p s i n  showed t h a t  t h e  i m m o b i l i ­

s e d  a n t i - P A P P - A  was p r e c i p i t a t i n g  a l b u m i n / t r y p s i n  c o m p le x e s  an d  f r e e  

125
I - t r y p s i n .  The s p e c i f i c i t y  o f  t h e s e  a s s o c i a t i o n s  was n o t  d e t e r m in e d ,  

H ow ever ,  t o  e l i m i n a t e  a n y  p o s s i b l e  c o n t a m i n a t i n g  n o n - p r e g n a n c y  s p e c i f i c  

a n t i b o d i e s  ( s e e  S u t c l i f f e  ^  a l , 1 9 8 0 a )  t h e  PAPP-A a n t i s e r u m  was 

r e a b s o r b e d  w i t h  a d u l t  m a le  s e r u m  and  a f r e s h  b a t c h  o f  i m m o b i l i s e d  

a n t i - P A P P - A  p r e p a r e d .  A l s o ,  a s  a n  ad d ed  p r e c a u t i o n ,  100 p i  o f  a d u l t  

m a le  s e r u m  w e re  m ix e d  w i t h  e a c h  m l o f  im m o b i l i s e d  a n t i -P A P P - A  p r i o r  t o  

f u r t h e r  immune CKd^or-ph’cn  a n a l y s e s ,  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  b l o c k i n g  o f  

a n y  r e m a i n i n g  n o n - p r e g n a n c y  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  S u b s e q u e n t  immuno- 

ajdsorf-ii'on e x p e r i m e n t s  c o n f i r m e d  t h e  s u c c e s s  o f  t h e s e  m e a s u r e s  ( s e e ,  

f o r  e x a m p le ,  F i g u r e  4 : 8 ) .

As o n l y  a  s i n g l e  P A P P - A / t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y  h a d  b e e n  c a r r i e d  

o u t  an d  b e c a u s e  o f  t h e  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  a n t i - P A P P - A  

immunoc\()5 "o rp h d n a  y i t  was d e c i d e d  t o  r e p e a t  t h e  e x p e r i m e n t  u s i n g  a

m o re  p u r e  p r e p a r a t i o n  o f  PAPP-A. C o n s e q u e n t l y  t h e  p u r i f i c a t i o n  

p r o t o c o l  r e p o r t e d  i n  C h a p t e r  3 was d e v e l o p e d .  H ow ever,  a s  t h e  

r e s u l t a n t  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n  was c o n t a m i n a t e d  w i t h  a  

s i g n i f i c a n t  am o u n t  o f  t h e  p r o t o c o l  o f  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y
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h a d  t o  b e  c h a n g e d  a c c o r d i n g l y ,  an d  a n  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y  s t e p  

i n c o r p o r a t e d  i n s t e a d  o f  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  i n  o r d e r  t o  s e p a r a t e  t h e s e  

two p r o t e i n s o

i i )  V a l i d a t i o n  o f  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y  i n c o r p o r a t i n g  i o n  e x c h a n g e  

c h r o m a t o g r a p h y

On i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  ( F i g u r e  4 : 4 ) ,  e l u t e d  

m a x i m a l l y  a t  120 mM NaCl an d  PAPP-A a t  270 mM, th o u g h  some was a l s o  

d e t e c t e d  h e r e *  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  good a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  a l r e a d y  

p u b l i s h e d  d e s p i t e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  m e th o d s  o f  p u r i f i c a t i o n  ( B i s c h o f ,  

1 9 7 9 ;  S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b )o

125T he r e s u l t s  o f  t h e  i n i t i a l  e x p e r i m e n t  u s i n g  oc^M an d  I - t r y p s i n

show ed t h a t  t h i s  was i n d e e d  a  v a l i d  a s s a y  f o r  a s s e s s i n g  t r y p s i n  b i n d i n g

( F i g u r e  4 : 5 ) *  The i m m o b i l i s e d  a n t i - a 2 M u s e d  i n  t h i s  p a r t i c u l a r

e x p e r i m e n t  was r a t h e r  “o ld *  and  h e n c e  i t s  c a p a c i t y  f o r  p r e c i p i t a t i o n

was n o t  v e r y  h i g h  co m p ared  w i t h  s u b s e q u e n t  i m m u n o c x â - s o r p h c r n

e x p e r i m e n t s  u s i n g  * f r e s h ®  c o n j u g a t e s  ( s e e ,  f o r  e x a m p le ,  F i g u r e  4 : 7 ) o

H ow ever ,  i t  was a p p a r e n t  t h a t  o ^ M ^ t r y p s i n  c o m p le x e s  c o u l d  be

p r e c i p i t a t e d  i n  t h e  e x p e c t e d  r e g i o n ,  as  p r e d i c t e d  b y  AACE, TCA

p r e c i p i t a t i o n s  a n d  p r e v i o u s  i o n  e x c h a n g e  e x p e r i m e n t s „ A few

t r y p s i n  c o m p le x e s  ( t o o  f e w  t o  b e  d e t e c t e d  by AACE), w e re  a l s o  e l u t e d  i n

t h e  s m a l l  p e a k  o f  r a d i o a c t i v i t y  a t  27»5 ml e l u t e d  (2 9 5  mM N aC l; F i g u r e

1254 : 5 ) ,  a s  i n d i c a t e d  by  Im m u n o a .c ^ s o rp h b n  (9*2% Cof© a  I - t r y p s i n  

c o n t r o l  w h ic h  g a v e  6o5% p r e c i p i t a t i o n  w i t h  a n t i - a 2 M)o T he r e a s o n  f o r  

t h e  e l u t i o n  o f  t h e  s m a l l  am o u n t  o f  a t  t h i s  m o l a r i t y  i s  n o t  know n, 

b u t  i t  was n o t  c o n s i d e r e d  t o  b e  a p r o b l e m ,  s i n c e  t h e  immune

v a l u e s  w o u ld  e n a b l e  c e ^ M :t ry p s in  c o m p le x e s  t o  b e  d i s t i n g u i s h e d  

f ro m  a n y  P A P P - A : t r y p s i n  c o m p le x e s  w h ic h  w o u ld  a l s o  e l u t e  i n  t h i s  r a n g e *
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T r y p s i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PEP

When m ix e d  w i t h  i o d i n a t e d  t r y p s i n ,  and  PAPP-A e l u t e d  f ro m

t h e  i o n  e x c h a n g e  c o lu m n  a t  s u b s t a n t i a l l y  d i f f e r e n t  p o i n t s ,  w h ic h

e n a b l e d  t h e  a n a l y s e s  o f  t h e i r  r e s p e c t i v e  t r y p s i n  b i n d i n g  c a p a c i t i e s *

H ow ever ,  a s  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  some was e l u t e d  i n  t h e  f r a c t i o n s

c o n t a i n i n g  PAPP-A ( s e e  s e c t i o n  ( i i )  i n  A p p ro a ch  e x p e r i m e n t s ) *  I n

F i g u r e  4 : 7 ,  t h e r e  i s  a c l o s e  p a r a l l e l i s m  b e tw e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f

125
c%2 M an d  t h e  n u m b er  o f  I - t r y p s i n  c o u n t s  i n  t h e  f r a c t i o n s *  F u r t h e r ,  

t h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  c o u n t s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  a n t i - a 2 M ( F i g u r e  

4 : 7 ) o T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e s e  f r a c t i o n s  c o n t a i n e d  t r y p s i n  

co m p lex e s*  I n  t h e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  PAPP-A l e s s  t h a n  10% o f  t h e  

c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a b l e  w i t h  a n t i - P A P P - A ,  a  v a l u e  c o m p a r a b le  w i t h  

t h e  p r e c i p i t a t i o n  c o n t r o l  ( F i g u r e  4 : 8 ) *  Thus t h e r e  was no e v i d e n c e  

f o r  t r y p s i n  b e i n g  b o u n d  t o  PAPP-A*

The e f f e c t  o f  t r y p s i n  o n  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r o d u c t

PAPP-A e n r i c h e d  p r o d u c t  (PEP) was i n c u b a t e d  w i t h  a  3 :1  m o la r  

r a t i o  o f  t r y p s i n  t o  « 2 ^  c o n t e n t ,  t o  e n s u r e  t h a t  m o re  t h a n  e n o u g h  t r y p s i n  

was a v a i l a b l e  t o  s a t u r a t e  a l l  t h e  « 2 ^  b i n d i n g  s i t e s  and  t o  i n t e r a c t  

w i t h  PAPP-A ( « 2 ^  b i n d s  1 -2  m o l e c u l e s  o f  t r y p s i n ;  S t a r k e y  & B a r r e t t ,  

1977)*  The r e s u l t s  f r o m  a u t o r a d i o g r a p h y  and  d e n s i t o m e t r y  o f  t h e  

a l i q u o t s  w i t h d r a w n  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  s u g g e s t  t h a t  PAPP-A 

was b e i n g  d e g r a d e d  b y  t h e  t r y p s i n  ( F i g u r e  4 : 9 a  and  T a b l e  4 : 2 ) *  As 

t h e  i n c u b a t i o n  p r o g r e s s e d  t h e  b a n d  a t  1 8 7 ,0 0 0  d e c r e a s e d  i n  i n t e n s i t y  

( T a b l e  4 : 2 ) ,  w h i l e  b a n d s  a t  4 0 ,0 0 0  and  5 0 ,0 0 0  ( t h o u g h t  t o  b e  t r y p t i c  

f r a g m e n t s ;  F i g u r e  4 : 9 a ) ,  i n c r e a s e d *  The b a n d  a t  1 8 1 ,0 0 0 ,  c o r r e s p o n d i n g  

t o  « 2 ^» show ed a n  i n i t i a l  d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  b e t w e e n  0 - 1  m in
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( T a b le  4 : 2 ) *  On r e d u c t i o n  t r y p s i n  c o m p le x e s  a r e  b r o k e n  down i n t o

f r a g m e n t s  o f  8 5 ,0 0 0  mol w t  ( s e e  H a l l  and  R o b e r t s ,  1 9 7 8 ) ,  d u e  t o  t h e

t r y p t i c  c l e a v a g e  o f  t h e  ' b a i t ®  r e g i o n  i n  ( s e e  C h a p t e r  1 ,  s e c t i o n

4 : l ) o  D u r in g  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e  i n t e n s i t y  o f

t h i s  b an d  r e m a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  ( T a b l e  4 : 2 ) *  S t a r k e y  and

B a r r e t t  (1 9 7 7 )  n o t e d  t h a t  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  r a t i o  o f  t r y p s i n  t o

t h e  b i n d i n g  r e a c t i o n  was c o m p l e t e  i n  one  m i n u te  and  no f u r t h e r  c h a n g e

o c c u r r e d  o v e r  a  s u b s e q u e n t  30 m in  i n c u b a t i o n *  The r e s u l t s  o b t a i n e d

h e r e  a r e  a l s o  i n  k e e p i n g  w i t h  t h e s e  o b s e r v a t i o n s *  T he t r y p s i n  n o t

bound  by  « 2 M c o n t i n u e d  t o  d e g r a d e  t h e  PAPP-A t h r o u g h o u t  t h e  i n c u b a t i o n

p e r i o d *  T he r e s u l t s  f r o m  t h e  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y  show ed t h a t

« 2 ^  ( « 2 ^ : t r y p s i n  c o m p le x e s  a n d  f r e e  # 2 ^ ) ,  was p r e s e n t  i n  t h e  i n c u b a t i o n

m ix ,  t o g e t h e r  w i t h  som e n a t i v e  PAPP-A ( F i g u r e  4 :9 b  and  c )  * B o th

p r o t e i n s  e l u t e d  a t  t h e  e x p e c t e d  m o l a r i t i e s *

I t  i s  a p p a r e n t  f ro m  t h e  a u t o r a d i o g r a p h y  and  d e n s i t o m e t r i c

a n a l y s e s  ( F i g u r e  4 : 9 a  a n d  T a b l e  4 : 2 ) ,  t h a t  t h e  0:2 ^  a n d  PAPP-A i n  PEP

125show  d i s p r o p o r t i o n a t e  r a d i o l a b e l l i n g ,  w i t h  t h e  am oun t o f  I - l a b e l l e d

125
« 2 ^  b e i n g  3*4 t i m e s  g r e a t e r  t h a n  I - l a b e l l e d  PAPP-A ( T a b le  4 : 2 ) *

The r e a s o n  f o r  t h i s  d i f f e r e n c e  i s  n o t  c l e a r *  On i o n  e x c h a n g e  o f

125
I -P E P ,  a f t e r  t h e  30 m in  t r y p s i n  i n c u b a t i o n  ( F i g u r e  4 : 1 0 ) ,  t h e  num ber

o f  c o u n t s  i n  t h e  f r a c t i o n  o f  maximum r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  ' # 2 #® p e a k

3(15  ml e l u t e d ;  3 1 . 4  x  10 c p s )  w as 6*4 t im e s  g r e a t e r  t h a n  t h e  num ber

o f  c o u n t s  i n  t h e  f r a c t i o n  o f  maximum r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  PAPP-A p e a k

(31  ml e l u t e d ;  4*9 x  10 c p s ) *  The d i s p r o p o r t i o n a t e  r a d i o l a b e l l i n g  o f

t h e s e  2 p r o t e i n s  i n  PEP c a n n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  t o t a l  d i f f e r e n c e

o b s e r v e d  i n  t h e  p e a k  h e i g h t s *  F a i n t  b a n d s  a t  a p p r o x i m a t e l y  4 0 ,0 0 0  an d

5 0 ,0 0 0  ( t h o u g h t  t o  b e  t r y p t i c  f r a g m e n t s  o f  PAPP-A), a r e  a p p a r e n t  i n
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t h i s  r e g i o n  ( t r a c k s  2 - 5 ;  F i g u r e  4 : 9 b ) ,  b u t  n o t  i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

PAPP-A r e g i o n  ( t r a c k s  6 - 8 )* T h i s  w ou ld  seem  t o  s u g g e s t  t h a t  r a d i o ­

l a b e l l e d ,  t r y p t i c  f r a g m e n t s  o f  PAPP-A a r e  e l u t i n g  i n  t h e  r a n g e *

T o g e t h e r  w i t h  t h e  d i s p r o p o r t i o n a t e  r a d i o l a b e l l i n g  o f  PEP, t h i s  

o b s e r v a t i o n  w o u ld  see m  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  am o u n t  o f  

r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  an d  PAPP-A p e a k s  a f t e r  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g ­

ra p h y *

P r e v i o u s l y ,  i n  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  e x p e r i m e n t s ,  t h e  m o l a r  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a^M i n  t h e  PEP s a m p le  w e re  i n  e x c e s s  o f  t h e  t r y p s i n  

m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s *  T h e r e f o r e ,  i t  c o u l d  b e  a r g u e d  t h a t  t h e  0 2 ^  

was b i n d i n g  t o  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  t r y p s i n ,  l e a v i n g  o n l y  a  s m a l l  

am o u n t  u n b o u n d  t o  i n t e r a c t  w i t h  PAPP-A and  h e n c e  no P A P P - A : t r y p s i n  

c o m p le x e s  w e re  d e t e c t e d *  H o w ev er ,  i n  t h e  i n c u b a t i o n  s t u d i e s  d e s c r i b e d

a b o v e ,  c o n d i t i o n s  w e re  s u c h  t h a t  t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t r y p s i n  

e x c e e d e d  t h o s e  o f  « 2 ^  an d  PAPP-A ( 1 * 5 : 1 ) *  H ence s u f f i c i e n t  t r y p s i n  

was p r e s e n t  t o  s a t u r a t e  t h e  0(2 ^  b i n d i n g  s i t e s  and  i n t e r a c t  w i t h  PAPP-A 

to o *  E v en  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  P A P P - A : t r y p s i n  b i n d i n g  was n o t  

d e t e c t e d ,  an d  PAPP-A r e m a i n e d  s u s c e p t i b l e  to  t r y p t i c  d i g e s t i o n  

t h r o u g h o u t  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d *  T h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  t o g e t h e r  w i t h  

t h e  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  an d  g e l  f i l t r a t i o n  r e s u l t s ,  i n d i c a t e  

t h a t  PAPP-A, u n l i k e  « 2 ^ )  d o e s  n o t  b i n d  t r y p s i n *

4* PLASMIN BINDING PROPERTIES OF PEP

4 :1  INTRODUCTION

« 2 ^  i s  a  m a j o r  i n h i b i t o r  o f  p l a s m i n  i n  b l o o d  ( S t a r k e y  and  

B a r r e t t ,  1 9 7 7 ) ,  a n d  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  B i s c h o f  (1 9 7 9 )  h a v e  c l a i m e d
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t h a t  PAPP-A a l s o  i n h i b i t s  p l a s m in *  The p l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s

o f  t h e  PAPP-A e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n ,  p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 ,

125
was t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d *  As i n  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y ,  I -  

p l a s m i n  was a d d e d  t o  PEP* The d i f f e r e n t  p r o t e i n  s p e c i e s  w e re  

s u b s e q u e n t l y  r e s o l v e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  and i o n  e x c h a n g e  c h r o m a to g ra p h y ,

4 :2  MATERIALS AND METHODS 

MATERIALS

P la s m in o g e n  an d  f i b r i n o g e n  (p e a k  1 ) ,  w e re  a  g i f t  f r o m  Dr*

Graham Kemp, S t*  A ndrew s U n i v e r s i t y *  S t r e p t o k i n a s e  and  a  f u r t h e r  

s o u r c e  o f  f i b r i n o g e n  ( f r a c t i o n  1 ) ,  w e re  o b t a i n e d  f ro m  Sigma* G e l a t i n  

was p u r c h a s e d  f r o m  BDH an d  EDTA f ro m  Koch L i g h t  L a b o r a t o r i e s  L td*  

P l a s m in o g e n  ( i n  50 mM T r i s ,  12 mM NaCl pH 7 * 4 ) ,  was i o d i n a t e d  b y  t h e  

l a c t o p e r o x i d a s e  m e th o d  ( B o l t o n ,  1 9 7 7 ) ,

METHODS

A p p ro a ch  E x p e r im e n t s

125( i )  To e s t a b l i s h  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  I - p l a s m i n

N o n - i o d i n a t e d  p l a s m i n o g e n  (1 7 * 5  p g )  i n  100 p i  o f  50 mM T r i s ,

12 mM NaCl pH 7* 4  an d  l a c t o p e r o x i d a s e  i o d i n a t e d  p l a s m i n o g e n  (1 * 4  p g ;

19 p C i / p g )  i n  200  p i  o f  50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  0*27* g e l a t i n  pH. 7 * 5 ,  

w e re  a c t i v a t e d  o n  i n c u b a t i o n  w i t h  80 u n i t s  o f  S t r e p t o k i n a s e  ( 2 , 0 0 0  

u n i t s / m l )  f o r  20 m in  a t  37°C* T he f i b r i n o g e n o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  

p l a s m i n  p r o d u c e d  was d e t e r m i n e d  a s  f o l l o w s *  An a l i q u o t  (25  p i )  o f

t h e  a c t i v a t e d  p l a s m i n o g e n  m i x t u r e s  was i n c u b a t e d  f o r  3 h  a t  37°C w i t h

0*1 mg o f  f i b r i n o g e n  (1  m g/m l i n  5 mM EDTA)* SDS p o l y a c r y l a m i d e  g e l s
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(5 -1 5 % ) an d  a u t o r a d i o g r a p h y  w e re  u s e d  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  

i o d i n a t e d  a n d  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e  p l a s m i n ,  a s  j u d g e d  f ro m  f i b r i n o g e n  

d e g r a d a t i o n *

( i i )  S e p a r a t i o n  o f  b o u n d  an d  u n b o u n d  c o m p o n e n ts  by  g e l  f i l t r a t i o n

A 1 m l s a m p le  o f  d i a l y s e d  PEP (8 3  pg PAPP-A; 138 pg  was

m ix ed  w i t h  100 p i  o f  i o d i n a t e d  p l a s m i n o g e n  (0 * 5  p g ;  19 p C i / p g )  and  1 mg

o f  BSAo T h i s  s o l u t i o n  was a p p l i e d  t o  a  g e l  f i l t r a t i o n  co lu m n  o f

S e p h a r o s e  4B (0 * 9  x  57 cm ) ,  e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A a t  4°C* The

s a m p le  was e l u t e d  f o r  7 h a t  5 m l / h r  w i t h  t h e  sam e b u f f e r *  The

p o i n t s  o f  e l u t i o n  o f  PAPP-A and  w e re  d e t e r m i n e d  b y  AACE* BSA

e l u t i o n  was m o n i t o r e d  b y  PAGE a n d  a TCA p r e c i p i t a t i o n  was u s e d  t o  

125
l o c a t e  t h e  I - p l a s m i n o g e n *

P l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PEP 

125 I - l a b e l l e d  p l a s m i n o g e n  (1 * 4  p g ;  19 p C i / p g )  w e re  a c t i v a t e d

w i t h  S t r e p t o k i n a s e  ( s e e  s e c t i o n  ( i )  i n  A p p ro a ch  e x p e r i m e n t s ) *  H a l f

o f  t h e  r e a c t i o n  m ix  ( 1 2 0  p i )  was s u b s e q u e n t l y  i n c u b a t e d  w i t h  1  m l o f

d i a l y s e d  PEP c o n t a i n i n g  80 pg  o f  PAPP-A and  140 pg o f  « 2 ^» f o r  1 h  a t

37°C* As a n  a c t i v i t y  c o n t r o l ,  t h e  f i b r i n o g e n  d e g r a d a t i v e  p r o p e r t i e s  

125
o f  t h e  I - p l a s m i n  w e re  d e t e r m i n e d  b y  PAGE ( s e e  s e c t i o n  ( i )  i n  

A p p ro a c h  e x p e r i m e n t s ) *

125T he m i x t u r e  o f  I - p l a s m i n  and  PEP was a p p l i e d  t o  a  S e p h a r o s e  

4B g e l  f i l t r a t i o n  co lu m n  ( s e e  s e c t i o n  ( i i )  i n  A p p ro a c h  e x p e r i m e n t s ) ,  

l i n k e d  a t  i t s  l o w e r  en d  t o  a  co lu m n  o f  S e p h a r o s e  DEAE CL6 B (0 * 9  x  0*8 cm) 

A f t e r  t h e  p r o t e i n  m i x t u r e  h a d  b e e n  a p p l i e d ,  t h e  co lu m n s  w e re  w a sh e d  

w i t h  27 m l o f  b u f f e r  A a t  5 m l /h *  The two co lu m n s  w e r e  t h e n  

d i s c o n n e c t e d  an d  a n  18 m l s a l t  g r a d i e n t  (0-0*4M  NaCl i n  b u f f e r  A)
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F i g u r e  4 ; I I  A n a l y s i s  o f  t h e  f i b r i n o l y t i c  p r o p e r t i e s  o f  
^ ^ ^ I - p l a s m i n ,  F i b r i n o g e n  b re a k d o w n  was 
o b s e r v e d  o n  6-12% S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l s *  
T r a c k  1 ,  m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s ;  
t r a c k s  , 1 0 0  p g  o f  f i b r i n o g e n  a f t e r  i n c u b a t i o n  
w i t h  0 . 2  pg  o f  S t r e p t o k i n a s e  a c t i v a t e d  
p l a s m i n o g e n ;  t r a c k  3 ,  100 pg o f  f i b r i n o g e n  
a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  3 pg o f  s t r e p t o k i n a s e  
a c t i v a t e d  p l a s m i n o g e n ;  t r a c k  4 ,  100 pg  o f  
f i b r i n o g e n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  40 p 
o f  s t r e p t o k i n a s e *

F i g u r e  4 ; 1 2  An a u t o r a d i o g r a m  o f  a n  SDS-PAGE g e l  u n d e r
r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  s h o w in g ;  ^ ^ I - p l a s m i n o g e n  
( t r a c k  1 ) ;  0 , 2 pg s t r e p t o k i n a s e  a c t i v a t e d  

I - p l a s m i n o g e n  ( t r a c k  2 ) ;  an d  0*2 pg  o f  
s t r e p t o k i n a s e  a c t i v a t e d  ^ ^ ^ I - p l a s m i n o g e n  
a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  1 0 0  pg o f  f i b r i n o g e n  
( t r a c k  3 )*  E x p o s u r e  6  d a y s  a t  room 
t e m p e r a t u r e *
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a p p l i e d  t o  t h e  i o n  e x c h a n g e  co lu m n  ( s e e  G e n e r a l  m e th o d s  s e c t i o n  o f  

t h i s  c h a p t e r ) *  F r a c t i o n s  w e re  a n a l y s e d  b y  immune a *

T h e i r  r a d i o a c t i v i t y  a n d  c o n d u c t i v i t y  w e re  a l s o  m e a s u r e d ,  t o g e t h e r  w i t h  

t h e  e l u t i o n  p o i n t s  o f  PAPP-A a n d  a^M*

4 : 3  RESULTS 

A p p ro a c h  E x p e r im e n t s

125
( i )  To e s t a b l i s h  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  I - p l a s m i n

125
B e f o r e  t h e  I - l a b e l l e d  p l a s m i n  was u s e d  i n  p r o t e i n  b i n d i n g

a s s a y s ,  c o n t r o l s  w e r e  m ade t o  t e s t  i t s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y *  F i b r i n o g e n

b re a k d o w n  was o b s e r v e d  o n  SDS p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  

125
a c t i v a t e d  I - p l a s m i n o g e n  ( t r a c k  2 ;  F i g u r e  4 ; 1 1 ) *  Com pared w i t h  t h e

c o n t r o l  f i b r i n o g e n  ( t r a c k  4 ) ,  t h e r e  was a  r e d u c t i o n  i n  t h e  f i b r i n o g e n  a

d o u b l e t  an d  some i n t e n s i f i c a t i o n  o f  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d s  ( t r a c k  2 ) ,

125T h i s  e x p e r i m e n t  was c a r r i e d  o u t  w i t h  l i m i t i n g  q u a n t i t i e s  o f  I - p l a s m i n ,

When u n l a b e l l e d  p l a s m i n  was a d d e d  i n  e x c e s s ,  t h e  d e g r a d a t i o n  o f

f i b r i n o g e n  a p p r o a c h e d  c o m p l e t i o n  ( t r a c k  3 )*  On a u t o r a d i o g r a p h y  o f  

125
I - p l a s m i n o g e n ,  a n  i n t e n s e  b a n d  was o b s e r v e d  a t  9 1 , 0 0 0 ,  c o r r e s p o n d i n g  

t o  r a d i o l a b e l l e d  p l a s m i n o g e n  ( t r a c k  1 , F i g u r e  4 : 1 2 ) *  W ith  s t r e p t o ­

k i n a s e  a c t i v a t i o n  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h i s  b an d  was r e d u c e d ,  and  two new 

b a n d s  a p p e a r e d  a t  4 8 ,0 0 0  an d  2 6 ,0 0 0  r e s p e c t i v e l y  ( t r a c k s  2 and  3 )*

( i i )  S e p a r a t i o n  o f  b ound  and  u n b o u n d  c o m p o n e n ts  b y  g e l  f i l t r a t i o n

G el f i l t r a t i o n  was i n v e s t i g a t e d  a s  a  p o s s i b l e  m e th o d  f o r  t h e

s e p a r a t i o n  o f  p l a s m i n o g e n  an d  u n b o u n d  p l a s m i n  f ro m  b ound  p l a s m i n ,

125
and  PAPP-A* A s o l u t i o n  o f  PEP, I - p l a s m i n o g e n  an d  BSA was f r a c t i o n ­

a t e d  o n  a c o lu m n  o f  S e p h a r o s e  4B, and  t h e  p o i n t s  o f  e l u t i o n  o f  t h e s e



1 2 4

125
F i g u r e  4 : 1 3  G e l  f i l t r a t i o n  o f  a  s o l u t i o n  o f  PEP, I -

p l a s m i n o g e n  an d  BSA o n  a  co lu m n  o f  
S e p h a r o s e  4B,

( a )  E l u t i o n  o f  BSA ( u p p e r  p a n e l )  was 
m o n i t o r e d  o n  SDS-PAGE an d  t h e  i n t e n s i t y  
o f  s t a i n i n g  o f  t h e  b a n d s  w i t h  C o o m a s s ie  
b l u e  p l o t t e d *  « 2 ^  and  PAPP-A e l u t i o n  
( m i d d l e  an d  lo w e r  p a n e l s  r e s p e c t i v e l y )  
w e re  m o n i t o r e d  o n  AACE an d  r o c k e t  
h e i g h t  p l o t t e d *

125( b )  T he e l u t i o n  p o i n t  o f  I - p l a s m i n o g e n  was 
m o n i t o r e d  by  d e t e r m i n i n g  t h e  e l u t i o n  o f
t h e  TCA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  (----------)*  The
c o u n t s  i n  t h e  u n p r e c i p i t a t e d  f r a c t i o n s  
w e re  a l s o  r e c o r d e d  ( -  -  - ) *
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p r o t e i n s  d e t e r m i n e d  ( F i g u r e  4 : 1 3 ) o  a  M and  PAPP-A w e re  d e t e c t e d  f ro m
2

2 1 -3 2  m l e l u t e d  (maximum PAPP-A a t  2 5 - 2 6 » 5 ml and  maximum a t  2 5 » 5 -

28o5 m l )»  BSA b e g a n  t o  e l u t e  a f t e r  26 m l ,  r e a c h i n g  a  maximum a t  

125
31»5 m l ,  an d  I - p l a s m i n o g e n  b e g a n  t o  e l u t e  a f t e r  27 m l ,  r e a c h i n g  i t s  

maximum a t  31 ml»

P l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PEP

125
I n  t h i s  e x p e r i m e n t  I - l a b e l l e d  p l a s m i n  was fo rm e d  by  

125
a c t i v a t i n g  I - p l a s m i n o g e n  w i t h  s t r e p t o k i n a s e  and  t h e  m i x t u r e  a d d e d  t o

t h e  PEP» T h i s  p r e p a r a t i o n  was s u b s e q u e n t l y  f r a c t i o n a t e d  by  g e l

f i l t r a t i o n  t o  rem o v e  t h e  f r e e  p l a s m i n o g e n  and  p l a s m i n  f ro m  an y  bound

p l a s m i n ,  a n d  PAPP-A» I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  was u s e d  t o

s e p a r a t e  f r o m  t h e  PAPP-A an d  t o  r e s o l v e  a n y  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t

p l a s m i n  c o m p le x e s »  I n i t i a l l y ,  s e p a r a t e  i o n  e x c h a n g e  f r a c t i o n a t i o n s

125
w e re  c a r r i e d  o u t  o n  I - p l a s m i n o g e n  and  s t r e p t o k i n a s e  a c t i v a t e d  

125
I - p l a s m i n o g e n ,  an d  t h e i r  e l u t i o n  maxima w e re  l o c a t e d  a t  150 mM and 

90 mM NaCl r e s p e c t i v e l y »

R a d i o l a b e l l e d  p l a s m i n  was t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  PEP and  t h e  

m i x t u r e  f r a c t i o n a t e d  on  S e p h a r o s e s  4B and  DEAE CL6 B» Two p e a k s  o f  

r a d i o a c t i v i t y  w e re  o b s e r v e d  ( F i g u r e  4 : 1 4 )  i n  t h e  e l u a t e  c o l l e c t e d  

f r o m  t h e  i o n  e x c h a n g e  c o lu m n ,  a f t e r  i t  h ad  b e e n  d i s c o n n e c t e d  f ro m  t h e  

c o lu m n  o f  S e p h a r o s e  4B» T he f i r s t  p e a k  was l a r g e s t  an d  e l u t e d  

m a x i m a l l y  a t  130  mM NaCl» The s e c o n d  p e a k  b e g a n  t o  e l u t e  a t  265 mM 

N aC l,  w i t h  t h e  maximum c o u n t s  a t  325 mM NaCl» AACE a lw a y s  showed 

t h a t  m o s t  a^M was e l u t e d  b e t w e e n  4 2 -4 7  ml ( F i g u r e  4 : 1 5 ) ,  w h ic h  

c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  f r a c t i o n s  m a k in g  up t h e  l a r g e s t  p e a k  o f  r a d i o a c t i v e  

p l a s m in »  PAPP-A was e l u t e d  b e t w e e n  5 6 -5 9  ml and  some a^M was a l s o  

d e t e c t e d  t h e r e  ( F i g u r e  4 : 1 5 ) »



1 2 6

F i g u r e  4 : 1 4  I o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a  PAPP-A 
e n r i c h e d  f r a c t i o n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  
^ ^ ^ I - p l a s m i n »  The p r o t e i n s  w e re  e l u t e d  
w i t h  a n  NaCl g r a d i e n t  ( -  -  - )  an d  w h o l e  
f r a c t i o n  c o u n t s  r e c o r d e d  ( • -----# ) »

F i g u r e  4 : 1 5  Immunook^sorpMbn _ w i t h  i m m o b i l i s e d
a n t i - a „ M  an d  a n t i -P A P P -A »  Lower p a n e l :  
1 2 5 i „ p i a s m i n  c o u n t s  p r e c i p i t a t e d  b y
i m m o b i l i s e d  a n t i - a „ M  ( a  a )  an d  a n t i -
PAPP-A ( □ — □,)» U pper  p a n e l :  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  ( a --------a )  and  PAPP-A ( □ —- □ )
d e t e r m i n e d  b y  AACE»
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1 2 5TABLE 4 : 3  I - p l a s m i n  c o u n t s  b i n d i n g  t o  i n  PEP a f t e r  i o n

e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y

Volume T o t a l  T o t a l  PAPP-A T o t a l  c p s  p e r
e l u t e d

(m l )  ( p g )  ( p g )  c p s  pg

4 3 - 4 6  39 n o t  d e t e c t e d  3960 101o5

5 7 -5 8  3o5 29 430  1 2 2 ,9



12 8

F i g u r e  4 ;  16 TCA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  ( ----------) i n  100 p i
a l i q u o t s  o f  t h e  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  f ro m  
t h e  co lu m n  o f  S e p h a r o s e  4B a f t e r  d i s c o n n e c t i o n  
f ro m  t h e  i o n - e x c h a n g e  c o lu m n ,  d u r i n g  t h e  
f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  ^ ^ ^ I - p l a s m i n / P E P  m ix ,

c o u n t s  i n  1 0 0  p i  u n p r e c i p i t a t e d  f r a c t i o n s  
w e re  a l s o  r e c o r d e d  ( -  -  - ) ,
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I n  t h e  f r a c t i o n  o f  maximum r a d i o a c t i v i t y  (4 4  ml e l u t e d ) ,  55%

125o f  t h e  I - p l a s m i n  c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a b l e  b y  t h e  i m m o b i l i s e d  

a n t i - a ^ M  co m p a re d  w i t h  1% b y  t h e  an t i -P A P P -A o  Of t h e  r a d i o a c t i v i t y  

i n  t h e  s m a l l e r  p e a k  ( a t  58 m l ) ,  75% o f  t h e  c o u n t s  w e re  p r e c i p i t a b l e  

by  t h e  an t i -Œ g M  a n d  21% by  t h e  a n t i - P A P P - A  ( F i g u r e  4 : 1 5 ) *  A - f u r t h e r  

2  p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e re  o b s e r v e d  i n  t h e  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  

f ro m  t h e  c o lu m n  S e p h a r o s e  4B, a f t e r  d i s c o n n e c t i o n  f ro m  t h e  i o n  e x c h a n g e  

co lu m n  ( F i g u r e  4 ; 1 6 ) o  T he  f i r s t  p e a k  w h ic h  e l u t e d  b e tw e e n  0 - 4  ml 

a f t e r  d i s c o n n e c t i o n ,  was s m a l l e s t ,  an d  84% o f  t h e  c o u n t s  i n  t h i s  p e a k  

w e re  TCA p r e c i p i t a b l e o  I n  t h e  s e c o n d  p e a k  ( 4 - 1 8  m l ) ,  8 % o f  t h e  

c o u n t s  w e re  TCA p r e c i p i t a b l e o  T he 2 p e a k s  w e re  t h e r e f o r e  j u d g e d  t o  b e  

r a d i o l a b e l l e d  p l a s m i n o g e n  p l u s  p l a s m i n ,  and  f r e e  i o d i n e  r e s p e c t i v e l y o

4 : 4  DISCUSSION

A p p ro a c h  E x p e r im e n t s

S t r e p t o k i n a s e  a c t i v a t i o n  o f  i o d i n a t e d  p l a s m i n o g e n  p r o d u c e d

i o d i n a t e d  an d  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e  p la s m in o  On a u t o r a d i o g r a p h y  o f  a n

e l e c t r o p h o r e s e d  (SDS PAGE) s a m p le  o f  l a b e l l e d  p l a s m i n o g e n  (C h lo r a m in e  T

i o d i n a t e d ) ,  t h e  m a j o r  b a n d  o f  r a d i o a c t i v i t y  was d e t e c t e d  a t . 9 1 ,0 0 0  m ol

w t  ( t r a c k  1 ,  F i g u r e  4 : 1 2 ) ,  w h ic h  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  e x p e c t e d  m o l e c u l a r

w e i g h t  f o r  p l a s m i n o g e n  ( 8 3 , 8 0 0 - 9 3 , 0 0 0 ;  R o b b i n s ,  1 9 7 8 ) « On s t r e p t o -

125
k i n a s e  a c t i v a t i o n  o f  - I - p l a s m i n o g e n  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  p l a s m i n o g e n

b an d  was r e d u c e d  an d  two new b a n d s  w e re  o b s e r v e d  a t  4 8 ,0 0 0  and  2 6 ,0 0 0

m ol w t  r e s p e c t i v e l y  ( t r a c k  3 ;  F i g u r e  4 : 1 2 ) o When p l a s m i n  i s  r e d u c e d

( s e e  R o b b i n s ,  1 9 7 8 ) ,  2 c h a i n s  a r e  f o r m e d ,  a  h e a v y  o r  A c h a i n  ( 4 8 , 8 0 0 -

6 9 ,0 0 0  m ol w t ) ,  and  a  l i g h t  o r  B c h a i n  ( 2 4 , 0 0 0 - 2 6 , 0 0 0  mol w t )»  The 2

125
a d d i t i o n a l  b a n d s  o b s e r v e d  o n  a c t i v a t i o n  o f  I - p l a s m i n o g e n  w e re
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t h e r e f o r e  j u d g e d  t o  b e  t h e  A an d  B c h a i n  d e r i v a t i v e s  o f  i o d i n a t e d

p la s m in »  T he r e d u c t i o n  i n  t h e  a  d o u b l e t  o f  f i b r i n o g e n  o n  SDS-PAGE

125( t r a c k  2 ;  F i g u r e  4 : 1 1 )  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  t h i s  I - p l a s m i n

d e m o n s t r a t e d  t h a t  i t  was a l s o  e n z y m a t i c a l l y  a c t i v e »

The p l a s m i n o g e n  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  was i o d i n a t e d  by  t h e

l a c t o p e r o x i d a s e  m e th o d  ( B o l t o n ,  19 7 7 )»  C h lo ra m in e  T i o d i n a t e d  p l a s m i n o ­

g e n  was i n i t i a l l y  u s e d ,  b u t  t h e  BSA p r e s e n t  i n  t h e  i o d i n a t i o n  co lu m n  

b u f f e r  was f o u n d  t o  h a v e  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  s i m i l a r  t o  t h e  a  d o u b l e t  

o f  f i b r i n o g e n »  T h i s  made i t  d i f f i c u l t  t o  d e t e c t  an y  r e d u c t i o n  i n  

t h e s e  b a n d s  due  t o  p l a s m i n  d e g r a d a t i o n »

The r e s u l t s  o f  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  e x p e r i m e n t  ( F i g u r e  4 : 1 3 ) ,  

show ed t h a t  i t  was p o s s i b l e  t o  s e p a r a t e  p l a s m i n o g e n  and  an y  unb o u n d  

p l a s m i n  f ro m  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s »  BSA ( 6 8 ,0 0 0  m ol w t )  

was u s e d  a s  a n  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  f o r  p l a s m i n  ( 7 5 , 0 0 0 -

8 1 ,0 0 0  mol w t ;  R o b b i n s ,  19 7 8 )»  As t h e  e l u t i o n  r a n g e s  f o r  t h e s e  

p r o t e i n s  w e re  n o t  d i s c r e t e ,  a  ' c u t - o f f *  p o i n t  a f t e r  t h e  e l u t i o n  o f  

27 m l was a r b i t r a r i l y  d e c i d e d  upon»  M ost  o f  t h e  PAPP-A, and  a t  l e a s t  

h a l f  o f  t h e  w e re  e l u t e d  b e f o r e  27 ml ( F i g u r e  4 : 1 3 ) ,  w h e r e a s  t h e  

m a j o r i t y  o f  t h e  BSA an d  p l a s m i n o g e n  w e re  e l u t e d  a f t e r  t h i s  p o i n t »

O r i g i n a l l y ,  a  co lu m n  o f  l y s i n e  S e p h a r o s e  (w h ic h  b i n d s  p l a s m in o g e n )  h ad

b e e n  u s e d  t o  rem o v e  t h e  p l a s m i n o g e n  f ro m  t h e  P E P /p l a s m in  p r e p a r a t i o n s  

( i n s t e a d  o f  g e l  f i l t r a t i o n ) »  H o w ev er ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  and  ' 

p o s s i b l y  PAPP-A w e re  a l s o  b i n d i n g  t o  t h i s  co lum n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) »

F o r  t h i s  r e a s o n  i t  was d e c i d e d  n o t  t o  i n c l u d e  t h e  l y s i n e  S e p h a r o s e  

s t e p »  Even th o u g h  t h e  a c t i v a t e d  p l a s m i n o g e n  m i x t u r e  c o u l d  h a v e  b e e n  

t r e a t e d  t h i s  way p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  w i t h  PEP, un b o u n d  p l a s m i n  an d  

p o s s i b l y  some p l a s m i n o g e n  w o u ld  s t i l l  h a v e  b e e n  p r e s e n t  i n  t h e  i o n
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e x c h a n g e d  p r e p a r a t i o n »  The s u b s e q u e n t l y  i n c l u d e d  g e l  f i l t r a t i o n  s t e p  

was a b l e  t o  s e p a r a t e  b o t h  o f  t h e s e  p r o t e i n s  f ro m  t h e  PAPP-A and

p l a s m i n  c o m p le x e s  »

P l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PEP

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  i o d i n a t e d  p l a s m i n ,  and  PAPP-A e l u t e d

f ro m  t h e  i o n  e x c h a n g e  co lu m n  a t  s u b s t a n t i a l l y  d i f f e r e n t  p o i n t s ,  w h ic h

e n a b l e d  t h e  a n a l y s e s  o f  t h e i r  r e s p e c t i v e l y  p l a s m i n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s

( F i g u r e  4 : 1 5 ) »  T h e  r e s u l t s  w i t h  i m m o b i l i s e d  a n t i s e r a  a r e  c o m p a r a b le

t o  t h o s e  i n  t h e  t r y p s i n  b i n d i n g  a s s a y s  ( F i g u r e s  4 :7  and  8 )» The

e l u t i o n  p r o f i l e  o f  c l o s e l y  f o l l o w e d  t h a t  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  an d

o n  i m m u n o C 3 . < 3s o r p h i  o n  w i t h  a n t i - a 2 M, t h e  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  t h e

125g r e a t e s t  am o u n t  o f  p r e c i p i t a t e d  t h e  m o s t  I - p l a s m i n »  From t h e

o b s e r v e d  n u m b er  o f  c o u n t s  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b e tw e e n  4 3 - 4 6  ml

e l u t e d  ( F i g u r e  4 : 1 5 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  t h e  num ber o f  

125
I - p l a s m i n  c o u n t s  p e r  pg  o f  (1 0 1 » 5  c p s / p g  T a b l e  4 : 3 ) »  I f  PAPP-A

125
w e r e  t o  b i n d  I - p l a s m i n  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  0 :2 ^? t h i s  f i g u r e  c a n

t h e n  b e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  e x p e c t e d  num ber o f  c o u n t s  i n  t h e  PAPP-A

r a n g e  ( F i g u r e  4 : 1 5 ) »  A l l o w i n g  f o r  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  m o l e c u l a r

125
w e i g h t s ,  t h e  e x p e c t e d  nu m b er  o f  I - p l a s m i n  c o u n t s  p e r  pg o f  PAPP-A i s

c a l c u l a t e d  t o  b e  101»5 x  1 8 1 , 0 0 0 / 1 8 7 , 0 0 0  = 98»2 c p s /p g »  S i n c e  29 pg

o f  PAPP-A w e re  e l u t e d  b e t w e e n  5 7 -5 8  m l ( F i g u r e  4 : 1 5 ,  T a b l e  4 : 3 ) ,  t h e  

125
n u m b er  o f  . I - p l a s m i n  c o u n t s  e x p e c t e d  t o  b i n d  t o  PAPP-A i s  29 x  9 8 » 2 =

2848  cpSo H ow ever ,  t h e  o b s e r v e d  num ber o f  c o u n t s  b e tw e e n  5 7 -5 8  ml i s

430 c p s  o f  w h ic h  a  s u b s t a n t i a l  f r a c t i o n  (67%) a r e  immune p r e c i p i t a b l e  

w i t h  a n t i - a 2 Mo I n d e e d ,  t h e  p l a s m i n  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  tt2 M i n  t h e  

f r a c t i o n s  b e tw e e n  4 3 -4 6  ml ( T a b l e  4 : 3 ) ,  s u g g e s t s  t h a t  t h e  3»5 pg o f
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a 2 M i n  t h e  f r a c t i o n s  a t  5 7 -5 8  ml w o u ld  b e  e x p e c t e d  t o  b i n d  101»5 x  3»5 =

3 5 5 »25 c p s ,  o r  8 2 »6% o f  t h e  t o t a l  p l a s m i n  c o u n t s  i n  t h e s e  f r a c t i o n s »

On t h e s e  c a l c u l a t i o n s  t h e  r e m a i n i n g  75 cp s  a r e  n o t  b ound  t o  a 2 M and

t h e y  c o u l d ,  t h e r e f o r e ,  b e  a v a i l a b l e  t o  b i n d  PAPP-A» H ow ever ,  t h e s e

c o u n t s  a r e  o n l y  2» 67» o f  t h e  2848 c p s  e x p e c t e d  i f  PAPP-A w e re  t o  b i n d

p l a s m i n  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  « 2 ^» I f  t h e r e f o r e  seem s

125i m p r o b a b l e  t h a t  PAPP-A b i n d s  I - p l a s m i n  t o  an y  s i g n i f i c a n t  d e g r e e »

T he p r e s e n t  r e s u l t s  a r e  n o t  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  v i e w  t h a t  

PAPP-A i n h i b i t s  p l a s m i n  i n  a n  h o m o lo g o u s  way t o  a 2 M ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ,  

1 9 8 0 )»  T he r e a s o n  f o r  t h i s  i n c o n s i s t e n c y  i s  n o t  c l e a r »  B isc h o f® s  

r e s u l t s  (1 9 7 9 ,  1980) a r e  b a s e d  o n  a  c a s e i n o l y t i c  a c t i v i t y  a s s a y ,  b u t  

i t  i s  i m p r o b a b l e  t h a t  PAPP-A c o u l d  i n h i b i t  t h e  enzyme w i t h o u t  b i n d i n g
V

s t r o n g l y  t o  i t »  The d i s a d v a n t a g e  w i t h  t h e  a c t i v i t y  a s s a y  i s  t h a t  

i t  d o es  n o t  p r e c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  i s  

du e  t o  a  c o m p o n e n t  o t h e r  t h a n  PAPP-A» B o th  B i s c h o f  (1 9 7 9 )  and  I  h a v e  

fo u n d  i t  d i f f i c u l t  t o  re m o v e  c o n t a m i n a t i n g  Œ2 M fro m  p r e p a r a t i o n s  o f  

PAPP-Ao T h i s  s t r e s s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  b i n d i n g  a s s a y s  an d  o f  u s i n g  

s e n s i t i v e  m e th o d s  t o  a s s e s s  t h e  p u r i t y  o f  p r e p a r a t i o n s  » Tube g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  an d  i m m u n o d i f f u s i o n  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ,  1 9 8 1 ) ,  may n o t  b e  

s u i t a b l y  s e n s i t i v e »  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  b e  c e r t a i n  t h a t  t h e  p r e s e n t  

p u r i f i c a t i o n  sch em e  h a s  n o t  d e n a t u r e d  o r  i n a c t i v a t e d  t h e  PAPP-A i n  

t h e  PEP» H o w ev er ,  t h e  « 2 ^  i n  PEP was a c t i v e  ( a s  i t  bound  b o t h  t r y p s i n  

and  p l a s m i n ) ,  an d  t h e  m o re  s e v e r e  c o n d i t i o n s  u s e d  i n  p r e v i o u s  m e th o d s  

w e re  a v o id e d »  T h i s  w o u ld  seem  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  PAPP-A was a l s o  

i n  a  p o t e n t i a l l y  a c t i v e  s t a t e »

5» COMPLEMENT INHIBITORY PROPERTIES OF PEP
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5 : 1  INTRODUCTION

An im m u n o s u p p r e s s i v e  r o l e  h a s  b e e n  p u t  f o r w a r d  f o r  PAPP-A a s  i t  

i s  r e p o r t e d  t o  b e  a n  i n h i b i t o r  o f  co m p le m e n t  m e d i a t e d  r e d  c e l l  l y s i s  

and  ly m p h o c y te  t r a n s f o r m a t i o n  ( B i s c h o f ,  1981 ;  B i s c h o f  e t  a l ,  1 9 8 2 b ) »

A c o m p lem en t  f i x a t i o n  a s s a y  was c a r r i e d  o u t  u s i n g  PEP a s  a  s o u r c e  o f  

PAPP-Ao As « 2 ^  h a s  no e f f e c t  o n  co m p lem en t  m e d i a t e d  r e d  c e l l  l y s i s  

( J a m e s ,  1 9 8 0 ) ,  i t  was j u d g e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  p r o t e i n  i n  PEP 

was u n l i k e l y  t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  c o m p le m e n t  f i x a t i o n  a s s a y »

T h i s  d a t a  was o b t a i n e d  by  J a c k  H u n t e r ,  a n  a s s i s t a n t  t o  my 

s u p e r v i s o r ,  u s i n g  s a m p le s  o f  PEP I  p u r i f i e d  u s i n g  t h e  m e th o d  d e v e l o p e d  

i n  C h a p t e r  3» H is  c o n t r i b u t i o n  i s  g r a t e f u l l y  a c k n o w le d g e ,  a s  i s  some 

t e c h n i c a l  h e l p  f ro m  I s a b e l  E dw ards  d u r i n g  t h e  l a r g e  s c a l e  p u r i f i c a t i o n  

o f  PEP»

5 :2  MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

S h eep  r e d  c e l l s  w e r e  o b t a i n e d  f ro m  50% w h o le  b l o o d ,  50% A l s e v e r s  

s o l u t i o n  ( G ib c o ,  E u ro p e )»  G u in e a  p i g  co m p lem en t  (C T O l/0 2 )  an d  r a b b i t  

h a e m o l y t i c  s e ru m  f o r  s h e e p  c e l l s  w e re  o b t a i n e d  f ro m  W ellcome»

METHODS

C om plem ent f i x a t i o n  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  h a e m o l y t i c
g

a s s a y  o f  M ayer (1 9 6 1 ) »  T y p i c a l l y ,  10 s h e e p  e r y t h r o c y t e s  w e re  u s e d  i n  

a  f i n a l  v o lu m e  o f  1»5 m l o f  c o m p le m e n t  f i x a t i o n  d i l u e n t  c o n t a i n i n g  15 p i  

o f  1 /2 0 0 0  d i l u t i o n  o f  r a b b i t  a n t i - s h e e p  h a e m o ly s in »  A f t e r  i n c u b a t i o n  

a t  37°C f o r  15 m in ,  200 p i  o f  c o m p le m e n t  was a d d e d ,  d i l u t e d  1 /2 0 0  

( g u i n e a  p i g  c o m p le m e n t)  o r  1 /5 0  ( a d u l t  human m a le  c o m p le m e n t ) » B o th
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F i g u r e  4 :1 7  T i t r a t i o n  o f  c o m p le m e n t  i n  a n  h a e m o l y s i s  
a s s a y .  V a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  co m p lem en t  
w e re  a d d e d  t o  s e n s i t i s e d  s h e e p  r e d  c e l l s  
an d  l y s i s  was e s t i m a t e d  b y  a b s o r b a n c e  a t  
415 nm» T he  v a l u e s  - a r e  f r o m  two d i f f e r e n t  
s a m p le s  o f  g u i n e a  p i g  co m p lem en t»
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TABLE 4 : 4  E f f e c t  o f  PAPP-A e n r i c h e d  f r a c t i o n s  o n  c o m p lem en t  f i x a t i o n

Com plem ent
s o u r c e

P r o t e i n  t e s t e d Mean
l y s i s
v a l u e

Human None 0.93 0 . 9 4 0.96 0.94
se ru m

*5 tig PAPP-A + 7 |ig « 2 ^ 0.99 1 . 0 0

G u in e a  P ig None 1 .2 7 1 .2 7 1 .2 8 1 .2 7
se ru m

* 2 M-g PAPP-A + 4 tig 1 .3 0 1 .3 0 1 .3 0 1 .3 0

* 2 M-g PAPP-A + 5 tig 1 .2 9 1 .2 7 1 .2 8 1 .2 8

* 1 0 tig PAPP-A + 2 0  p.g « 2 ^ 1 .3 2 1 .3 2 1 .3 4 1 .3 3

* 1 0 tig PAPP-A + 2 2  tig « 2 ^ 1 .2 8 1 .2 9 1 .2 9 1 .2 9

2  tig a^M 1 .2 7 1 .2 8 1 .3 0 1 .2 8

1 0  tig « 2 ^ 1 .2 6 1 .2 8 1 .3 0 1 .2 8

■2 tig ocHSA 1 .3 1 1 .3 1 1 .3 2 1 .3 1

10 fig aHSA 1 .3 1 1 .3 2 1 .3 3 1 .3 2

* PAPP-A e n r i c h e d  f r a c t i o n .
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s o u r c e s  o f  c o m p le m e n t  w e r e  a d s o r b e d  w i t h  s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  a t  2 0 ^C 

b e f o r e  u s e *  T he t u b e s  w e r e  s t o o d  a t  37^C f o r  30 m in ,  c e n t r i f u g e d  a t

3 ,0 0 0  g f o r  10 m in  an d  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  m e a s u r e d  

a t  415 nmo F o r  c o m p le m e n t  i n h i b i t i o n  a s s a y s ,  t h e  q u a n t i t y  o f  

c o m p lem en t  was a d j u s t e d  t o  l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n s o  A l l  t e s t  p r o t e i n s

u s e d  i n  i n h i b i t i o n  s t u d i e s  h a d  f i r s t  b e e n  d i a l y s e d  a g a i n s t  co m p le m e n t  

f i x a t i o n  d i l u e n t »

5 : 3  RESULTS

I n  t h e  e x p e r i m e n t s  t o  t e s t  f o r  p o s s i b l e  i n h i b i t o r y

e f f e c t s  o f  PAPP-A o n  c o m p l e m e n t - i n d u c e d  r e d  c e l l  l y s i s ,  i t  was 

n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  t h a t  a  l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o m p le m e n t  was 

p r e s e n t  i n  t h e  a s s a y »  F i g u r e  4 : 1 7  show s a t y p i c a l  c o m p lem en t  t i t r a t i o n  

c u r v e  f o r  t h i s  p u r p o s e »  T a b l e  4 : 4  shows t h e  l e v e l  o f  h a e m o l y s i s  w i t h  

l i m i t i n g  q u a n t i t i e s  o f  g u i n e a  p i g  o r  human co m p lem en t  i n  t h e  p r e s e n c e  

o r  a b s e n c e  o f  v a r i o u s  p r e p a r a t i o n s  o f  an d  PAPP-A» T he  PAPP-A 

u s e d  i n  t h e s e  a s s a y s  was f r o m  a  s a m p le  o f  PEP» No e v i d e n c e  o f  

i n h i b i t i o n  o f  c o m p l e m e n t - m e d ia t e d  r e d  c e l l  l y s i s  was d e t e c t e d  f o r  a n y  

p r e p a r a t i o n  c o n t a i n i n g  e i t h e r  o f  t h e s e  two p r o t e i n s »

5 : 4  DISCUSSION

I n  r e p e a t e d  a s s a y s  no  e v i d e n c e  c o u l d  b e  fo u n d  t h a t  PAPP-A 

i s  a b l e  t o  i n h i b i t  t h e  l y s i s  o f  s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  b y  g u i n e a  p i g  o r  

human co m p lem en t»  T h e  f i n d i n g  t h a t  i s  n o t  i n h i b i t o r y  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  p r e v i o u s  k n o w le d g e  ( s e e  J a m e s ,  1 9 8 0 ) ,  an d  s u g g e s t s  t h a t  w e re  

PAPP-A h o m o lo g o u s  t o  a^M, i t  w o u ld  n o t  n e c e s s a r i l y  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  

a n t i - c o m p l e m e n t a r y  p r o p e r t i e s »  I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  PAPP-A 

c o n c e n t r a t i o n s  v a r i e d  f r o m  1 »3 p g /m l  t o  6»7 p g /m l  i n  t h e  f i x a t i o n  a s s a y .
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t h a t  i s  some 1 5 -6 0  f o l d  l e s s  t h a n  t h e  mean c o n c e n t r a t i o n  o f  PAPP-A i n  

m a t e r n a l  s e r u m  a t  t e r m  ( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 a ;  1 9 8 2 b ) » H ow ever ,

a s  t h e  s o u r c e  o f  c o m p le m e n t  i t s e l f  was d i l u t e d  by  1 /1 5 0 0  t o  1 /3 7 5  and  

was p r e s e n t  i n  l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  a s s a y ,  t h i s  was n o t  

c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  o b j e c t i o n  t o  t h e  e x p e r im e n t»

T h e s e  f i n d i n g s  o n  PAPP-A c a n n o t  b e  r e c o n c i l e d  w i t h  t h o s e  o f  

B i s c h o f  ( 1 9 8 1 )  who r e p o r t e d  a n t i - c o m p l e m e n t a r y  a c t i v i t y  f o r  PAPP-A» 

In d e e d  no  s u c h  a c t i v i t y  was fo u n d  i n  t h e  PAPP-A made by  S u t c l i f f e  aT 

( 1 9 8 0 b ) ,  t h o u g h  B i s c h o f  ( 1 9 8 1 )  d e t e c t e d  c o m p l e m e n t - i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  

i n  t h i s  m a t e r i a l »  T h i s  c o n t r a d i c t i o n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  p r e p a r a t i o n  

o f  PAPP-A ( S u t c l i f f e  £ t  a l , 1 9 8 0 b )  may h a v e  b e e n  i n  some way u n s t a b l e  

o r  s u b j e c t  t o  p r o g r e s s i v e  i n a c t i v a t i o n ,  p o s s i b l y  due  t o  t h e  c h a o t r o p i c  

c o n d i t i o n s  u s e d  f o r  i t s  p u r i f i c a t i o n »  T h e s e  c o n s i d e r a t i o n s  p ro m p te d  

t h e  d e v e lo p m e n t  o f  t h e  m e th o d  o f  p u r i f i c a t i o n  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3»

6 » FIBRONECTIN AND GELATIN BINDING PROPERTIES OF PEP

6 : 1  INTRODUCTION

F i b r o n e c t i n ,  a l s o  known b y  i t s  e a r l i e r  name o f  c o l d  i n s o l u b l e  

g l o b u l i n ,  i s  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  g l y c o p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e l y

4 5 0 ,0 0 0  ( d e p e n d i n g  o n  t h e  s o u r c e ) ,  f o u n d  i n  a s o l u b l e  fo rm  i n  b l o o d  

and  o t h e r  b o d y  f l u i d s  (e» g »  a m n i o t i c  f l u i d ) »  F o r  r e c e n t  r e v i e w s  s e e  

M osher  ( 1 9 8 0 )  an d  R u o s l a h t i  (1 9 8 2 a  and  b )  and  r e f e r e n c e s  t h e r e i n »

I n s o l u b l e  fo r m s  o f  t h i s  p r o t e i n  a l s o  e x i s t ,  w h ic h  a r e  l o c a t e d  i n  

c o n n e c t i v e  t i s s u e ,  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  and  i n  b a s e m e n t  m em branes»

The d i f f e r e n c e s  o b s e r v e d  among f i b r o n e c t i n s  f ro m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  a r e  

m a i n l y  d u e  t o  v a r i a t i o n s  i n  g l y c o s y l a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e ,  w i t h  t h e
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p o l y p e p t i d e  p o r t i o n s  b e i n g  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same ( R u o s l a h t i  ejt a l ,

1 9 8 2 a ) » F i b r o n e c t i n s  a p p e a r  t o  e x i s t  a s  d i s u l p h i d e  b o n d ed  m u l t i m e r i c  

a g g r e g a t e s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  (w h ic h  c o n t r i b u t e s  t o  t h e i r  i n s o l u b ­

i l i t y ) ,  w h e r e a s  s o l u b l e  f i b r o n e c t i n  m a i n l y  c o n s i s t s  o f  d im e rs »  T h e s e  

d i f f e r e n t  fo rm s  o f  f i b r o n e c t i n  a r e  i n v o l v e d  i n  a v a r i e t y  o f  s e e m i n g l y  

u n r e l a t e d  e v e n t s  r a n g i n g  f r o m  c e l l  s u r f a c e  phenom ena t o  b lo o d  

c o a g u l a t i o n »  A sum m ary o f  t h e  m a j o r  f i b r o n e c t i n  i n t e r a c t i o n s  a r e  

p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 :5 »

The d i s t r i b u t i o n  o f  PAPP-A i n  p l a c e n t a l  t i s s u e  h a s  r e c e n t l y  

b e e n  s t u d i e d  u s i n g  im m u n o p e ro x id a s e  s t a i n i n g  ( S u t c l i f f e ,  K h a l e f  an d  

H o rn e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) »  PAPP-A was i d e n t i f i e d  i n  N i t a b u c h ' s  l a y e r  

( a t  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  i n t e r f a c e ) ,  c h o r i o n i c  p l a t e ,  p l a c e n t a l  s e p t a e ,  

s y n c y t i o t r o p h o b l a s t s  an d  c y t o t r o p h o b l a s t i c  c e l l  i s l a n d s  ( s e e  T a b l e  1 : 3 ) ,  

w h ic h  a r e  some o f  t h e  p r i n c i p a l  z o n e s  f o r  t h e  d e p o s i t i o n  o f  f i b r i n  an d  

t h e  r e l a t e d  f i b r i n o i d  m a t e r i a l  (Boyd an d  H a m i l to n ,  1 9 7 0 )»  A s i m i l a r  

d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  was a l s o  o b s e r v e d  by t h e s e  w o r k e r s  w i t h  immuno­

p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  f o r  f i b r o n e c t i n ,  p a r t i c u l a r l y  i n  r e g i o n s  o f  

d e c i d u a  c o n t a i n i n g  r e t i c u l a r  f i b r e s  and  f i b r i n o i d  m a t e r i a l »

N i t a b u c h ' s  l a y e r ,  a l s o  known a s  N i t a b u c h * s  m em brane o r  s t r i a e  

(Boyd an d  H a m i l t o n ,  1 9 7 0 ) ,  i s  a  l a y e r  o f  e x t r a c e l l u l a r  f i b r i n o i d  m a t e r i a l  

c o n t a i n i n g  f i b r i n / f i b r i n o g e n  t y p e  p r o t e i n s  and  a  v a r i e t y  o f  O t h e r  p o l y ­

p e p t i d e s  ( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 2 a )»  I t  fo rm s  a  b o u n d a r y  v e r y  e a r l y  o n  

i n  p r e g n a n c y ,  b e t w e e n  t h e  f e t a l  an d  m a t e r n a l  t i s s u e s  (Boyd an d  H a m i l t o n ,  

1 9 7 0 ) ,  an d  i s  t h e r e f o r e  o f  i n t e r e s t  s i n c e  i t  m ig h t  b e  i n v o l v e d  i n  t h e

m a i n t e n a n c e  o f  t h e  f e t a l  a l l o g r a f t »  On c u l t u r i n g  t h i s  l a y e r  f o r  one

35w eek i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S - m e t h i o n i n e ,  r a d i o a c t i v e  PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  

w e re  i d e n t i f i e d  i n  t h e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  ( K h a l e f ,  B u u l t j e n s  and  

S u t c l i f f e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) »
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TABLE 4 : 5 F i b r o n e c t i n  i n t e r a c t i o n s ( a )

M acrom ole c u l e

C o l l a g e n

G e l a t i n

F i b r i n o g e n

F i b r i n

G ly c o s  am i no  g l y c a n s  

( i n c l u d i n g  h e p a r i n )

T h ro m b in

P l a s m i n

T ra n s  g l u  t  ami n a s  e 

( F a c t o r  X I I I )

U r o k i n a s e

DNA 

Ac t i n

G a n g l i o s i d e s

Compounds o f  b a c t e r i a l  

c e l l  w a l l s

T i s s u e  d e b r i s

I n t e r a c t i o n  w i t h  f i b r o n e c t i n  

B i n d i n g :  p o s s i b l y  fo rm s  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i c e s ,

B i n d i n g :  s t r o n g e r  t h a n  c o l l a g e n »

B i n d i n g :  weak»

B i n d i n g :  w e ak ,  b u t  i s  c r o s s - l i n k e d  t o  f i b r o ­

n e c t i n  b y  t r a n s g l u t a m i n a s e ,  t h e r e f o r e  b o t h  

p r o t e i n s  a r e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  c l o t s »  May 

p r o v i d e  a  t e m p o r a r y  a d h e s i v e  m a t r i x  f o r  c e l l s  

t o  g ro w  i n t o  a wound»

B i n d i n g :  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e

f o r m a t i o n  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x »

H e p a r i n  b i n d i n g  e n h a n c e s  c o l l a g e n  b i n d i n g  t o  

f i b r o n e c t i n »

F i b r o n e c t i n  a c t s  a s  a s u b s t r a t e »

F i b r o n e c t i n  a c t s  a s  a  s u b s t r a t e

C r o s s - l i n k s  f i b r o n e c t i n  an d  f i b r i n »

F i b r o n e c t i n  e n h a n c e s  a c t i v a t i o n  o f  p l a s m i n o g e n  

b y  u r o k i n a s e »

B i n d in g

B in d in g

P o s s i b l e  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r  o n  e u k a r y o t i c  

c e l l s  t h a t  f i b r o n e c t i n  b i n d s  t o ,  m e d i a t i n g  

c e l l u l a r  a d h e s i o n  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x »

F i b r o n e c t i n  i s  i n v o l v e d  i n  b a c t e r i a l  

o p s o n i z a t i o n »

F i b r o n e c t i n  may s e r v e  a s  a  n o n - s p e c i f i c  

o p s o n i n  p r o m o t in g  r e m o v a l  o f  i n s o l u b l e  t i s s u e  

d e b r i s  b y  t h e  r e t i c u l a r  e n d o t h e l i a l  sy s te m »

( a )  D a ta  f ro m  M o sh er  (1 9 8 2 )  a n d  R u o s l a h t i  e t  ^  ( 1 9 8 2 a  & b )
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As PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  seem  t o  h a v e  a  s i m i l a r  d i s t r i b u t i o n  

i n  p l a c e n t a l  t i s s u e  a n d  a r e  b o t h  a s s o c i a t e d  w i t h  r e t i c u l a r  f i b r e s  

a r o u n d  d e c i d u a l  c e l l s ,  i t  was c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  m i g h t  b i n d  

t o  e a c h  o t h e r  o r  t o  some common s u b s t r a t e »  To i n v e s t i g a t e  t h i s  

h y p o t h e s i s ,  t h e  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PAPP-A t o  f i b r o n e c t i n ,  g e l a t i n  

and  g e l a t i n : f i b r o n e c t i n  c o m p le x e s  w e re  i n v e s t i g a t e d »

6 :2  MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

A l l  s o l u t i o n s ,  g l a s s w a r e  an d  d i s s e c t i n g  i n s t r u m e n t s  w e re

s t e r i l i s e d  p r i o r  t o  u s e  an d  a  s t e r i l e  t e c h n i q u e  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t

t h e  t i s s u e  c u l t u r i n g  e x p e r i m e n t s »  T i s s u e  c u l t u r i n g  m e d ia  w e re  made

up a s  f o l l o w s ,  u s i n g  m a t e r i a l s  o b t a i n e d  f ro m  F lo w  L a b o r a t o r i e s  o r  G ibco

B i o - C u l t  L td »  C o m p le te  m edium : t o  150 ml o f  s t e r i l e  H2 O t h e

f o l l o w i n g  w e re  a d d e d ;  18 m l ,  10 x  E a g l e ' s  medium (G la s g o w  m o d i f i c a t i o n ) ;

6»7 m l ,  7»57» s o d iu m  b i c a r b o n a t e ;  2 m l ,  200 mM g l u t a m i n e ;  20 m l .

F e t a l  B o v in e  s e r u m  (FBS; m y co p la sm a  and  v i r u s  s c r e e n e d ) ;  2 m l ,  100 mM

s o d iu m  p y r u v a t e ;  2  m l ,  1 0 0  x  n o n - e s s e n t i a l  am ino a c i d s ;  2  ml 1 0 0  x

P e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n »  M e t h i o n i n e  m in u s  medium : a s  f o r  c o m p l e t e

m edium , e x c e p t  t h a t  10 x  E a g l e ' s  m edium  (G la sg o w  m o d i f i c a t i o n )  m in u s

m e t h i o n i n e  was u s e d  a n d  t h e  FBS was o m i t t e d »  C u l t u r e  m edium : (27» FBS);

was made b y  d i l u t i n g  c o m p l e t e  medium  (10% FBS) 1 i n  5 w i t h  m e t h i o n i n e

35
m in u s  m edium  (0% FBS)» S - m e t h i o n i n e  (Amersh am ) was d i l u t e d  w i t h

c u l t u r e  m edium  t o  g i v e  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  10 [ iC i /p l»

T r i t o n - X  100 a n d  g e l a t i n  w e re  o b t a i n e d  f ro m  BDH, an d  f i b r i n  

c l o t  was p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S u t c l i f f e  e ^  ^  ( 1 9 8 2 a )»

S c i n t i l l a t i o n  c o u n t s  w e re  m e a s u r e d  i n  a  SL30 L i q u i d  S c i n t i l l a t i o n
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S p e c t r o m e t e r  ( I n t e r t e c h n i q u e ) » A l l  s a m p le s  w e re  p r e p a r e d  i n  a  10 ml

v o lu m e  o f  h i g h  e f f i c i e n c y  e m u l s i f i e r  c o c k t a i l  ( B i o f l u o r ,  New E n g la n d  

N u c l e a r ) »

METHODS

C u l t u r i n g  N i t a b u c h ' s  l a y e r

T he  u t e r o p l a c e n t a l  s u r f a c e  o f  a  f r e s h l y  d e l i v e r e d  p l a c e n t a  

( l e s s  t h a n  1 h  o l d ) ,  was w a sh e d  f r e e  o f  c o n t a m i n a t i n g  b lo o d  w i t h  PBS» 

S am p le s  o f  N i t a b u c h ' s  l a y e r ,  w h ic h  was o b s e r v e d  a s  a  c o l o u r l e s s ,  

t r a n s l u c e n t  m a t e r i a l  o n  t h e  s u r f a c e ,  w e re  rem oved  b y  b l u n t  d i s s e c t i o n ,  

and  w a sh e d  w i t h  m e t h i o n i n e  m in u s  medium» S i m i l a r l y ,  a  p i e c e  o f  t i s s u e  

f ro m  t h e  v i l l o u s  p l a c e n t a  was a l s o  rem oved  and  t h i s  was u s e d  a s  a  c o n t r o l  

i n  t h e  c u l t u r i n g  e x p e r i m e n t s »  The s a m p le s  o f  N i t a b u c h ' s  l a y e r  and  

v i l l o u s  p l a c e n t a  w e re  c u t  i n t o  p i e c e s  a b o u t  2 - 3  mm s q u a r e  b y  1 mm t h i c k  

and  i n c u b a t e d  ( i n d i v i d u a l l y )  i n  0»5 ml o f  c u l t u r e  m edium , t o  w h ic h  

50 p C i o f  ^ ^ S - m e t h i o n i n e  w e re  ad d e d »  A f t e r  24  h  a t  37°C , t h e  s u p e r ­

n a t a n t s  w e re  h a r v e s t e d »  A l i q u o t s  w e re  a n a l y s e d  o n  SDS p o l y a c r y l a m i d e  

g e l s  (5-157») an d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y »  A TCA p r e c i p i t a t i o n  was a l s o  

c a r r i e d  o u t  o n  t h e s e  s u p e r n a t a n t s »

F u r t h e r  s a m p le s  o f  N i t a b u c h ^ s  l a y e r  w e re  rem o v ed  f ro m  t h e  f r e s h  

p l a c e n t a  b y  s c r a p i n g  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  s u r f a c e  w i t h  a s c a l p e l  b l a d e ,  

an d  w a sh e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  PBS ( 5 ,0 0 0  g f o r  5 m in )  » The r e s u l t i n g  

p e l l e t s  w e r e  w a sh e d  b y  v i g o r o u s  a g i t a t i o n  i n  a  s o l u t i o n  o f  0»5% ( v / v )  

T r i t o n - X  100 i n  PBS ( f o r  3 m in  u s i n g  a  F i s o n ' s  W h i r l i m i x e r ) , a n d  by  

c e n t r i f u g a t i o n  ( 5 , 0 0 0  g f o r  5 m in )»  T h i s  p r o c e d u r e  was r e p e a t e d  u n t i l  

a l l  t r a c e s  o f  b l o o d  w e re  rem o v ed  f ro m  t h e  p e l l e t s  a n d  t h e  d i s c a r d e d  

s u p e r n a t a n t s »  A 0»5  mm s q u a r e  p i e c e  o f  p e l l e t  was t h e n  h o m o g e n i s e d  i n
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500 p i  o f  17» (w /v )  SDSo A l i q u o t s  o f  t h e  h o m o g e n a te s  ( 5 ,  25 an d  50 p i )  

w e re  r e d u c e d  w i t h  17. ( v / v )  p - m e r c a p t o e t h a n o l  and  a n a l y s e d  o n  SDS 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  (5^-127») »

F i b r o n e c t i n  b i n d i n g  a s s a y

A s a m p le  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  f ro m  c u l t u r e d  N i t a b u c h ' s  l a y e r

(3 0 0  p i )  c o n t a i n i n g  ^ ^ S - f i b r o n e c t i n ,  was i n c u b a t e d  f o r  1 h  a t  37^C w i t h

1 m l o f  d i a l y s e d  PEP (89  pg  PAPP-A; 130 pg 0 2 # ) ,  p l u s  100 p i  o f  l a c t o -

p e r o x i d a s e  i o d i n a t e d  PEP (0 » 9  pg PAPP-A, 2»7 pg « 2 ^» H  p C i /p g ) »  T h i s

was t h e n  a p p l i e d ,  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  t o  a  g e l  f i l t r a t i o n  co lu m n  o f

S e p h a r o s e  4B (0 * 4 5  x  57 cm)» T he co lu m n  was e q u i l i b r a t e d  w i t h  PBS

an d  t h e  s a m p le  e l u t e d  w i t h  t h e  sam e b u f f e r  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 m l /h »

125 35
The r a d i o a c t i v i t y  ( I  an d  S) i n  t h e  f r a c t i o n s  was m e a s u r e d ,  t o g e t h e r

w i t h  t h e  e l u t i o n  p o i n t s  o f  PAPP-A and  o^M» A l i q u o t s  o f  t h e  f r a c t i o n s

w e re  a n a l y s e d  b y  SDS-PAGE (5-157») » TCA p r e c i p i t a t i o n s  w e r e  c a r r i e d

125 35o u t  an d  t h e  p r o t e i n  bo u n d  I  an d  S l o c a t e d »

I n t e r a c t i o n s  o f  PEP w i t h  g e l a t i n  an d  g e l a t i n : f i b r o n e c t i n  co m p lex e s  

P E P - g e l a t i n  i n t e r a c t i o n s

A 750 p i  s a m p le  o f  d i a l y s e d  PEP, c o n t a i n i n g  170»5 pg  o f  PAPP-A 

an d  1 7 3 » 3 pg o f  # 2 ^ ,  was i n c u b a t e d  a t  room  t e m p e r a t u r e  f o r  1 h  o n  a 

co lu m n  o f  S e p h a r o s e  4B (0 » 5  x  4 cm ),  t o  w h ic h  15 mg o f  g e l a t i n  h ad  b e e n  

c o u p le d »  T he co lu m n  was e q u i l i b r a t e d  w i t h  PBS and  t h e  unbound

p r o t e i n  e l u t e d  w i t h  4 ml o f  t h e  same b u f f e r »  T h i s  was f o l l o w e d  by

4 m l o f  b u f f e r  B» T he f r a c t i o n s  (1  m l)  w e re  a n a l y s e d  f o r  t h e i r

PAPP-A an d  c o n t e n t »
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TABLE 4 : 6
35I n c o r p o r a t i o n  o f S - m e t h i o n i n e  i n t o t h e  p r o t e i n s  i n  t h e

s u p e r n a t a n t ,  a f t e r c u l t u r i n g  Ni t a b u c h *s l a y e r

C u l t u r e
s u p e r n a t a n t

P r e - c o u n t s  
(cpm )

P r e c i p i t a t e d  
( c o u n t s  (cpm)

I n c o r p o r a t i o n
7o

N i t a b u c h ' s 337458 26453 7„8

l a y e r  (4 388115 23679 6  0 1

s e p a r a t e 382515 17335 4o5

c u l t u r e s , 27 2 0 7 3 21962 8 » 1

f ro m  o n e

p l a c e n t a )

V i l l o u s 479859 8233 1 .7

p l a c e n t a 522778 4054 0 » 8

( 2  s e p a r a t e

c u l t u r e s ,

fro m  o n e

p l a c e n t a )

( a )  TCA p r e c i p i t a t i o n s  o n  10 p i  o f  s u p e r n a t a n t ,  

A v e ra g e s  o f  d u p l i c a t e  p r e c i p i t a t i o n s »
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P E P - g e l a t i n ; f i b r o n e c t i n  i n t e r a c t i o n s  

35 S - f i b r o n e c t i n  i n  500  p i  o f  s u p e r n a t a n t  f r o m  c u l t u r e d

N i t a b u c h ' s  l a y e r  was i n c u b a t e d  f o r  ^  h a t  room t e m p e r a t u r e  on  a  co lu m n

(0 » 5  X 4 cm) o f  g e l a t i n  (1 5  mg) c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  4B» T he  co lu m n

was e q u i l i b r a t e d  w i t h  PBS» A f t e r  t h e  i n c u b a t i o n  5 m l o f  PBS w e re

35a p p l i e d  t o  t h e  c o lu m n  t o  e l u t e  a n y  f r e e  S and  u n b o u n d  p r o t e i n »  A 

750 p i  s a m p le  o f  d i a l y s e d  PEP (1 3 0 » 5 pg PAPP-A; 1 2 4 » 5 pg oc^M) was 

s u b s e q u e n t l y  a p p l i e d  t o  t h e  g e l a t i n  S e p h a r o s e / f i b r o n e c t i n  co lu m n ,  

w h e re  i t  was i n c u b a t e d  a t  room  t e m p e r a t u r e  f o r  1 h» Unbound

p r o t e i n  was e l u t e d  w i t h  a  f u r t h e r  5 ml o f  PBS and  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f

PAPP-A an d  i n  t h e s e  f r a c t i o n s  (1  m l)  d e t e r m in e d »

35TCA p r e c i p i t a t i o n  o f  S - l a b e l l e d  p r o t e i n s

D u p l i c a t e  a l i q u o t s  ( 1 0 - 5 0  p i )  o f  l a b e l l e d  p r o t e i n  s o l u t i o n s  

w e re  s p o t t e d  o n t o  f i l t e r  p a p e r  d i s c s  (Whatman no» 1 ) ,  an d  l e f t  t o  d ry »

P r o t e i n s  w e re  p r e c i p i t a t e d  b y  g e n t l y  s t i r r i n g  t h e  d i s c s  i n  i c e  c o l d

57» (w /v )  TCA f o r  30 m in» U n p r e c i p i t a t e d  c o u n t s  an d  TCA w e re  rem o v ed  

by  w a s h in g  w i t h  4 -5  v o lu m e s  o f  m e th a n o l»  The w a sh e d  an d  d r i e d  d i s c s  

w e re  p l a c e d  i n  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  w i t h  10 ml o f  B i o f l u o r  an d  t h e  

p r e c i p i t a t e d  c o u n t s  m e a s u r e d »

6 : 3  RESULTS

C u l t u r i n g  N i t a b u c h ' s  l a y e r  

35Of t h e  S - m e t h i o n i n e  c o u n t s  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f ro m  c u l t u r e d  

N i t a b u c h ' s  l a y e r ,  4»5-8»17» w e re  p r e c i p i t a b l e  w i t h  TCA, co m p ared  w i t h  

0 .8 - l» 7 7 »  o f  t h e  c o u n t s  i n  t h e  c o n t r o l  s u p e r n a t a n t s  ( T a b l e  4 : 6 ) »

A n a l y s i s  o n  SDS p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( F i g u r e  4 : 1 8 a )  r e v e a l e d  many b a n d s ,



1 4 5

F i g u r e  4 ; 1 8  A n a l y s i s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  a f t e r  c u l t u r i n g
N i t a b u c h ' s  l a y e r  f o r  24  h  w i t h  ^ ^ S - m e t h i o n i n e o

( a )  SDS-PAGE u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s ,  
s t a i n e d  w i t h  C o o m a s s ie  b lu e »  T r a c k s  1 - 8 ,  
a l i q u o t s  o f  8  d i f f e r e n t  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  
f r o m  N i t a b u c h ' s  l a y e r  (o d d  no» t r a c k s  a r e  
r a d i o l a b e l l e d ,  e v e n  no» t r a c k s  a r e  n o t ) »  
T r a c k  9 ,  PAPP-A (1 8 7  k )  and  (1 8 1  k )  
s t a n d a r d s ;  t r a c k s  1 0  an d  1 1 , c o n t r o l  
s u p e r n a t a n t s  f r o m  v i l l o u s  p l a c e n t a
( t r a c k  1 0 ,  ^ ^ S - l a b e l l e d ;  t r a c k  11 , 
u n l a b e l l e d ) o

( b )  A u t o r a d io g r a m  o f  g e l  show n i n  f i g u r e  4 : 1 8 a ,  
T r a c k s  2 - 5 ,  N i t a b u c h ' s  s u p e r n a t a n t ,  s h o w in g  
a  r a d i o l a b e l l e d  p o l y p e p t i d e  a t  230 k»

-T ra c k  6 , v i l l o u s  p l a c e n t a  c o n t r o l  s u p e r ­
n a t a n t »  T r a c k  1 ,  a n  a l i q u o t  o f  N i t a b u c h ' s  
s u p e r n a t a n t  ( s e e  F i g u r e  4 , 1 8 a )  s t a i n e d  
w i t h  C o o m a s s ie  b l u e .  E x p o s u r e ;  4 d a y s
a t  room  t e m p e r a t u r e .
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F i g u r e  4 : 1 9  A n a l y s i s  o f  t h e  s c r a p i n g s  t a k e n  f ro m
N i t a b u c h ' s  l a y e r  o n  SDS-PAGE u n d e r  r e d u c i n g  
c o n d i t i o n s »  T r a c k  1 ,  m o l e c u l a r  w e i g h t  
s t a n d a r d s ;  t r a c k  2 , f i b r i n  c l o t  s t a n d a r d ;  
t r a c k  3 ,  PAPP-A (187  k )  and  (1 8 1  k )  
s t a n d a r d s »  T r a c k s  4 - 6  an d  7 - 9 ,  s a m p le s  
( 5 ,  25 a n d  50 | i l )  o f  h o m o g e n i s e d  N i t a b u c h ' s  
s c r a p i n g s  f r o m  2  d i f f e r e n t  p l a c e n t a e »
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some o f  w h ic h  w e re  common t o  b o t h  t y p e s  o f  s u p e r n a t a n t »  F o r  e x a m p le  

t h e  h e a v i l y  s t a i n e d  b an d  a t  6 8 , 0 0 0  (m ol w t )  and  t h e  l i g h t e r  s t a i n e d  

b a n d s  a t  1 8 1 ,0 0 0 ,  4 3 ,0 0 0  an d  3 0 ,0 0 0 »  A h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p o l y ­

p e p t i d e  ( 2 3 0 ,0 0 0  a p p r o x )  was o b s e r v e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r o m  N i t a b u c h ' s  

l a y e r  ( t r a c k s  1 - 8 ;  F i g u r e  4 : 1 8 a ) »  T h i s  b an d  was a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  

s u p e r n a t a n t  f r o m  t h e  v i l l o u s  p l a c e n t a  c o n t r o l ,  b u t  t o  a l e s s e r  e x t e n t  

( t r a c k s  9 an d  1 0 )»  R a d i o l a b e l l i n g  o f  t h i s  p o l y p e p t i d e  was o b s e r v e d  

o n  a u t o r a d i o g r a p h s  f o r  t h e  N i t a b u c h ' s  s u p e r n a t a n t  o n l y  ( t r a c k s  1 - 4 :  

F i g u r e  4 : 1 8 b ) »  O t h e r  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  p o l y p e p t i d e s  ( l e s s  t h a n

6 8 ,0 0 0 )  o b s e r v e d  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  o f  t h e  N i t a b u c h ' s  s u p e r n a t a n t

w e re  m ore  w e a k ly  l a b e l l e d »  A p o l y p e p t i d e  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f

35a b o u t  4 3 ,0 0 0  show ed  some S i n c o r p o r a t i o n  i n  t h e  c o n t r o l  s u p e r n a t a n t  

( F i g u r e  4 : 1 8 b ,  t r a c k  5 ) an d  a  s i m i l a r  b an d  i n  t h e  N i t a b u c h ' s  s u p e r ­

n a t a n t  show ed  c o m p a r a b l e  l a b e l l i n g  ( t r a c k s  1 - 4 )»

P o l y a c r y l a m i d e  g e l s  o f  N i t a b u c h ' s  s c r a p i n g s  show ed  a  d i f f e r e n t  

b a n d i n g  p a t t e r n  o n  s t a i n i n g  w i t h  C o o m a ss ie  b l u e  ( F i g u r e  4 : 1 9 ) »

H ow ever ,  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  b an d s  a t  230,000 a n d  1 8 1 ,0 0 0  (m ol 

w t )  w e re  a g a i n  a p p a r e n t ,  th o u g h  t h e  l a t t e r  was o n l y  f a i n t  ( t r a c k s  4 - 7 ; 

F i g u r e  4 : 1 9 ) »  A t h i r d  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d ,  n o t  p r e s e n t  i n  

t h e  s u p e r n a t a n t  f r o m  c u l t u r e d  N i t a b u c h ' s  l a y e r ,  was o b s e r v e d  a t

1 8 7 ,0 0 0  ( t r a c k s  4 - 7 ) »  T he  i n t e n s i t y  o f  t h e  C o o m a s s ie  s t a i n i n g  o f  

t h i s  b a n d  was c o m p a r a b le  t o  t h a t  s e e n  f o r  t h e  2 3 0 ,0 0 0  m ol w t  p o l y ­

p e p t i d e »

F i b r o n e c t i n  b i n d i n g  a s s a y

As t h i s  e x p e r i m e n t  i n v o l v e d  r a d i o i s o t o p e s  e m i t t i n g  d i f f e r e n t

35 125t y p e s  o f  r a d i a t i o n  ( S , ( 3 - r a d i a t i o n ;  I ,  y - r a d i a t i o n ) , i t  was
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F i g u r e  4 : 2 0  C o r r e c t i o n  c u r v e  f o r  t h e  f i b r o n e c t i n  b i n d i n g  
a s s a y :  The gamma c o u n t s  i n  s o l u t i o n s ,  o f
1 2 5 j „ p e p  w e re  r e c o r d e d  and  p l o t t e d  a g a i n s t  
t h e  n u m b er o f  c o u n t s  p e r  s e c o n d  r e c o r d e d  f o r  
t h e  sam e s o l u t i o n s  i n  t h e  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  
c o u n t e r »
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F i g u r e  4 : 2 1  F i b r o n e c t i n  b i n d i n g  a s s a y »  G e l  f i l t r a t i o n  
o f  I -P E P  an d  ^ ^ S - f i b r o n e c t i n  a f t e r  
i n c u b a t i o n  f o r  1  h»

( a )  C o n c e n t r a t i o n  o f  ------- ^  a n d  PAPP-A
(#—— *) a s  d e t e r m i n e d  by  AACE»

35( b )  T he e l u t i o n  p r o f i l e s  o f  t h e  S - c o u n t s
(# ------#) an d  I - c o u n t s  (m------ ■) w e re
r e c o r d e d »  The c o r r e c t i o n  c u r v e  i n  
F i g u r e  4 : 2 0  was u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  
" c o r r e c t e d * *  ^ ^ S - c o u n t s  ( -  -  - ) »  T he 
f i b r o n e c t i n  e l u t i o n  r a n g e  ( x )  was 
d e t e r m i n e d  f ro m  SDS-PAGE ( s e e  F i g u r e  
4 . 2 2 ) ,  T he e l u t i o n  r a n g e  o f  f r e e  
an d  ^^S ( y )  was d e t e r m i n e d  b y  a  TCA 
p r e c i p i t a t i o n .
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n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  how t h e  p r e s e n c e  o f  o n e  i s o t o p e  a f f e c t e d  t h e

d e t e c t i o n  o f  t h e  o t h e r ,  i n  a  m i x t u r e  o f  t h e  two„ T h i s  was a s c e r t a i n e d

by  r e c o r d i n g  b o t h  t h e  gamma an d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t s  m e a s u r e d  i n

v a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  i s o t o p e s , ,  No s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  

35 S - f i b r o n e c t i n  g a v e  a  r e a d i n g  a b o v e  b a c k g r o u n d  w hen m e a s u r e d  i n  t h e

gamma c o u n t e r *  H o w ev er ,  a s u b s t a n t i a l  num ber o f  c o u n t s  w e re  r e c o r d e d  

125w hen I -P E P  s o l u t i o n s  w e re  m e a s u r e d  i n  t h e  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t e r ,  an d  t h e s e  w e re  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  num ber o f  gamma c o u n t s  

r e c o r d e d  f o r  t h e  sam e s o l u t i o n s  ( F i g u r e  4 : 2 0 ) *  An a p p r o x i m a t e  1 :1  

r e l a t i o n s h i p  was o b s e r v e d ,  i n  t h a t  o n e  c p s  r e c o r d e d  b y  t h e  gamma 

c o u n t e r  was r e c o r d e d  a s  o n e  cp s  b y  t h e  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r *

The s u p e r n a t a n t  f r o m  c u l t u r e d  N i t a b u c h ' s  l a y e r  c o n t a i n i n g

35 S - f i b r o n e c t i n  ( p l u s  o t h e r  p r o t e i n s  s u c h  a s  BSA f ro m  t h e  c u l t u r e

125
m e d iu m ) ,  was i n c u b a t e d  w i t h  I -P E P  and  u n l a b e l l e d  PEP* T he p r o t e i n s

w e r e  t h e n  s e p a r a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n *  Two p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e re

35o b s e r v e d  i n  t h e  e l u a t e  f o r  t h e  S ( c o r r e c t e d  a n d  u n c o r r e c t e d )  an d  

125
I  c o u n t s  ( F i g u r e  4 : 2 1 b ) * T he c o u n t s  i n  t h e  f i r s t  p e a k  (2 1 - 3 5  m l)  

r e a c h e d  t h e i r  maximum a t  27 ml e l u t e d  f o r  b o t h  i s o t o p e s *  The

s e c o n d  p e a k  ( 3 5 - 4 5  m l )  e l u t e d  m a x i m a l l y  a t  3 9 -4 0  ml and  40 ml f o r  t h e

35 125 125
S a n d  I  c o u n t s  r e s p e c t i v e l y *  T h e s e  w e re  j u d g e d  t o  b e  f r e e  I

35
an d  S c o u n t s  a s  v e r y  fe w  o f  them  w e re  TCA p r e c i p i t a b l e  ( 6 % o r  l e s s ) *  

AACE a s s a y s  show ed  t h a t  a 2 M and  PAPP-A e l u t e d  i n  t h e  f i r s t  p e a k  o f  

r a d i o a c t i v i t y  ( 2 3 - 3 4  m l ;  F i g u r e  4 : 2 1 a ) *  SDS-PAGE l o c a t e d  t h e  f i b r o ­

n e c t i n  e l u t i o n  r a n g e  t o  a p p r o x i m a t e l y  2 7 -3 3  ml e l u t e d  ( F i g u r e  4 : 2 2 ) *

I n t e r a c t i o n s  o f  PEP w i t h  g e l a t i n  an d  g e l a t i n ; f i b r o n e c t i n  c o m p le x e s

PAPP-A an d  oc^M w e r e  i n i t i a l l y  i n c u b a t e d  o n  a  co lu m n  o f  g e l a t i n  

S e p h a r o s e  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  g e l a t i n  b i n d i n g  c a p a c i t y *  The r e s u l t s  o f
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F i g u r e  4 ;2 2  SDS-PAGE a n a l y s i s  o f  t h e  c o lu m n  e l u a t e  
a f t e r  g e l  f i l t r a t i o n  o f  ^ ^ ^ I - P E P / ^ ^ S -  
f i b r o n e c t i n *  T r a c k s  1 - 3 ,  a l i q u o t s  o f  
f r a c t i o n s  a t  2 6 ,  28 a n d  33 m l e l u t e d ,  
r e s p e c t i v e l y *  T r a c k  4 ,  PAPP-A, and  
o t h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s  ( s e e  
m e th o d s  s e c t i o n ) *



F i g u r e  4  22

1 2  3 4

fibronectin
PAPP-A

BSA

187k
181k

26 28 33

ml e luted
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TABLE 4 :7 P E P / G e l a t i n  i n t e r a c t i o n s

F r a c t i o n
c o l l e c t e d

Column
b u f f e r

C o n c e n t r a t i o n  
o f  « 2 ^  ( p g / m l )

C o n c e n t r a t i o n  o f  
PAPP-A ( p g / m l )

1

2

3
4

PBS
tr

»»
ti

3 8 . 0
6 0 . 3
3 4 . 3  
I lo O

5 1 . 3  
5 6 .7
4 1 . 3  

4 . 0

T o t a l  n o t  
b i n d i n g

1 4 3 .6  (8 2 .9 % ) 1 5 3 .3  (8 9 .9 % )

5
6

7
8

B u f f e r  B
ti

II

II

9 . 3
7 . 3  
5 .7  
,3.7

4 . 0
2 .7
2 .7
2 .7

T o t a l  b i n d i n g 2 6 . 0  (1 5 .0 % ) 1 2 .1  (7 .1 % )

T o t a l  p r o t e i n  r e c o v e r e d 1 6 9 .6  pg (9 7 .9 % ) 1 6 5 .4  pg (9 7 .0 % )

F i g u r e s  i n p a r e n t h e s e s  = % r e c o v e r y

TABLE 4 : 8 P E P / F i b r o n e c t i n : G e l a t i n  i n t e r a c t i o n s

F r a c t i o n
c o l l e c t e d

Cps ( i n  
1 0 0  p i )

C o n c e n t r a t i o n  
o f  « 2 ^  ( p g / m l )

C o n c e n t r a t i o n  o f  
PAPP-A ( p g /m l )

1

2

3
4
5

2 1630  
128825 

19218 
2850 

47 6

-

-

T o t a l  c p s  
e l u t e d

172999  (6 1 .2 2 % )

6

7
8  

9
1 0

170
95
6 8

33
19

1 6 .0
3 4 . 3
2 8 . 3  
1 4 .7  
1 3 .0

1 6 .3
3 9 .3
2 9 .3  
1 7 .7  
1 3 .0

T o t a l  e l u t e d  385 (0 .1 4 % ) 1 0 6 .3  pg  (8 5 .4 % ) 1 1 5 .6  pg  ( 8 8 . 6 %)

T o t a l  rem ­ 109212 (3 8 .6 4 % ) 1 8 .2  pg (1 4 .6 % ) 1 4 .9  pg (1 1 .4 % )
a i n i n g  o n c o lu m n .

F i g u r e s  i n p a r e n t h e s e s  = % r e c o v e r y .
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t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  s u m m a r is e d  i n  T a b l e  4 : 7 .  Of t h e  p r o t e i n  l o a d e d  

1 5 3 .3  pg (8 9 .9 7 .)  o f  t h e  PAPP-A an d  1 4 3 .6  pg (8 2 .9 7 .)  o f  t h e  w e re  

r e c o v e r e d  f ro m  t h e  co lu m n  d u r i n g  t h e  PBS e l u t i o n  ( f r a c t i o n s  1 - 4 ) .

On w a s h i n g  t h e  g e l a t i n  S e p h a r o s e  w i t h  0 . 3  M NaCl i n  PBS, a  f u r t h e r  

1 2 .1  pg (7 .1 % )  o f  t h e  PAPP-A an d  26 pg ( 15%) o f  t h e  w e re  r e c o v e r e d  

( f r a c t i o n s  5 - 8 ) .

R a d i o l a b e l l e d  f i b r o n e c t i n  was t h e n  i n c u b a t e d  o n  a  s i m i l a r  

c o lu m n .  Unbound c o u n t s  w e r e  w a sh e d  o f f  t h e  co lu m n  w i t h  PBS ( T a b l e  

4 : 8 ,  f r a c t i o n s  1 - 5 ) .  T h e s e  a m o u n te d  t o  61.2%  o f  t h e  t o t a l  c o u n t s  

l o a d e d  ( T a b l e  4 : 8 ) .  A f u r t h e r  0 .14%  o f  t h e  c o u n t s  w e re  e l u t e d  a f t e r  

t h e  PEP i n c u b a t i o n  ( f r a c t i o n s  6 - 1 0 ) ,  a l o n g  w i t h  1 1 5 .6  pg ( 8 8 . 6 %) o f  

t h e  PAPP-A an d  1 0 6 .3  pg (8 5 .4 7 .)  o f  t h e  o r i g i n a l l y  a p p l i e d .

6 : 4  DISCUSSION

35
T he I n c o r p o r a t i o n  o f  S - m e t h i o n i n e  i n t o  t h e  s u p e r n a t a n t

p r o t e i n s  o f  c u l t u r e d  N i t a b u c h ' s  l a y e r  was o b s e r v e d  o n  p o l y a c r y l a m i d e

g e l s  an d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( F i g u r e  4 : 1 8 a  an d  b ) .  A p o l y p e p t i d e  w i t h

35m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 3 0 ,0 0 0  ( a p p r o x )  i n c o r p o r a t e d  t h e  m o s t  5 ( F i g u r e  

4 : 1 8 b ) .  T h i s  was j u d g e d  t o  b e  f i b r o n e c t i n ,  a s  t h e  p r o t e i n  i n  t h i s  

b an d  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  show n t o  b i n d  t o  g e l a t i n  an d  a n t i - f i b r o n e c t i n  

i m m o b i l i s e d  o n  S e p h a r o s e  ( K h a l e f ,  B u u l t j e n s  and  S u t c l i f f e ,  i n  

p r e p a r a t i o n ) .  The i d e n t i t y  o f  t h e  o t h e r  m ore  w e a k ly  l a b e l l e d  p r o t e i n s  

p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  was n o t  d e t e r m i n e d .  No PAPP-A o r  # 2 ^  

s y n t h e s i s  was o b s e r v e d  a f t e r  c u l t u r i n g  f o r  24 h .

The p o l y a c r y l a m i d e  g e l  a n a l y s i s  o f  N i t a b u c h ' s  s c r a p i n g s  f ro m  

two d i f f e r e n t  p l a c e n t a e ,  a f t e r  s t a i n i n g  w i t h  C o o m a s s ie  b l u e ,  i s  shown
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i n  F i g u r e  4 : 1 9  ( t r a c k s  4 - 7 ) .  F i b r o n e c t i n  ( 2 3 0 , 0 0 0 )  was a g a i n  

a p p a r e n t ,  a s  was a  f a i n t  b a n d  a t  1 8 1 ,0 0 0  t h o u g h t  t o  b e  H ow ever ,

a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d ,  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r a n t a n t  o f  

c u l t u r e d  N i t a b u c h ' s  l a y e r ,  was a l s o  o b s e r v e d .  The m o l e c u l a r  w e i g h t  

o f  t h i s  b a n d  was e s t i m a t e d  t o  c o r r e s p o n d  t o  t h a t  o f  PAPP-A ( i . e .

1 8 7 , 0 0 0 ) .  T h i s  b an d  show ed  a  s i m i l a r  i n t e n s i t y  o f  s t a i n i n g  t o  t h e  

f i b r o n e c t i n  b a n d ,  w h ic h  s u g g e s t s  t h a t  t h e y  w e re  p r e s e n t  i n  a p p r o x i ­

m a t e l y  t h e  sam e c o n c e n t r a t i o n .  Some o f  t h e  s m a l l e r  p o l y p e p t i d e s  h ad  

m o l e c u l a r  w e i g h t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h o s e  o b s e r v e d  i n  t h e  f i b r i n  s t a n d a r d ,  

s u c h  a s  t h e  (3 an d  y -y  d im e r  s u b u n i t s  ( t r a c k  2 ,  F i g u r e  4 : 1 7 ) .  F u r t h e r

a n a l y s e s  o f  t h e s e  an d  t h e  o t h e r  b a n d s  was n o t  c a r r i e d  o u t .

As b o t h  PAPP-A a n d  f i b r o n e c t i n  w e r e  p r e s e n t  i n  a n a l y s e d  s a m p le s  

o f  N i t a b u c h ' s  s c r a p i n g s ,  s i n c e  t h e y  show  a  s i m i l a r  d i s t r i b u t i o n  i n  

p l a c e n t a l  a n d  d e c i d u a l  t i s s u e  a n d  s i n c e  t h e y  a r e  b o t h  s y n t h e s i s e d  by  

N i t a b u c h ' s  l a y e r  ( K h a l e f ,  B u u l t j e n s  an d  S u t c l i f f e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) ,  

i t  was c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  two p r o t e i n s  m i g h t  b i n d  t o  e a c h  

o t h e r  o r  t o  some common s u b s t r a t e  s u c h  a s  t h e  c o l l a g e n  i n  t h e  r e t i c u l a r  

f i b r e s  ( t y p e  I I I ) .  T h i s  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  i s  o b s e r v e d  i n  b a s e m e n t  

m e m b ra n e s ,  w h e re  c o l l a g e n  i s  f o u n d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  two n o n - c o l l a g e n o u s  

g l y c o p r o t e i n s  ( K e f a l i d e s ,  1 9 7 5 ) .  T h e s e  p r o t e i n s  a r e  s e c r e t e d  by  t h e  

c e l l  an d  i n t e r a c t  e x t r a c e l l u l a r l y  t o  fo rm  t h e  d e s i r e d  s t r u c t u r a l  

a r r a n g e m e n t  r e q u i r e d  f o r  e a c h  t i s s u e  ( s e e  C h a p t e r  5 ,  F i g u r e  5 : 1 ) .  • I f  

PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  w e re  t o  b i n d  t o  e a c h  o t h e r  a  c o m p lex  w i t h  a  

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  w e l l  o v e r  o n e  m i l l i o n  ( 4 5 0 ,0 0 0  +  7 5 0 ,0 0 0 )  w o u ld  be  

f o r m e d .  Such  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  co m p lex  c o u l d  b e  r e s o l v e d  f ro m  

f r e e  PAPP-A a n d  f i b r o n e c t i n  b y  g e l  f i l t r a t i o n .  D i f f e r e n t i a l  r a d i o ­

l a b e l l i n g  o f  t h e s e  2  p r o t e i n s  w o u ld  a l l o w  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  an y
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s u c h  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p le x e s  ( e v e n  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s ) ,

p r e s e n t  i n  t h e  co lu m n  v o i d  v o lu m e ,  an d  d i s t i n g u i s h  them  fro m  t h e

u n b o u n d  c o m p o n e n t s .  Such  was t h e  r a t i o n a l e  b e h i n d  t h e  g e l  f i l t r a t i o n

35e x p e r i m e n t  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  S - f i b r o n e c t i n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h

125 35The e l u t i o n  p r o f i l e  f o r  t h e  I  and  S c o u n t s  ( c o r r e c t e d

and  u n c o r r e c t e d )  w e re  made up o f  2 p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  ( F i g u r e  4 : 2 1 ) ,

t h e  f i r s t  p e a k  ( 2 1 - 3 5  ml e l u t e d )  b e i n g  com posed  o f  t h e  p r o t e i n  bound

12 5 35
c o u n t s  a n d  t h e  s e c o n d  (3 5 - 4 5  ml e l u t e d ) ,  t h e  f r e e  I  an d  S (TCA 

n o n - p r e c i p i t a b l e  c o u n t s ) .  PAPP-A, « 2 ^  an d  f i b r o n e c t i n  w e re  d e t e c t e d  

i n  t h e  f i r s t  p e a k  o n l y .  The o r d e r  o f  t h e i r  e l u t i o n  c o n f i r m e d  t h a t  

g e l  f i l t r a t i o n  h a d  i n d e e d  o c c u r r e d ,  s i n c e  t h e  f i b r o n e c t i n  ( 4 5 0 ,0 0 0  

m ol w t )  b e g a n  t o  e l u t e  a f t e r  t h e  0 :2 ^  an d  PAPP-A ( 6 2 0 , 0 0 0 - 8 2 0 , 0 0 0  m ol w t ) ,  

an d  b e f o r e  t h e  BSA ( 6 8 , 0 0 0  m ol w t ;  t r a c k s  2 and  3 ,  F i g u r e  4 : 2 2 ) .

N e i t h e r  PAPP-A n o r  f i b r o n e c t i n  w e r e  d e t e c t e d  by  AACE o r  SDS-PAGE and  

a u t o r a d i o g r a p h y  i n  t h e  e a r l i e r  f r a c t i o n s  ( 1 0 - 2 3  ml e l u t e d ) .  I t  was 

c o n c lu d e d  t h e r e f o r e ,  t h a t  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  PAPP-A and  f i b r o n e c t i n  

do n o t  a s s o c i a t e  t o  fo rm  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p le x .

S i n c e  f i b r o n e c t i n  h a s  a  h i g h  a f f i n i t y  f o r  g e l a t i n  ( s e e  M o sh e r ,  

1 9 8 0 ) ,  t h e  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  PAPP-A, an d  # 2 ^ ,  t o  g e l a t i n  and  

f i b r o n e c t i n : g e l a t i n  c o m p le x  w e re  i n v e s t i g a t e d .  G e l a t i n  i s  p r o d u c e d  

when c o l l a g e n  i s  d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g ,  t h u s  f i b r o n e c t i n .  bound  t o  

g e l a t i n  — S e p h a r o s e  was u s e d  a s  a  m o d e l  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  i n s o l u b l e  

f i b r o n e c t i n  t o  c o l l a g e n .  D e n a t u r e d  c o l l a g e n s  a r e  m o re  e f f i c i e n t  

b i n d e r s  o f  f i b r o n e c t i n  t h a n  t h e i r  n a t i v e  f o r m s ,  b u t  o f  t h e  n a t i v e  f o r m s ,  

c o l l a g e n  t y p e  I I I ,  a s  f o u n d  i n  r e t i c u l a r  f i b r e s ,  i s  t h e  m o s t  a c t i v e  

( R u o s l a h t i ,  1 9 8 2 a ) .  I n i t i a l l y ,  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  g e l a t i n  S e p h a r o s e
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t o  b i n d  PAPP-A and  « 2 ^  was d e t e r m i n e d  ( T a b l e  4 : 7 ) o The m a j o r i t y  o f  

t h e  PAPP-A a n d  « 2 ^  l o a d e d  o n t o  t h e  co lu m n  was e l u t e d  d u r i n g  t h e  PBS 

w a sh  (8 9 .9 %  an d  82.97* r e s p e c t i v e l y ) .  Some, h o w e v e r ,  d i d  a p p e a r  t o  

b i n d  t o  t h e  g e l a t i n  (7 .1 % ,  PAPP-A; 15%, o^M ), b u t  m o s t  o f  t h i s  was 

e l u t e d  i n  t h e  s u b s e q u e n t  s a l t  w a sh  ( T a b l e  4 : 7 ) .  T he b i n d i n g  was t h u s  

t h o u g h t  t o  b e  o f  a n  i o n i c  n a t u r e ,  r a t h e r  t h a n  a c o v a l e n t  n a t u r e .  The 

t o t a l  r e c o v e r y  o f  PAPP-A a n d  « 2 ^  was 97% a n d  97 .9%  r e s p e c t i v e l y ,  

t h e r e f o r e  i t  was c o n c l u d e d  t h a t  t h e  g e l a t i n  S e p h a r o s e  show ed no 

c a p a c i t y  t o  b i n d  PAPP-A o r  « 2 ^* ( F i b r o n e c t i n ,  w h ic h  d o es  b i n d  t o  

g e l a t i n  S e p h a r o s e ,  r e q u i r e s  4M u r e a  i n  50 mM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ;  2M u r e a  

i n  IM N aC l;  g l y c i n e  HCl N a l  b u f f e r  pH 2 . 6  o r  e t h y l e n e  g l y c o l  t o  

d i s s o c i a t e  i t  f r o m  g e l a t i n  ; R u o s l a h t i ,  1 9 8 2 a ) .

A f t e r  i n c u b a t i o n  o f  N i t a b u c h ' s  s u p e r n a t a n t  o n  a s i m i l a r  c o lu m n ,

38 .67 . o f  t h e  c o u n t s  l o a d e d  r e m a i n e d  o n  t h e  g e l a t i n  S e p h a r o s e  a f t e r

w a s h in g  w i t h  5 m l o f  PBS ( T a b l e  4 : 8 ) .  T h e s e  w e re  t a k e n  t o  b e  bo u n d  

35
S - f i b r o n e c t i n  c o u n t s .  The r e c o v e r i e s  o f  PAPP-A a n d  a 2 M (8 8 .6 7 .  an d  85.4% 

r e s p e c t i v e l y ;  T a b l e  4 : 8 ) ,  a f t e r  s u b s e q u e n t  i n c u b a t i o n  o f  PEP o n  t h e  

f i b r o n e c t i n : g e l a t i n  S e p h a r o s e ,  w e r e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b s e r v e d  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  f i b r o n e c t i n  ( T a b l e  4 : 7 ) .  F rom  t h e s e  r e s u l t s  i t w o u l d  

a p p e a r  t h a t  t h e  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  

t h r o u g h o u t  p l a c e n t a l  t i s s u e  c a n n o t  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e s e  p r o t e i n s  

f o r m i n g  a n  a s s o c i a t i o n  .w i th  e a c h  o t h e r  o r  w i t h  c o l l a g e n ,  n o r  b y  PAPP-A 

b i n d i n g  t o  a  f i b r o n e c t i n  : c o l l a g e n  c o m p le x .  F i b r o n e c t i n  i s  known t o  

b i n d  t o  many p r o t e i n s  ( s e e  T a b l e  4 : 5 ) ,  s u c h  a s  h e p a r i n ,  f i b r i n o g e n ,  

f i b r i n  an d  o t h e r  c o m p o n e n ts  o f  t h e  f i b r i n o l y t i c  a n d h a e n o s t a t i c  s y s t e m s  

(M o s h e r ,  1 9 8 0 ) ,  a n d  a n y  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  c o u l d  a c t  a s  a  common b i n d i n g  

s u b s t r a t e  f o r  f i b r o n e c t i n  an d  PAPP-A. I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  PAPP-A
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h a s  a  h i g h  s p e c i f i c  a f f i n i t y  f o r  h e p a r i n  ( S i n o s i c h  e t  a l ,  1 9 8 1 ) .  

F i b r o n e c t i n  b i n d i n g  t o  c o l l a g e n  i s  e n h a n c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h e p a r i n  

( R u o s l a h t i ,  1 9 8 2 b ) ,  and  t h e  b i n d i n g  o f  h e p a r i n  ( h e p a r i n  s u l p h a t e  o r  

h y a l u r o n i c  a c i d )  t o  f i b r o n e c t i n : g e l a t i n  c o m p le x e s  c o n v e y s  u p o n  them  

g r e a t e r  s t a b i l i t y  t h a n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  h e p a r i n  ( R u o s l a h t i ,  1 9 8 2 a ) .  

PAPP-A b i n d i n g  o f  c o l l a g e n  may t h e r e f o r e  b e  d e p e n d e n t  on  t h e  p r e s e n c e  

o f  o t h e r  m o l e c u l e s  s u c h  a s  h e p a r i n .  F u r t h e r  s t u d i e s  o f  t h i s  t y p e  a r e  

r e q u i r e d  t h e r e f o r e ,  b e f o r e  a n y  d e f i n i t e  s t a t e m e n t s  o n  t h e  i n t e r a c t i o n s  

o f  PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  c a n  b e  m ad e .

X
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DISCUSSION AND CONCLUSIONS

" i n  S c i e n c e  t h e  p r i m a r y  d u t y  o f  i d e a s  i s  t o  b e  
u s e f u l  an d  i n t e r e s t i n g  e v e n  m ore  t h a n  t o  b e  t r u e "

Wo T r o t t e r  (1 9 4 1 )

I n  t h i s  l a s t  c h a p t e r ,  t h e  m a in  c o n c l u s i o n s  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r s  

2 ,  3 an d  4 w i l l  b e  r e v i e w e d  a n d  d i s c u s s e d  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  

o b j e c t i v e s  ( a s  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  1 ,  s e c t i o n  6 ) .  T he n o t i o n  t h a t  

an d  PAPP-A m i g h t  b e  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r  a r o s e  b e c a u s e  o f  t h e  s i m i l a r ­

i t i e s  o b s e r v e d  i n  t h e i r  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s .  U n d er  r e d u c i n g  

c o n d i t i o n s  t h e i r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  w e r e  fo u n d  t o  b e  e q u i v a l e n t  

( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b ) ,  an d  t h e i r  am ino  a c i d ,  h e x o s a m in e  and  s i a l i c  

a c i d  c o m p o s i t i o n s  s i m i l a r  ( s e e  T a b l e s  1 :5  an d  1 : 6 ) .  H ow ever ,  t h e i r  

t o t a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  d i f f e r e d  q u i t e  m a r k e d l y ,  w i t h  a  m ean  v a l u e  

o f  19 .2%  c a r b o h y d r a t e . f o r  PAPP-A a n d  8 . 6 % f o r  ( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1980b) 

The n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  t h e s e  two p r o t e i n s  was d e t e r m i n e d  

t o  s e e  i f  t h i s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  i n  t h e i r  t o t a l  

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t .  I f  s o ,  t h i s  w o u ld  b e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  v ie w  

t h a t  t h e  m o l e c u l a r  c h a r g e s  o n  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  s i m i l a r ,  a s  i m p l i e d  by  

t h e  e q u i v a l e n c e  i n  t h e i r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s .  The n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  

c o n t e n t  o f  PAPP-A ( u s i n g  a  g a l a c t o s e  s t a n d a r d )  was fo u n d  t o  h a v e  a  m ean  

v a l u e  o f  12 .9 % , co m p a re d  w i t h  a  v a l u e  o f  3.9%  f o r  ( T a b l e  2 : 2 ) .  The 

o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  (9 .0 % )  a c c o u n t s  t h e r e f o r e ,  

f o r  a  h i g h  p r o p o r t i o n  (7 0 -9 6 % , s e e  C h a p t e r  2 : 4 ) ,  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  

t o t a l  c a r b o h y d r a t e .  I t  c o u l d  b e  a r g u e d  t h a t  t h i s  r e s u l t  s u p p o r t s  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  PAPP-A r e p r e s e n t s  a  m o d i f i e d  fo rm  o f  ( a t  e i t h e r  t h e  

l e v e l  o f  t h e  g e n e  o r  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l l y ) , b e i n g  e q u i v a l e n t  t o  a  

m o l e c u l e  o f  p l u s  a d d i t i o n a l  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e .  H ow ever ,  e l e c t r o ­
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p h o r e s i s  r e s u l t s  ( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 b ) ,  i n d i c a t e  t h a t  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  t h e  PAPP-A p o l y p e p t i d e  e x c e e d s  t h a t  o f  b y  a b o u t  3 .3% .

S i n c e  t h e i r  t o t a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  d i f f e r  b y  1 0 .6 7 . ,  t h i s  w o u ld  

s u g g e s t  t h a t  t h e  PAPP-A p o l y p e p t i d e  i s  s m a l l e r  t h a n  t h a t  o f  ^ 2 ^ 0  I t  

w o u ld  a p p e a r  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  n o t i o n  t h a t  PAPP-A i s  e q u i v a l e n t  t o  a 

m o l e c u l e  o f  « 2 ^̂  p l u s  a d d i t i o n a l  n e u t r a l  c a r b o h y d r a t e  i s  to o  s i m p l i s t i c .

I f  i n d e e d ,  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  r e l a t e d ,  t h e n  i t  seem s m o re  l i k e l y  t h a t  

PAPP-A r e p r e s e n t s  a  m o d i f i e d  f o r m  o f  « 2 ^̂  w h ic h  h a s  h a d  a  p o r t i o n  o f  i t s  

p o l y p e p t i d e  c h a i n  re m o v e d  a n d  c a r b o h y d r a t e  a d d e d .  I t  c o u l d  b e  a r g u e d  

t h a t  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  n o t  a  s u f f i c i e n t l y  a c c u r a t e  

m e th o d  f o r  a s s e s s i n g  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  an d  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s e d i m e n t ­

a t i o n  e q u i l i b r i u m  p o i n t  o f  PAPP-A, f o r  e x a m p le ,  m i g h t  g i v e  a  m o l e c u l a r  

w e i g h t  v a l u e  f o r  PAPP-A t h a t  i s  m o re  i n  k e e p i n g  w i t h  t h i s  h y p o t h e s i s .  

G ordon  an d  C h a rd  ( 1 9 7 9 ) ,  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  a l l  p l a c e n t a l  p r o t e i n s  

a r e  a n a l o g u e s  o f  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e  n o r m a l  a d u l t .  Human p i t u i t a r y  

g ro w th  h o rm o n e  ( p r o l a c t i n ) ,  f o r  e x a m p le ,  i s  t h e  n o n - p r e g n a n t  a n a l o g u e  

o f  hum an p l a c e n t a l  l a c t o g e n  (h P L ) ( J o s i m o v i c h ,  1 977) an d  t h e  p r e g n a n c y -  

a s s o c i a t e d  a l p h a  f e t o p r o t e i n  (AFP) i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  f e t a l  c o u n t e r ­

p a r t  o f  a d u l t  s e r u m  a l b u m i n  ( s e e  Law a n d  D u g a ic z y k ,  1981 ; and  r e f e r e n c e s  

t h e r e i n ) .  H o w ev er ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  t h e o r i e s  o f  

h o m o lo g y  f o r  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  b a s e d  o n  d e t a i l e d  a n a l y s i s  n o t  j u s t  o f  

t h e i r  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s ,  b u t  a l s o  a n  a n a l y s i s  o f  t h e i r  p r i m a r y  

s t r u c t u r e  a t  t h e  am in o  a c i d  a n d / o r  DNA l e v e l s .  Amino a c i d  a n a l y s i s  

o f  hPL a n d  p r o l a c t i n  h a s  show n t h a t  t h e s e  two h o rm o n es  h a v e  163 o u t  o f  

190 am ino  a c i d  r e s i d u e s  i n  common ( J o s i m o v i c h ,  1 9 7 7 ) .  Of t h e  r e m a i n i n g  

27 r e s i d u e s ,  24 a r e  " h i g h l y  a c c e p t a b l e * *  a l t e r n a t i v e s  i n  t e rm s  o f  t h e  

g e n e t i c  c o d e .  H om ology b e t w e e n  t h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  AFP an d  s e ru m
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a l b u m i n  was d e d u c e d  f r o m  a  c o m p l e t e  c-DNA s e q u e n c e  and  f ro m  t h e  f a c t  

t h a t  AFP c a n  b e  o r g a n i z e d  i n t o  a  3 - d o m a in  s t r u c t u r e  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  

t h a t  o f  s e r u m  a l b u m i n  (Law an d  D u g a ic z y k ,  1 9 8 1 ) .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  

n o t e  t h a t  a t t e m p t s  t o  p e p t i d e  map an d  PAPP-A w i t h  V8 p r o t e a s e  and  

c y a n o g e n  b r o m id e  ( S u t c l i f f e  e t  a l ,  1 9 8 0 a ;  G ore  an d  S u t c l i f f e ,  i n  p r e s s ) ,  

h a v e  f a i l e d  t o  p r o d u c e  e v i d e n c e  o f  h o m o lo g y .  T h i s  c a n n o t  b e  t a k e n  t o  

b e  i n d i c a t i v e  o f  a  t o t a l  l a c k  o f  h o m o lo g y ,  b u t  a  l a c k  o f  h o m o lo g y  i n  

t h o s e  s e q u e n c e s  f l a n k e d  b y  m e t h i o n i n e ,  a s p a r t i c  a c i d  an d  g l u t a m i c  a c i d  

r e s i d u e s .  H o w ev er ,  i t  d o e s  n o t  l e n d  s u p p o r t  t o  a  t h e o r y  o f  h o m o lo g y .  

P r e v i o u s  a t t e m p t s  t o  f i n d  a n t i g e n i c  c r o s s - r e a c t i v i t i e s  b e tw e e n  t h e s e  two 

m o l e c u l e s  h a v e  a l s o  f a i l e d  t o  y i e l d  e v i d e n c e  o f  h o m o lo g ie s  ( S u t c l i f f e  

e t  a l ,  1 9 8 0 a  & b ) .  The o b s e r v e d  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e i r  p h y s i c o c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  do n o t  c o n s t i t u t e  s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  h o m o lo g y .  B o th  

p r o t e i n s  a r e  s e r u m  m a c r o g l o b u l i n s  w h o se  t e t r a m e r i c  s t r u c t u r e s  a r e  t o  be  

e x p e c t e d  f r o m  t h e i r  s i z e ,  an d  w h o se  v e r y  s i m i l a r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  a r e  

t y p i c a l  o f  many o t h e r  p r o t e i n s .

PAPP-A was o b t a i n e d  i n  a n  e n r i c h e d  s t a t e  u n d e r  m i l d  c o n d i t i o n s  o f  

p u r i f i c a t i o n  i n v o l v i n g  C i b a c r o n  b l u e  d y e - l i g a n d  c h r o m a t o g r a p h y ,  n e g a t i v e  

a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  g e l  f i l t r a t i o n  ( s e e  C h a p t e r  3 ) .

The p r o d u c t  was a  m i x t u r e  o f  PAPP-A an d  ( t h e  PAPP-A e n r i c h e d  

p r e p a r a t i o n  o r  P E P ) .  The PAPP-A p r o d u c e d  b y  t h i s  m e th o d  was n o t  a s  

p u r e  a s  t h a t  o b t a i n e d  a f t e r  p o s i t i v e  a f f i n i t y  c h r o m a to g r a p h y  ( S u t c l i f f e  

^  1 9 8 0 b ;  F o l k e r s e n  e t  a l ,  1 9 8 1 a ) .  H ow ever ,  t h i s  was l a r g e l y  a n

o p e r a t i o n a l  f a c t o r ,  s i n c e  t h e  p u r i t y  o f  t h e  PAPP-A c o u l d  b e  m a r k e d l y  

i n c r e a s e d  b y  r e d u c i n g  t h e  v o lu m e s  l o a d e d  o n t o  t h e  co lu m n s  and  r e s t r i c t i n g  

t h e  p o o l  s i z e  t o  t h o s e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e  maximum c o n c e n t r a t i o n  

o f  PAPP-A. T he p r o b l e m  o f  t h e  c o n t a m i n a t i n g  was g r e a t l y  r e d u c e d
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a f t e r  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .  T h i s  s t e p  was n o t  em p lo y ed  h o w e v e r ,  

u n t i l  a f t e r  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  PAPP-A, 

t h u s  a v o i d i n g  f u r t h e r  p r o c e s s i n g  o f  t h e  PAPP-A an d  m a k in g  u s e  o f  t h e  

c o n t a m i n a t i n g  a s  a  p o s i t i v e  i n t e r n a l  c o n t r o l  d u r i n g  t h e  s u b s e q u e n t  

p r o t e a s e  b i n d i n g  e x p e r i m e n t s .  S t a r k e y  an d  B a r r e t t  ( 1 9 7 7 ) ,  n o t e d  t h a t  

l o n g ,  c o m p le x  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  t e n d e d  t o  r e s u l t  i n  s e r i o u s  

i n a c t i v a t i o n  o f  an d  t h a t  i t  w as s o m e t im e s  n e c e s s a r y  t o  co m p ro m ise

b e tw e e n  o b t a i n i n g  f r e e  f r o m  a l l  c o n t a m i n a n t s  an d  r e t a i n i n g  t h e  m a j o r  

p a r t  o f  t h e  i n  a n  a c t i v e  f o r m .  S u ch  was t h e  r a t i o n a l e  b e h i n d  t h i s  

m e th o d  o f  PAPP-A p u r i f i c a t i o n .  I t  was n o t  p o s s i b l e  t o  b e  c e r t a i n  t h a t  

t h e  PAPP-A p r o d u c e d  b y  t h i s  m e th o d  was i n  a n  e s s e n t i a l l y  n a t i v e  an d  

p o t e n t i a l l y  a c t i v e  s t a t e ,  b u t  t h e  m o re  s e v e r e  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  h i g h  

s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  e m p lo y ed  i n  

p r e v i o u s  m e th o d s  w e re  a v o i d e d .

The r e s u l t s  o f  t h e  t r y p s i n  a n d  p l a s m i n  b i n d i n g  a s s a y s  ( C h a p t e r  

4 ,  s e c t i o n s  3 an d  4 ) ,  a l s o  l e n d  no  s u p p o r t  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  PAPP-A 

h a s  a  f u n c t i o n  w h ic h  i s  h o m o lo g o u s  t o  « 2 ^» T he  PAPP-A i n  PEP b o u n d  

n e i t h e r  t r y p s i n  n o r  p l a s m i n ,  w h e r e a s  t h e  « 2 ^  d i d .  T h e r e f o r e  i t  i s  

i m p r o b a b l e ,  a s  b i n d i n g  was n o t  o b s e r v e d ,  t h a t  PAPP-A i n h i b i t s  e i t h e r  

o f  t h e s e  enzym es ( s e e  C h a p t e r  1 : 5 ) ,  t h o u g h  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  i t  

i n h i b i t s  enzym es o t h e r  t h a n  t r y p s i n  o r  p l a s m i n  c a n n o t  b e  e x c l u d e d .  I t

i s  u s u a l  t o  c a r r y  o u t  a  s t o i c h i o m e t r i c  a n a l y s i s  o n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

enzyme a c t i v i t y  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  s u c h  b i n d i n g  e x p e r i m e n t s .  I t  i s  

a c k n o w le d g e d  t h a t  t h i s  t y p e  o f  i n f o r m a t i o n  w o u ld  h a v e  b e e n  u s e f u l  f o r  

a c c u r a t e l y  a s s e s s i n g  t h e  d e g r e e  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  « 2 ^  i n  t h e  PEP, 

t h u s  a c t i n g  a s  a  p o i n t  o f  r e f e r e n c e  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  

t h e  a c t i v i t y  s t a t u s  o f  t h e  PAPP-A. Had t h e  PAPP-A show n t r y p s i n  o r
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p l a s m i n  b i n d i n g  a  s t o i c h i o m e t r i c  a n a l y s i s  w o u ld  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d ,  a s  

i t  d i d  n o t ,  t h i s  t y p e  o f  a n a l y s i s  was n o t  c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y .

d o e s  n o t  i n h i b i t  c o m p le m e n t ,  i f  PAPP-A w e re  f u n c t i o n a l l y  

h o m o lo g o u s  t o  « 2 ^» i t  w o u ld  a l s o  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  c o m p le m e n ta r y -  

i n h i b i t o r y  p r o p e r t i e s .  I n  r e p e a t e d  a s s a y s ,  no e v i d e n c e  c o u l d  b e  fo u n d  

to  show  t h a t  PAPP-A was a b l e  t o  i n h i b i t  t h e  l y s i s  o f  s e n s i t i s e d  s h e e p  

r e d  b l o o d  c e l l s  b y  g u i n e a  p i g  o r  hum an co m p lem en t  ( C h a p t e r  4 ;  s e c t i o n  

5 ) ,  T h i s  n e g a t i v e  r e s u l t  h o w e v e r ,  c a n n o t  b e  i n t e r p r e t e d  a s  a n  

i n d i c a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  h o m o lo g y .

The p r e s e n t  r e s u l t s  a r e  n o t  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  v ie w s  t h a t  PAPP-A 

i n h i b i t s  p l a s m i n  i n  a  way h o m o lo g o u s  t o  « 2 ^  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ) ,  o r  t h a t  

PAPP-A i s  a n  i n h i b i t o r  o f  c o m p le m e n t  ( B i s c h o f ,  1 9 8 1 ) .  How c a n  t h e s e  

c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  b e  r e c o n c i l e d ?  I t  c o u l d  b e  a r g u e d  t h a t  t h e  PAPP-A 

i n  PEP, c o n t r a r y  t o  e x p e c t a t i o n s ,  h a d  b e e n  s u f f i c i e n t l y  d e n a t u r e d  t o  

p r e v e n t  i t s  f u n c t i o n i n g .  I n d e e d ,  t h e r e  i s  no d i r e c t  p r o o f  t h a t  t h e  

PAPP-A i n  PEP i s  p h y s i o l o g i c a l l y  a c t i v e .  H ow ever ,  t h e  p r e s e n c e  o f  

n a t i v e  a n d  a c t i v e  (X2 M i n  PEP w o u ld  seem  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  

o f  p u r i f i c a t i o n  w e re  s u f f i c i e n t l y  m i l d  t o  h a v e  m a i n t a i n e d  t h e  PAPP-A 

i n  a  s i m i l a r  s t a t e .  O b v i o u s l y  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  a s s e s s  t h e  

a c t i v i t y  s t a t u s  o f  t h e  PAPP-A p u r i f i e d  b y  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) ,  b u t  h e  d i d  

u s e  a n  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  s t e p  ( s e e  T a b l e  1 : 2 )  w h ic h  w o u ld  

h a v e  h a d  a d v e r s e  e f f e c t s  o n  0 :2 ^  ( s e e  C h a p t e r  1 ,  s e c t i o n  4 : 1 ) .  B i s c h o f  ®s 

a s s a y s  ( 1 9 8 0 ,  1 9 8 1 )  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  o f  p l a s m i n  by  PAPP-A w e re  b a s e d  

o n  a  c a s e i n o l y t i c  a c t i v i t y  a s s a y .  S u ch  a s s a y s  a r e  o p e n  t o  m i s i n t e r p r e ­

t a t i o n  a s  a n y  o b s e r v e d  i n h i b i t i o n  may b e  d u e  t o  a  c o n t a m i n a n t  an d  n o t  

t o  t h e  p r o t e i n  b e i n g  t e s t e d  a s  a n  i n h i b i t o r .  B o th  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) ,  an d  

I  h a v e  fo u n d  i t  d i f f i c u l t  t o  rem o v e  c o n t a m i n a t i n g  « 2 !! f ro m  p r e p a r a t i o n s

X
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o f  PAPP-Ao T h i s  s t r e s s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  b i n d i n g  a s s a y s  an d  o f

u s i n g  s e n s i t i v e  m e th o d s  t o  a s s e s s  t h e  p u r i t y  o f  p r e p a r a t i o n s .  Tube

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  i m m u n o d i f f u s i o n  ( B i s c h o f ,  1 9 7 9 ,  1 9 8 1 ) ,  may n o t

b e  s u i t a b l y  s e n s i t i v e .  S u t c l i f f e  . e t  aP ( 1 9 8 0 a ) ,  d e t e c t e d  some a n t i -

s p e c i f i c i t i e s  i n  t h e i r  s h e e p  a n t i - P A P P - A  s e r u m ,  w h ic h  h a d  b e e n

r a i s e d  a g a i n s t  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  PAPP-A ( S u t c l i f f e  e ^  a l , 1 9 7 8 ) .

T h i s  w o u ld  seem  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  was some i n  t h e s e  p r e p a r a t i o n s .

T he p r o b l e m  o f  c o n t a m i n a t i o n  o f  PAPP-A b y  may u n d e r l y  some

o f  t h e  d i s a g r e e m e n t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n i n g  t h e  r a d io im m u n o a s s a y s

o f  PAPP-A. S i n o s i c h  eb  aP ( 1 9 8 2 ) ,  f o r  e x a m p le ,  w e re  u n a b l e  t o  d e t e c t

PAPP-A i n  t h e  b l o o d  o f  t h e  100 n o n - p r e g n a n t  i n d i v i d u a l s  t h e y  t e s t e d ,

w h e re a s  B i s c h o f  ^  aP ( 1 9 8 1 ) ,  u s i n g  a  c o m p a r a b l e  r a d io im m u n o a s s a y ,

d e t e c t e d  PAPP-A i n  n o n - p r e g n a n t  s u b j e c t s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  [ ig /m l .

T h i s  d i s c r e p a n c y  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  i f  t h e  r a d i o l a b e l l e d  PAPP-A u s e d

by  B i s c h o f  ejt aP was c o n t a m i n a t e d  b y  and  i f  t h e  a n t i s e r u m  c o n t a i n e d

a n t i - a ^ M  s p e c i f i c i t i e s .  i n  n o n - p r e g n a n t  s e r a  w o u ld  t h e n  co m p e te

125
w i t h  t h e  s m a l l  am o u n t  o f  I-cx^M i n  t h e  t r a c e r  i n  t h e  a s s a y ,  w h ic h

w o u ld  g i v e  t h e  i m p r e s s i o n  t h a t  t h e r e  was PAPP-A i n  t h e  n o n - p r e g n a n c y

125s e r a  c o m p e t in g  w i t h  t h e  I -P A P P -A  f o r  b i n d i n g  s i t e s . S i m i l a r l y ,

S i n o s i c h  ^  ( 1 9 8 2 )  d i d  n o t  d e t e c t  PAPP-A i n  t h e  u m b i l i c a l  c i r c u l a t i o n ,  

w h e r e a s  B i s c h o f * s  c o l l e a g u e s  d i d  ( 0 . 1  p g / m l ; D u b e rg  e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  I t  

i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  " PAPP-A". d e t e c t e d  i n  

b o t h  n o n - p r e g n a n c y  an d  u m b i l i c a l  c h o r d  s e r a  was 0 . 1  p g / m l ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h i s  r e f l e c t s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o n t a m i n a t i n g  

I f  t h e  PAPP-A t h a t  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 )  p u r i f i e d  i s  c o n t a m i n a t e d  

w i t h  « 2 ^» t h i s  w o u ld  a c c o u n t  f o r  t h e  p l a s m i n  i n h i b i t o r y  p r o p e r t i e s  

a s s i g n e d  t o  PAPP-A b y  B i s c h o f  ( 1 9 7 9 ) ,  and  p o s s i b l y  e v e n  t h e  u r o k i n a s e
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i n h i b i t i o n  t o o  ( t h o u g h  t h e r e  i s  some d o u b t  a s  t o  w h e t h e r  i n h i b i t s  

u r o k i n a s e ;  S t a r k e y  an d  B a r r e t t ,  1 9 7 7 ) .  H ow ever ,  t h e  co m p lem en t 

i n h i b i t o r y  p r o p e r t i e s  o f  PAPP-A o b s e r v e d  by  B i s c h o f  ( 1 9 8 1 ) ,  c a n n o t  b e  

e x p l a i n e d  i n  t h e s e  t e r m s .  I t  i s  c u r i o u s  t h a t  B i s c h o f  (1 9 8 1 )  d e t e c t e d  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  co m p le m e n t  u s i n g  t h e  PAPP-A p u r i f i e d  by S u t c l i f f e  e_f 

a l  ( 1 9 8 0 b ) ,  a s  t h e y  t h e m s e l v e s  w e r e  u n a b l e  t o  d e t e c t  s u c h  a c t i v i t y  

(D r .  R.Go S u t c l i f f e ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  The r e a s o n  f o r  t h e  

o b s e r v e d  i n h i b i t o r y  c a p a c i t y  o f  b o t h  p r e p a r a t i o n s  o f  PAPP-A i s  n o t  

u n d e r s t o o d .

The im m u n o p e ro x id a s e  l o c a l i z a t i o n  s t u d i e s  o n  PAPP-A and  f i b r o ­

n e c t i n  c a r r i e d  o u t  by  S u t c l i f f e ,  K h a l e f  an d  H o rn e  ( i n  p r e p a r a t i o n ) ,  shows 

t h a t  t h e s e  two p r o t e i n s  h a v e  a  v e r y  s i m i l a r  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  i n  

p l a c e n t a l  t i s s u e s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  N i ta b u c h ® s  ( f i b r i n o i d )  l a y e r  a t  t h e  

u t e r o - p l a c e n t a l  i n t e r f a c e  a n d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  r e t i c u l a r  f i b r e s  

o b s e r v e d  a r o u n d  d e c i d u a l  c e l l s  ( s e e  C h a p t e r  1 ,  s e c t i o n  3 : 3 ) .  SDS 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  a n a l y s i s  o f  s c r a p i n g s  f r o m  N i t a b u c h ' s  l a y e r  ( C h a p t e r  

4 : 6 ) ,  show ed  t h a t  PAPP-A, f i b r o n e c t i n  and  o t h e r  lo w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t

p o l y p e p t i d e s  w e re  p r e s e n t  i n  t h i s  l a y e r .  On c u l t u r i n g  N i t a b u c h ' s  l a y e r  

35
f o r  24 h  w i t h  S - m e t h i o n i n e ,  r a d i o l a b e l l e d  f i b r o n e c t i n  was l o c a t e d  i n  

t h e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  ( C h a p t e r  4 : 6 ) .  R e c e n t  r e s u l t s  h a v e  show n t h a t  

i f  t h i s  l a y e r  an d  c h o r i o n i c  p l a t e  t i s s u e  a r e  c u l t u r e d  f o r  1  w eek  u n d e r  

t h e  sam e c o n d i t i o n s ,  r a d i o l a b e l l e d  PAPP-A i s  a l s o  s y n t h e s i s e d  ( K h a l e f ,  

B u u l t j e n s  and  S u t c l i f f e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) .  E x p e r im e n ts  w e re  c a r r i e d  

o u t  t o  s e e  i f  PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  bound  t o  e a c h  o t h e r  o r  t o  a  common 

s u b s t r a t e  o f  c o l l a g e n ,  ( i n  t h e  f o r m  o f  g e l a t i n ;  s e e  C h a p t e r  4 : 6 ) .

PAPP-A d i d  n o t  a p p e a r  t o  b i n d  t o  f i b r o n e c t i n ,  g e l a t i n  o r  t o  a  f i b r o n e c t i n :  

g e l a t i n  c o m p le x .  H o w ev er ,  i t  i s  c u r r e n t l y  b e l i e v e d  ( K h a l e f ,  B u u l t j e n s

X



1 6 5

an d  S u t c l i f f e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) ,  t h a t  PAPP-A c a n  p r i m a r i l y  b e  r e g a r d e d  

a s  a  p r o t e i n  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  

i n  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  a n d  c h o r i o n i c  p l a t e s ,  and  i n  c e r t a i n  f i b r o t i c  

a r e a s  o f  p l a c e n t a l  v i l l o u s  t r u n k s .  T he o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e r e  i s  a  

s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  PAPP-A a n d  h e p a r i n  ( S i n o s i c h  ^  a l , 1 9 8 1 ) ,  

w o u ld  seem  t o  g i v e  f u r t h e r  w e i g h t  t o  t h i s  v i e w  o f  PAPP-A. McKay an d  

L a u r e l l  ( 1 9 8 0 )  h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  p r o t e i n s  w h ic h  b i n d  t o  i m m o b i l i s e d  

h e p a r i n  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  4 f u n c t i o n a l l y  r e l a t e d  g r o u p s ,  n a m e ly ;  

c o a g u l a t i o n  p r o t e i n s ,  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s ,  co m p lem en t  s y s t e m  p r o t e i n s  

an d  c e l l  s u r f a c e  p r o t e i n s .  As PAPP-A d o e s  n o t  a p p e a r  t o  i n h i b i t  

p l a s m i n ,  t r y p s i n  o r  c o m p le m e n t  m e d i a t e d  h a e m o l y s i s  i t  seem s u n l i k e l y  

t h a t  PAPP-A f i t s  i n t o  a n y  o f  t h e  f i r s t  3 c a t e g o r i e s ,  t h u s  l e a v i n g  t h e  

c e l l  s u r f a c e  p r o t e i n  g r o u p .  T h i s  g ro u p  i n c l u d e s  f i b r o n e c t i n ,  and  

c o u l d  t h e r e f o r e ,  b e  p o s s i b l y  e x t e n d e d  t o  c o n t a i n  p r o t e i n s  o f  t h e  e x t r a ­

c e l l u l a r  m a t r i x  a s  f i b r o n e c t i n  i s  a l s o  l o c a t e d  t h e r e  ( a n d  s i n c e  i t  i s  

d i f f i c u l t  t o  d e f i n e  t h e  p r e c i s e  d e m a r c a t i o n  b a r r i e r  b e t w e e n  t h e s e  two 

a r e a s ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  h e p a r i n ,  m ore  s t a b l e  f i b r o n e c t i n : g e l a t i n  

c o m p le x e s  a r e  f o rm e d  ( R u o s l a h t i ,  1 9 8 2 a ) ,  an d  f i b r o n e c t i n  fo rm s  c o - p o ly m e r s  

w i t h  c o l l a g e n  o f  t y p e s  I  a n d  I I I  ( a s  f o u n d  i n  r e t i c u l a r  f i b r e s ) ,  w hen 

i n c u b a t e d  w i t h  h e p a r i n  ( M o s h e r ,  1 9 8 0 ) .  I t  w o u ld  be  v e r y  i n t e r e s t i n g  

a s  a  f u t u r e  l i n e  o f  i n v e s t i g a t i o n ,  t o  s e e  i f  PAPP-A an d  h e p a r i n  fo rm  

a s s o c i a t i o n s  w i t h  f i b r o n e c t i n  a n d / o r  c o l l a g e n  m i x e s .

F i g u r e  5 : 1  show s a  s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  

e v e n t s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i c e s .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h i s  r e p r e s e n t s  t h e  e v e n t s  t a k i n g  p l a c e  i n  t h e  c y t o t r o p h o b l a s t i c  

c e l l s  o f  t h e  c h o r i o n i c  p l a t e  a n d  N i t a b u c h ’ s l a y e r ,  l e a d i n g  t o  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  PAPP-A an d  f i b r o n e c t i n  i n t o  t h e  r e t i c u l a r  f i b r e s .
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F i g u r e  5 ; 1  A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r
e v e n t s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  b a s e m e n t  m em b ran e .
A p o s s i b l e  m o d e l  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  PAPP-A 
an d  f i b r o n e c t i n  l e a d i n g  t o  t h e i r  i n c o r p o r a t i o n  
i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  (A d a p te d  f ro m  
K e f a l i d e s ,  1 9 7 5 ) .



F i g u r e  5;1
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e x t r a c e l l u l a r  m a t r i c e s  an d  f i b r o t i c  a r e a s  i n  t h e  v i l l o u s  t r u n k s o  What 

r o l e  m i g h t  t h e s e  a r e a s  p l a y  i n  g e s t a t i o n ?  S u t c l i f f e  e ^  ^  ( 1 9 8 2 a ) ,  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l a y e r  o f  f i b r i n / f i b r i n o i d  m a t e r i a l  a t  t h e  u t e r o ­

p l a c e n t a l  i n t e r f a c e  ( ioO q N i t a b u c h ' s  l a y e r ,  w h ic h  s t a i n s  f o r  PAPP-A) 

s i n c e  i t  i s  so  e x t e n s i v e l y  d i s t r i b u t e d  o v e r  t h e  d e l i v e r e d  p l a c e n t a ,  may 

h a v e  a  r o l e  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p l a c e n t a  f r o m  t h e  u t e r u s  d u r i n g  

p a r t u r i t i o n o  I n  c o n t r a s t  t h e  r e t i c u l a r  f i b r e s  o b s e r v e d  a r o u n d  t h e  

u t e r i n e  d e c i d u a l  c e l l s ,  w h ic h  s t a i n  f o r  PAPP-A, may p o s s i b l y  b e  i n v o l v e d  

i n  m a i n t a i n i n g  a  t i g h t  j u n c t i o n  b e t w e e n  t h e  p l a c e n t a  an d  u t e r u s  ( K h a l e f ,  

B u u l t j e n s  an d  S u t c l i f f e ,  i n  p r e p a r a t i o n ) o  I t  may b e  t h a t  t h e  c h a r a c t e r ­

i s t i c  i n c r e a s e  i n  PAPP-A c o n c e n t r a t i o n  i n  m a t e r n a l  s e ru m  r i g h t  up t o  

t e rm ,  r e f l e c t s  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  PAPP-A i n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  

p l a c e n t a l - u t e r i n e  u n i t *  T he l o n g  h a l f - l i f e  o f  PAPP-A m i g h t  b e  

a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  PAPP-A a r o u n d  t h e  u t e r i n e  d e c i d u a l  c e l l s  

p e r s i s t i n g  i n t o  t h e  p o s t  p a r tu m  p e r i o d ,  o r  t o  some N i t a b u c h ' s  l a y e r  

r e m a i n i n g  o n  t h e  w a l l  o f  t h e  u t e r u s ,  c o n t i n u i n g  t o  s y n t h e s i z e  PAPP-A a f t e r  

p a r t u r i t i o n o

The e x p e r i m e n t a l  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  t h e s i s  w e re  t o  p u r i f y  PAPP-A 

u n d e r  m i ld  c o n d i t i o n s  i n  a n  a t t e m p t  t o  o b t a i n  i t  i n  a  p h y s i o l o g i c a l l y  

a c t i v e  fo r m ;  t o  f u r t h e r  co m p a re  an d  PAPP-A p h y s i c o c h e m i c a l l y  an d  

p h y s i o l o g i c a l l y ;  an d  t o  co m p a re  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  PAPP-A ( p u r i f i e d  

i n  t h i s  m a n n e r ) ,  t o  t h e  a c t i v i t y  o f  t h a t  p u r i f i e d  by  o t h e r  w o r k e r s  « ' On 

t h e  b a s i s  o f  t h e  r e s u l t s  i n  t h i s  t h e s i s  t h e r e  seem s l i t t l e  r e a s o n  t o  

c o n s i d e r  t h a t  PAPP-A i s  h o m o lo g o u s  o r  a n a lo g o u s  t o  t h e  se ru m  p r o t e i n  

# 2 %, i n  f u n c t i o n  o r  f i n e r  s t r u c t u r e *  The g r o s s  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e i r  

t e t r o m e r i c  s t r u c t u r e  a r e  t o  b e  e x p e c t e d  f ro m  t h e i r  s i z e ,  an d  t h e i r  

v e r y  s i m i l a r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  a r e  t y p i c a l  o f  many o t h e r  p r o t e i n s .
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The e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  PAPP-A s h o u l d  no l o n g e r  b e  c o n s i d e r e d  a s  a  

p r o t e i n  i n v o l v e d  i n  i m m u n o s u p p r e s s i o n  o r  f i b r i n o l y s i s ,  b u t  p r i m a r i l y  

a s  a  p r o t e i n  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  

i n  t h e  u t e r o - p l a c e n t a l  a n d  c h o r i o n i c  p l a t e s ,  an d  i n  c e r t a i n  f i b r o t i c  

a r e a s  o f  p l a c e n t a l  v i l l o u s  t r u n k s  *

S h o u ld  t h e  o b s e r v e d  s i m i l a r i t i e s  b e tw e e n  an d  PAPP-A b e  

d i s m i s s e d  a s  m e re  a n o m a l i e s ?  Van L e u v e n  ( 1 9 8 2 ) ,  h a s  n o t e d  t h a t  f i b r i n -  

m onom ers ,  f i b r o n e c t i n  a n d  a r e  t h e  m a jo r  ( i f  n o t  t h e  o n l y )  s u b s t r a t e s  

i n  p l a s m a  f o r  f a c t o r  X I I I  ( t r a n s g l u t a m i n a s e ,  a  c r o s s  l i n k i n g  e n z y m e ) ,  

an d  t h a t  b o t h  f i b r o n e c t i n  a n d  i n t e r a c t  w i t h  c e l l u l a r  r e c e p t o r s  o n  

m a c r o p h a g e s  an d  f i b r o b l a s t s *  He c o n c l u d e s  t h a t ,  " t h i s  i s  a  s e t  o f  

h i g h - m o l e c u l a r  w e i g h t ,  g l y c o p r o t e i n s ,  h a v i n g  m a j o r  b i o c h e m i c a l  f e a t u r e s  

i n  common and  i n t e r a c t i n g ,  v e r y  s p e c i f i c a l l y ,  w i t h  c e l l s " * I t  w o u ld  

b e  o f  g r e a t  i n t e r e s t  t o  s e e  i f  PAPP-A to o  i s  a  s u b s t r a t e  f o r  f a c t o r  X I I I ,  

f o r  i f  i t  i s ,  t h e n  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  PAPP-A a n d  may w e l l  b e  

c l a r i f i e d ,  an d  PAPP-A a d d e d  t o  t h i s  g ro u p  o f  p r o t e i n s *
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L a n c e t  ^ ( 1 )  1 9 7 -1 9 9 *

CHARD, T* ( 1 9 7 6 )

" N o r m a l i t y  an d  a b n o r m a l i t y "  I n  " P l a s m a  h o rm o n e  a s s a y s  i n  

e v a l u a t i o n  o f  f e t a l  w e l l b e i n g "  Ed* K l o p p e r ,  A* p p * l - l l *

C h u r c h i l l  L i v i n g s t o n e  -  E d in b u rg h *

COOPER, D*W„ (1 9 8 0 )

" i m m u n o l o g i c a l  R e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  M o th e r  an d  C o n c e p tu s  i n  man"

I n  " I m m u n o l o g i c a l  A s p e c t s  o f  R e p r o d u c t i o n  an d  F e r t i l i t y  c o n t r o l "

Ed* b y  Jo P *  H earn *  MTP P r e s s  L td *  p p * 3 3 -6 1 *

CRAWFORD, GoP.M o, OGSTON, D* & DOUGLAS, A*S* (1 9 7 6 )

" T h e  c o n t r i b u t i o n  o f  p l a s m a  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  t o  a n t i p l a s m i n  

a c t i v i t y  i n  man"

C l i n i c a l  S c i e n c e  & M o l e c u l a r  M e d i c i n e  5 1 ; 2 1 5 -2 1 8 *

CURRIE, G*A* & BAGSHAWE, K*D* ( 1 9 6 7 )

"T h e  m a s k i n g  o f  a n t i g e n s  o n  t r o p h o b l a s t  an d  c a n c e r  c e l l s "

L a n c e t  7 0 8 -7 1 0 *

CURZEN, P* ( 1 9 6 8 )

"T h e  a n t i g e n i c i t y  o f  hum an p l a c e n t a "

J o u r n a l  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  o f  t h e  B r i t i s h  Com monw ealth  7 5 ; 1 1 2 8 -1 1 3 3 ,  

DEWHURST, J*  ( 1 9 8 1 )  ( e d )

" I n t e g r a t e d  o b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  f o r  P o s t g r a d u a t e s "  3 rd  e d i t i o n  

B l a c k w e l l  S c i e n t i f i c  p u b l i c a t i o n s  -  O x fo rd *  p p * 8 4 -9 2  & 1 3 3 -1 4 5 *

DUBERG, S * ,  BISCHOF, P * ,  SCHINDLER, A*M*, BEGUIN, F * ,  HERRMANN, W* & 

SIZONENKO, P*C* (1 9 8 2 )

" T i s s u e  a n d  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PAPP-A: c o m p a r i s o n  w i t h  o t h e r  

f e t o p l a c e n t a l  p r o d u c t s "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  8 9 : 3 5 2 -3 5 7 *



1 7 5

DUBOIS, Mo, GIL LIES, K„Ao, HAMILTON, J . K * ,  REBERS, P.A* & SMITH, F* (1 9 5 6 )  

" C o l o r i m e t r i c  m e th o d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  s u g a r s  an d  r e l a t e d  

s u b s t a n c e s "

A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y  2 8 ; 3 5 0 - 3 5 6 o  

FAULK, WoF. & JOHNSON, P .M . (1 9 7 7 )

" i m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  hum an p l a c e n t a e ;  i d e n t i f i c a t i o n  and  

d i s t r i b u t i o n  o f  p r o t e i n s  i n  m a t u r e  c h o r i o n i c  v i l l i "

C l i n i c a l  & E x p e r i m e n t a l  Im m unology  2 7 : 3 6 5 - 3 7 5 o  

FAULK, WoPo, SANDERSON, A.R* & TEMPLE, A* (1 9 7 7 )

" D i s t r i b u t i o n  o f  MHC a n t i g e n s  i n  hum an p l a c e n t a l  c h o r i o n i c  v i l l i "  

T r a n s p l a n t a t i o n  p r o c e e d i n g s  9̂ : 1 3 7 9 - 1 3 8 4 .

FAULK, WoPo, YEAGER, C*, Me INTYRE, J * A .  & UEDA, M* (1 9 7 9 )

" O n c o f e t a l  a n t i g e n s  o f  hum an t r o p h o b l a s t "

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  R o y a l  S o c i e t y  (B ) 2 0 6 : 1 6 3-182*

FEENEY, RoEo (1 9 7 1 )

"T h e  Non-Bond s p l i t t i n g  m e c h a n is m  o f  a c t i o n  o f  i n h i b i t o r s  o f  

p r o t e o l y t i c  enzym es -  t h e  c o n s e r v a t i v e  i n t e r p r e t a t i o n "

I n " P r o c e e d i n g s  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  R e s e a r c h  C o n f e r e n c e  on  

P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r s  1 970"  Ed* F r i t z ,  H* & T s c h e s c h e ,  H* p p * 1 6 2 -1 6 8 *  

FISHMAN, W,H* (1 9 7 3 )

" C a r e i n o p l a c e n t a l  I s o e n z y m e  A n t i g e n s "

A d v a n ces  i n  Enzyme R égu la  t i o n  1 1 ; 2 9 3 -3 2 1 *

FITZGERALD, M*J*T* (1 9 7 8 )

"Human E m b ry o lo g y "

H a r p e r  I n t e r n a t i o n a l  E d i t i o n  : New Y o rk ,  p p * 2 5 -3 2  & 169-175*



1 7 6

FOLKERSEN, J * ,  WESTERGAARD, J „ G o ,  HINDERSSON, P„ & TEXSNER, B* (1 9 7 9 )  

" A f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h i c  p u r i f i c a t i o n  o f  a  new h i g h  mol w t  p r e g n a n c y  

s p e c i f i c  p r o t e i n ,  SP4" I n  " C a r c i n o - e m b r y o n i c  P r o t e i n s "  Vol 2 

Edo L ehm ann , F.Go p p o 5 0 3 - 5 0 6 .  E l s e v i e r - N o r t h  H o l l a n d ,  Amsterdam* 

FOLKERSEN, J . ,  GRUDZINSKAS, J* G * ,  HINDERSSON, P * ,  TEISNER, B*, 

WESTERGAARD, J*G* ( 1 9 8 1 a )

" P u r i f i c a t i o n  o f  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p la s m a  p r o t e i n - A  b y  a  two s t e p  

a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e "

P l a c e n t a  1 1 -1 8 *

FOLKERSEN, J * ,  GRUDZINSKAS, J .G * ^  HINDERSSON, P * ,  TEISNER, B* & 

WESTERGAARD, J*G* (1 9 8 1 b )

" P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A; c i r c u l a t i n g  l e v e l s  d u r i n g  

n o r m a l  p r e g n a n c y "

A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  1 3 9 ; 9 1 0 -9 1 4 *

GALBRAITH, G*M*P*, GALBRAITH, R*M* & FAULK, W*P* (1 9 8 0 )

" I m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  t r a n s f e r r i n  & t r a n s f e r r i n  r e c e p t o r s  o f  

hum an  p l a c e n t a l  t r o p h o b l a s t "

P l a c e n t a  3̂ : 3 3 - 4 6 .

GALL, SoA* & HALBERT, S*P* (1 9 7 2 )

" A n t i g e n i c  c o n s t i t u e n t s  i n  p r e g n a n c y  p la s m a  w h ic h  a r e  u n d e t e c t a b l e  

i n  n o r m a l  n o n - p r e g n a n t  m a le  o r  f e m a l e  p la s m a "

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  an d  A p p l i e d  Im m unology  4 2 ; 503* 

GLEICHER, N o , DEPPE, G* & COHEN, C*J* (1 9 7 9 )

"Common a s p e c t s  o f  im m u n o lo g ic  t o l e r a n c e  i n  p r e g n a n c y  and  m a l i g n a n c y "  

O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  5 4 ( 3 ) ;  3 3 5 -3 4 2 *

GOODFELLOW, P*N* ( 1 9 8 2 )

" F e t a l  a n t i g e n s ,  c a n c e r  a n d  t h e  w ooden  s p o o n "

Im m unology  T o d ay  2 2 5 -2 2 7 *
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GORDON, YoBo & CHARD, T* ( 1 9 7 9 )

" T h e  s p e c i f i c  p r o t e i n s  o f  t h e  hum an p l a c e n t a ;  some new h y p o t h e s e s "

I n  " P l a c e n t a l  P r o t e i n s "  p p o l - 2 1 *  Ed* K l o p p e r ,  A* & C h a rd ,  T .  

S p r i n g e r - V e r l a g ,  B e r l i n *

GORDON, YpB, & GRUDZINSKAS, J*G* (1 9 7 8 )

"T h e  r o l e  o f  b i o c h e m i c a l  t e s t s  a n d  u l t r a - s o u n d  i n  a n t e n a t a l  d i a g n o s i s '  

I n  " D i a g n o s t i c  u l t r a s o u n d  a p p l i e d  t o  o b s t e t r i c s  and  g y n a e c o l o g y "

Ed* b y  S a b b a g h a ,  R , H a r p e r  a n d  Row, New York*

GORE, C .H .  & SUTCLIFFE, R„G* (1 9 8 3 )

" P r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A: P u r i f i c a t i o n  u n d e r  m i l d  

c o n d i t i o n s ,  p e p t i d e  m a p p in g  a n d  t e s t s  f o r  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  

t r y p s i n ,  p l a s m i n  an d  c o m p le m e n t"

P l a c e n t a  -  I n  p r e s s *

GRUDZINSKAS, J* G * ,  LENTON, E*A*, GORDON, Y*B*, KELSO, I*M*, JEFFERY, D*, 

SOBOWALE, 0* & CHARD, T* (1 9 7 7 )

" C i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  p r e g n a n c y  s p e c i f i c  g l y c o p r o t e i n  i n  e a r l y  

p r e g n a n c y "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  a n d  G y n a e c o lo g y  8 4 : 7 4 0 -7 4 2 *  

GRUDZINSKAS, J* G * ,  CHARNOCK, M*, OBIEKWE, B*C*, GORDON, Y*B* & CHARD, T*

(1 9 7 9 )

" P l a c e n t a l  p r o t e i n  5 i n  f e t a l  a n d  m a t e r n a l  c o m p a r tm e n t s "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  642 -6 4 4 *

HALBERT, S*P* & L IN , T-M ( 1 9 7 9 )

" P r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n s ,  PAPP-A an d  PAPP-B"

I n  " P l a c e n t a l  P r o t e i n s "  Ed* K l o p p e r ,  A, & C h a rd ,  T* p p * 8 9 - 1 0 3 .

S p r i n g e r - V e r l a g ,  B e r l i n *

HALL, P*K* & ROBERTS, R*C. ( 1 9 7 8 )

" P h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  hum an p l a s m a  M a c r o g l o b u l i n "  

B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  1 7 3 ( 1 ) ;  2 7 -3 8 *



1 7 8

HAMBERG, U , , STELWAGEN, Po & ERVAST, H-S (1 9 7 3 )

"Human C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  t r y p s i n  b i n d i n g "

E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y  4 0 : 4 3 9 -4 5 1 o  

HARPEL, P .C .  (1 9 7 6 )

"Human o ^ 'M a c r o g l o b u l i n "  I n  " M e th o d s  i n  E n zym ology"  Vol 45 

" P r o t e o l y t i c  E n zy m es"  P a r t  B, E d ,  L« L o ran d o  p p o 6 3 9 - 6 5 2 »

HARPEL, P .C .  (1 9 7 7 )

"T h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  P l a s m i n - i n h i b i t o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

J o u r n a l  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 4 6 : 1 0 3 3 - 1 0 4 0 .

HARPEL, P.Co & HAYES, M .B . ( 1 9 8 0 )

" im m u n o i m m o b i l i z a t i o n  o f  « 2  M a c r o g l o b u l i n - ( 3 - T r y p s i n  c o m p le x e s :

A n o v e l  a p p r o a c h  f o r  t h e  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m o d u l a t o r  

p r o t e a s e  i n t e r a c t i o n s "

A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  1 0 8 : 1 6 6 - 1 7 5 .

HEARN, J . P .  ( e d )  ( 1 9 8 0 )

" I m m u n o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  R e p r o d u c t i o n  an d  F e r t i l i t y "

MTP P r e s s  L t d .  E n g l a n d .

HEIMBURGER, N. ( 1 9 7 5 )

" P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r s  o f  Human P la s m a  -  T h e i r  p r o p e r t i e s  an d  c o n t r o l  

f u n c t i o n s "  I n  " P r o t e a s e s  & B i o l o g i c a l  c o n t r o l "  E d .  R e i c h ,  E . ,  

R i f k i n ,  D . B . ,  Shaw, E ,  p p . 3 6 7 - 3 8 6 .

C o ld  S p r i n g  H a r b o u r  C o n f e r e n c e s  o n  C e l l  P r o l i f e r a t i o n ,  Volume 2 .

HEYNER, S .  ( 1 9 7 3 )

" D e t e c t i o n  o f  H-2 a n t i g e n s  o n  t h e  c e l l s  o f  t h e  e a r l y  m ouse em b ry o "

T r a n s p l a n t a t i o n  1 6 : 6 7 5 - 6 7 8 .

HORNE, C.H.W o, REID, I . N .  & MILNE, G .D .  (1 9 7 6 )

" P r o g n o s t i c  s i g n i f i c a n c e  o f  i n a p p r o p r i a t e  p r o d u c t i o n  o f  p r e g n a n c y

p r o t e i n s  by  b r e a s t  c a n c e r s "

L a n c e t  V I I :  2 7 9 - 2 8 2 .

X



1 7 9

HORNE, CoHo, TOWLER, C .M . ,  PUGH-HUMPHREYS, R . P . ,  THOMPSON, H.W, &

BOHN, Ho (1 9 7 6 )

" P r e g n a n c y  s p e c i f i c  |31 g l y c o p r o t e i n  -  a  p r o d u c t  o f  t h e  s y n c y t i o t r o -  

p h o b l a s t "

E x p e r i e n t i a  3 2 ; 1 1 9 7 - 1 1 9 9 .

HUGHES, Go, BISCHOF, P . ,  WILSON, G „ , SMITH, R . & KLOPPER, A. (1 9 8 0 )  

" T e s t s  o f  f e t a l  w e l l - b e i n g  i n  t h e  3 r d  t r i m e s t e r  o f  p r e g n a n c y "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  8 7 ; 6 5 0 - 6 5 6 .

HUNTER, W.H. & GREENWOOD, F . C .  ( 1 9 6 2 )

" P r e p a r a t i o n  o f  I o d i n e - 131 l a b e l l e d  human g ro w th  h o rm o n e  o f  h i g h  

s p e c i f i c  a c t i v i t y "

N a t u r e  (L o n d )  1 9 4 ; 4 9 5 - 4 9 6 .

JAMES, K. ( 1 9 8 0 )

" A l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n  a n d  i t s  p o s s i b l e  i m p o r t a n c e  i n  immune s y s t e m s "  

T r e n d s  i n  B i o c h e m i c a l  S c i e n c e  4 3 - 4 7 ,

JEPPSSON, J - 0 ,  LAURELL, C-B ( 1 9 7 5 )

" F u n c t i o n  a n d  C h e m ic a l  c o m p o s i t i o n  o f  a n t i t r y p s i n "

I n  " P r o t e a s e s  & B i o l o g i c a l  C o n t r o l "  E d . ' b y  R e i c h ,  E . , R i f k i n ,  D .B .

& Shaw, E .  p p . 4 0 5 - 4 1 4 .

C o ld  S p r i n g  H a r b o u r  C o n f e r e n c e s  o n  C e l l  P r o l i f e r a t i o n  Volume 2 .  

JOHNSON, P .M . (1 9 8 2 )

" C h a l l e n g e s  t o  N a t u r e ' s  t r a n s p l a n t "

Im m unology  T o d ay  _3: 1 3 0 - 1 3 1 .

JOHNSON, P .M . & BROWN, P . J .  ( 1 9 8 1 )

" F e y  r e c e p t o r s  i n  t h e  Human P l a c e n t a "

P l a c e n t a  2 ;  3 5 5 - 3 7 0 .



JOHNSON, PoMo, BROWN, P . J .  & FAULK, W .P . (1 9 8 0 )

" im m u n o b io l o g i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  human p l a c e n t a "

I n  " O x f o r d  r e v i e w s  o f  R e p r o d u c t i v e  b i o l o g y "  E d. F i n n ,  C .A,

Vol 2 ,  p p . 1 - 4 0 .  O x f o r d  U n i v e r s i t y  P r e s s  -  O x fo r d .

JONES, W.Ro ( 1 9 7 6 )

I n  " Im m u n o lo g y  o f  Human R e p r o d u c t i o n "  E d . S c o t t ,  J . S . ,  J o n e s ,  W.R. 

p p . 3 7 5 - 4 1 3 .  A c ad em ic  P r e s s  -  New Y o rk .

JOSIMOVICH, J . B .  ( 1 9 7 7 )

"Human P l a c e n t a l  L a c t o g e n "

I n  " E n d o c r i n o l o g y  o f  P r e g n a n c y "  E d .  F u c h s ,  F .  & K l o p p e r ,  A.

2nd  Edo H a r p e r  & Row, M a r y la n d ,  p p . 1 9 1 -2 0 5 .

KEFALIDES, N .A .  ( 1 9 7 5 )

" B a s e m e n t  M em b ra n es :  C u r r e n t  c o n c e p t s  o f  s t r u c t u r e  an d  s y n t h e s i s "  

D e r m a t o l o g i e s  1 5 0 : 4 - 1 5 .

KHALEF, S . A . ,  BUULTJENS, E .  & SUTCLIFFE, R .G .

I n  p r e p a r a t i o n .

KIRBY, D .R .S o ,  BILLINGTON, W .D . ,  BADBURY, S .  & GOLDSTEIN, D . J .  ( 1 9 6 4 )  

" A n t i g e n  b a r r i e r  o f  t h e  m ouse  p l a c e n t a "

N a tu r e  (L o n d )  2 0 4 ; 5 4 8 - 5 4 9 .

KLOPPER, A. ( 1 9 6 9 )

"T h e  a s s e s s m e n t  o f  p l a c e n t a l  f u n c t i o n  i n  c l i n i c a l  p r a c t i c e "

I n  " F o e t u s  a n d  P l a c e n t a "  E d .  b y  K l o p p e r ,  A . ,  D i c z f a l u s y ,  E .  

B l a c k w e l l  S c i e n t i f i c  P u b l i c a t i o n s ,  O x f o r d ,  p p . 4 7 1 - 5 5 5 .

KLOPPER, A. ( 1 9 8 0 )

" T h e  new  p l a c e n t a l  p r o t e i n s "

P l a c e n t a  1 :  7 7 - 8 9 .



1 8 1

KLOPPER, A . ,  SMITH, R . , a n d  DAVIDSON, I .  (1 9 7 9 )

"T h e  m e a s u r e m e n t  o f  t r o p h o b l a s t i c  p r o t e i n s  a s  a  t e s t  o f  p l a c e n t a l  

f u n c t i o n "  I n  " P l a c e n t a l  P r o t e i n s "  E d . K l o p p e r ,  A. & C h a rd ,  T .  

S p r i n g e r  V e r l a g ,  B e r l i n .  p p . 2 3 - 4 1 .

KOEHLER, L.Ho ( 1 9 5 2 )

" D i f f e r e n t i a t i o n  o f  CHOs b y  A n t h r o n e  R e a c t i o n  r a t e  and  c o l o u r  i n t e n s i t y "  

A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y  2 4 ; 1 5 7 6 - 1 5 7 9 .

KUKULSKA-LANGLANDS,BoMo ( 1 9 8 0 )

" S t u d i e s  o n  hum an p l a c e n t a l  p r o t e i n s "

P h .D .  T h e s i s  U n i v e r s i t y  o f  G la s g o w ,  S c o t l a n d .

LAURELL, C .B .  ( 1 9 6 6 )

" Q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i o n  o f  p r o t e i n s  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  A g a ro s e  

G e l  c o n t a i n i n g  a n t i b o d i e s "

A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  1 5 : 4 5 - 5 2 .

LAW, S.W . & DUGAICZYK, A . ( 1 9 8 1 )

"H om ology  b e t w e e n  t h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  a - f e t o p r o t e i n ,  d e d u c e d  

f r o m  a  c o m p l e t e  cDNA s e q u e n c e ,  a n d  s e ru m  a lb u m in "

N a t u r e  2 9 1 : 2 0 1 - 2 0 5 .

LETCHWORTH, A .T .  ( 1 9 7 6 )

"Human p l a c e n t a l  l a c t o g e n  a s s a y  a s  a  g u i d e  t o  f e t a l  w e l l b e i n g "

I n  " P l a s m a  h o rm o n e  a s s a y s  i n  e v a l u a t i o n  o f  f e t a l  w e l l b e i n g "

E d . K l o p p e r ,  A. C h u r c h i l l ,  L i v i n g s t o n e ,  E d i n b u r g h ,  p p . 1 4 7 - 1 7 3 .

LETCHWORTH, A .T .  a n d  CHARD, T .  ( 1 9 7 2 )

"HPL a s  a  s c r e e n i n g  t e s t  f o r  f e t a l  d i s t r e s s  an d  n e o n a t a l  a s p h y x i a "  

L a n c e t  i^: 7 0 4 - 7 0 6 .

L IN , T .M . ,  HALBERT, S . P .  & KIEFER, D. (1 9 7 3 )

" C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  human p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d

p la s m a  p r o t e i n s "

F e d e r a t i o n  P r o c e e d i n g s  32 ; 6 2 3 .



1 8 2

LIN , ToM ., HALBERT, S . P .  & KIEFER, D. (1 9 7 4 )

" P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  s e r u m  a n t i g e n s  i n  t h e  r a t  an d  m o u se"

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  S o c i e t y  o f  E x p e r i m e n t a l  B io lo g y  & M e d i c i n e  145 ; 6 2 -6 6 ,

LIN , TaMo, HALBERT, S . P .  & SPELLACY, W.N. (1 9 7 4 )

" M e a s u re m e n t  o f  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p la s m a  p r o t e i n s  d u r i n g  human 

g e s t a t i o n "

J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  I n v e s t i g a t i o n  5 4 : 5 7 6 - 5 8 2 .

LIN, ToM ,, HALBERT, S . P . ,  KEIFER, D . , SPELLACY, W.N. (1 9 7 4 a )

" T h r e e  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  hum an  p l a s m a  p r o t e i n s .  P u r i f i c a t i o n ,  

m o n o s p e c i f i c  a n t i s e r u m  a n d  im m u n o l o g i c a l  i d e n t i f i c a t i o n "

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  Im m unology  4 7 : 3 5 - 5 3 .

LIN, T .M . ,  HALBERT, S . P . ,  KIEFER, D . , SPELLACY, W.N. & GALL, S .  ( 1 9 7 4 b )  

" C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  f o u r  hum an p r e g n a n c y  — a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n s "  

A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  1 1 8 ; 2 2 3 - 2 3 6 .

LIN , ToMo & HALBERT, S . P .  ( 1 9 7 6 )

" P l a c e n t a l  l o c a l i z a t i o n  o f  hum an  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p la s m a  p r o t e i n s "  

S c i e n c e  1 9 3 : 1 2 4 9 - 1 2 5 2 .

LIN, T .M . ,  HALBERT, S . P .  & SPELLACY, W.N. (1 9 7 6 )

" R e l a t i o n s h i p  o f  o b s t e t r i c  p a r a m e t e r s  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f o u r  

p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n s  a t  t e r m  i n  n o r m a l  g e s t a t i o n "  

A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  1 2 5 : 1 7 - 2 4 .

L IN , T .M . ,  HALBERT, S . P . ,  SPELLACY, W.N. and  GALL, S .  (1 9 7 6 )

"Human p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  d u r i n g  t h e  p o s t - p a r t u m  p e r i o d "  

A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  an d  G y n e c o lo g y  1 2 4 : 3 8 2 - 3 8 7 .

LIN , T .M . ,  HALBERT, S . P . ,  SPELLACY, W.N. & BERNE, B .H .  ( 1 9 7 7 )

" P la s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f o u r  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p la s m a  p r o t e i n s  

i n  c o m p l i c a t i o n s  o f  p r e g n a n c y "

A m e r ic a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  1 2 8 ;  8 0 8 - 8 1 0 .

y



1 8 3

LIN, T.Mo & HALBERT, S . P .  (1 9 7 8 )

" I m m u n o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  o f  hum an an d  subhum an  p r i m a t e  

p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n s "

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  and  A p p l i e d  Im m unology  5 6 : 2 0 7 - 2 2 3 .  

LLEWELLYN-JONES, D. ( 1 9 6 9 )

" i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  i n  p r e g n a n c y "  I n  " F u n d a m e n ta l s  o f  O b s t e t r i c s  

a n d  G y n a e c o lo g y "  p p . 2 4 5 .  F a b e r  an d  F a b e r :  L o n d o n .

LORE, Y.Wo, JOYSEY, V .C .  & BORLAND, R . (1 9 7 1 )

" H L A - a n t i g e n s  o n  hum an t r o p h o b l a s t  c e l l s "

N a t u r e  (L o n d o n )  2 3 2 ; 4 0 3 - 4 0 5 .

LOWRY, O . H . ,  ROSEBROUGH, N . J . ,  FARR, A . L . ,  RANDALL, R . J „  (1 9 5 1 )

" P r o t e i n  m e a s u r e m e n t  w i t h  t h e  f o l i n  p h e n o l  r e a g e n t "

J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  1 9 3 : 2 6 5 - 2 7 5 .

MAYER, M.M. (1 9 6 1 )

"C o m p lem en t  a n d  c o m p le m e n t  f i x a t i o n "  I n  " E x p e r i m e n t a l  Immuno c h e m i s t r y  

Edso R a b a t ,  E .A .  & M a y e r ,  M.M. 2nd e d .  p . 1 3 3 .

S p r i n g f i e l d ,  I l l i n o i s ,  C h a r l e s  C. Thom as.

MENSER, M.A. (1 9 7 6 )

" i m m u n o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  m a t e r n a l  i n f e c t i o n "

I n  " Im m u n o lo g y  o f  Human R e p r o d u c t i o n "  E d . S c o t t ,  J . S .  & J o n e s ,  W.R. 

A c ad em ic  P r e s s ,  L o n d o n .

MOSHER, D .F .  ( 1 9 8 0 )

" F i b r o n e c t i n "

P r o g r e s s  H e m o s t a s i s  & T h r o m b o s i s  1 1 1 - 1 5 1 .

MULLERTZ, S .  & CLEMMENSEN, I .  ( 1 9 7 6 )

" T h e  p r i m a r y  i n h i b i t o r  o f  p l a s m i n  i n  human p l a s m a "

B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  1 5 9 ;  5 4 5 - 5 5 3 .



McCORMICK, J . N . ,  FAULK, W . P . ,  FOX, H. & FUDENBERG, H .H . (1 9 8 1 )

" i m m u n o h l s t o l o g i c a l  an d  e l u t i o n  s t u d i e s  o f  t h e  hum an p l a c e n t a "

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 3 ; 1 - 1 8 .

Me INTYRE, JoAo & FAULK, W .P .  ( 1 9 7 9 )

" R o l e  o f  t h e  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  co m p le x  i n  t h e  im m uno logy  o f  

t r o p h o b l a s t  a n t i g e n s "  I n  " P l a c e n t a  -  A n e g l e c t e d  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l "  E d .  B e a c o n s f i e l d ,  P .  & V i l l e e ,  C.

P e rg a m o n  P r e s s ,  O x f o r d .  p p . 2 9 4 - 3 0 5 .

McINTYRE, J . A . ,  H S I ,  B . ,  FAULK, W , P . ,  KLOPPER, A. & THOMSON, R„ (1 9 8 1 )  

" I m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  t h e  hum an  p l a c e n t a ;  f u n c t i o n  a n d  

m o r p h o l o g i c a l  a n a l y s i s  o f  PAPP-A"

Im m unology  n o .  3 , 5 7 7 - 5 8 3 .

McKAY, E . J .  & LAURELL, C-B ( 1 9 8 0 )

" T h e  i n t e r a c t i o n s  o f  h e p a r i n  a n d  p l a s m a  p r o t e i n s .  D e m o n s t r a t i o n  o f  

d i f f e r e n t  b i n d i n g  s i t e  f o r  a n t i - t h r o m b i n  I I I  c o m p le x e s  a n d  a n t i ­

t h r o m b i n  I I I .

J o u r n a l  o f  L a b o r a t o r y  & C l i n i c a l  M e d i c i n e  95_: 6 9 - 8 0 .

OGSTON, Do, BENNETT, B . ,  HERBERT, R . J .  & DOUGLAS, A . S .  ( 1 9 7 3 )

"T he  i n h i b i t i o n  o f  u r o k i n a s e  b y  a l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n "

C l i n i c a l  S c i e n c e  4 4 ; 7 3 - 7 9 .

PECK, A .B o ,  MURGITA, R . A . , WIGZELL, H. (1 9 7 8 )

" C e l l u l a r  a n d  G e n e t i c  r e s t r i c t i o n s  i n  t h e  i m m u n o r e g u l a t o r y  a c t i v i t y  

o f  a l p h a - f e t o p r o t e i n ,  I I ,  A F P - in d u c e d  s u p p r e s s i o n  o f  c y t o t o x i c  T 

l y m p h o c y t e s "

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 4 8 : 3 6 0 - 3 7 2 .

PIJNENBORG, R , ,  ROBERTSON, W .B . ,  BROSENS, I .  & DIXON, G. (1 9 8 1 )

" T r o p h o p l a s t  I n v a s i o n  & t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  h a e m o c h o r i a l  p l a c e n t a t i o n

i n  man a n d  l a b o r a t o r y  a n i m a l s "

P l a c e n t a  2 :  7 1 - 9 2 .



1 8 5

PORATH, J o ,  AXEN, R . & ERNBACK, S .  (1 9 6 7 )

" C h e m i c a l  c o u p l i n g  o f  p r o t e i n s  t o  a g a r o s e "

N a t u r e  (L o n d )  2 1 5 ; 1 4 9 1 - 1 4 9 2 .

PUTNAM, FoWo ( 1 9 6 5 )

" s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e  P la s m a  P r o t e i n s "

I n  " T h e  P r o t e i n s ;  C o m p o s i t i o n ,  S t r u c t u r e  & F u n c t i o n "  V o l I I I .

Edo b y  N e u r a t h ,  H. p p .  1 5 3 - 2 6 7 .

A c ad em ic  P r e s s  -  New Y o rk  a n d  L o n d o n .

RENDINA, Go (1 9 7 1 )

" E x p e r i m e n t a l  m e th o d s  i n  M o d ern  B i o c h e m i s t r y "  p p . 6 8 - 7 4 .

W.B. S a u n d e r s  Com pany. P h i l a d e l p h i a  an d  L o n d o n .

ROBBINS, KoC. (1 9 7 8 )

" P l a s m i n "  I n  " F i b r i n o l y t i c s ,  & A n t i f i b r i n o l y t i c s "

H an d b o o k  o f  E x p e r i m e n t a l  P h a r m a c o lo g y  V ol 4 6 . E d . M a r k w a rd t ,  F .  

S p r i n g e r - V e r l a g ,  B e r l i n .  p p . 3 1 7 - 3 3 6 .

ROBERTS, R . C . ,  NELLES, L . P . ,  HALL, P . K . ,  SALVESEN, G .S .  & MISCHLER, E .

( 1 9 8 2 )

" C o m p a r i s o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  an d  a s p e c t s  o f  t h e  p r o t e i n a s e - b i n d i n g  

p r o p e r t i e s  o f  c y s t i c  f i b r o t i c  w i t h  n o r m a l  a^M"

P e d i a t r i c  R e s e a r c h  1 6 ( 6 ) ;  4 1 6 - 4 2 3 .

ROBERTSON, W .B . ,  BROSENS, I . A .  & DIXON, G. (1 9 7 5 )

" u t e r o p l a c e n t a l  v a s c u l a r  p a t h o l o g y "  I n  "Human P l a c e n t a t i o n "

E d . B r o s e n s ,  I . A . , D ix o n ,  G . , & R o b e r t s o n ,  W.B.

E x c e r p t a  M e d ic a  -  A m ste rd a m , p p . 4 7 - 6 5 .

ROCKLIN, R . E . ,  KITZMILLER, J . ,  CARPENTER, B . ,  GAROVOY, M. & DAVID, J . R ,

(1 9 7 6 )

" M a t e r n a l - f e t a l  r e l a t i o n ;  A b s e n c e  o f  a n  im m u n o lo g ic  b l o c k i n g  f a c t o r

f r o m  t h e  s e r u m  o f  women w i t h  c h r o n i c  a b o r t i o n s "

New E n g la n d  J o u r n a l  o f  M e d i c i n e  2 9 5 ;  1 2 0 9 -1 2 1 3 .



1 8 6

ROMNEY, S o L o ,  WHARTON, J . T ,  a n d  FLETCHER, G. (1 9 7 5 )

" M a l i g n a n t  D i s e a s e s "  I n  " G y n e c o lo g y  an d  O b s t e t r i c s ;  t h e  H e a l t h  

C a re  o f  Women"

M c G r a w -H i l l  B ook Com pany, New Y o rk .  p p . 4 7 4 - 5 1 2 .

RUOSLAHTI, E . ,  HAYMAN, E . G . ,  PIERSCHBACHER, M .,  ENGVALL, E .  ( 1 9 8 2 a )  

" F i b r o n e c t i n ;  P u r i f i c a t i o n ,  Im m u n o ch e m ica l  P r o p e r t i e s  an d  B i o l o g i c a l  

A c t i v i t i e s "  I n  " M e th o d s  i n  E n zy m o lo g y "  82 ; 8 0 3 - 8 3 1 ,

S t r u c t u r a l  a n d  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s .  P a r t  A; E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x .  

Ed, C u n n in g h a m , L .W. & F r e d e r i k s e n ,  D.W. A cad em ic  P r e s s  New Y o rk .  

RUOSLAHTI, E . ,  PIERSCHBACHER, M . , HAYMAN, E . G . ,  ENGVALL, E .  (1 9 8 2 b )  

" F i b r o n e c t i n :  A m o l e c u l e  w i t h  r e m a r k a b l e  s t r u c t u r a l  an d  f u n c t i o n a l  

d i v e r s i t y "

T r e n d s  i n  B i o c h e m i c a l  S c i e n c e  11__ ( v o l  7 n o .  5 ) :  1 8 8 - 1 9 0 .

SALEM, H . T . ,  OBIEKWE, B . C . ,  AL-ANI, A . I . M . ,  SEPPALA, M. and  CHARD, T .

(1 9 8 0 )

" M o l e c u l a r  h e t e r o g e n e i t y  o f  p l a c e n t a l  p r o t e i n  5 (P P 5 )  i n  l a t e  

p r e g n a n c y  s e r u m  a n d  p l a s m a ;  e v i d e n c e  f o r  a  h e p a r i n - P P 5  p o ly m e r"  

C l i n i c a  C h im ic a  A c t a  1 0 7 ; 2 1 1 - 2 1 5 .

SAUNDERS, R . ,  DYCE, B . J . ,  VANNIER, W.E. & HAVERBACK, B . J .  ( 1 9 7 1 )

"T he s e p a r a t i o n  o f  a l p h a - 2 - m a c r o g l o b u l i n  i n t o  5 c o m p o n e n ts  w i t h  

d i f f e r i n g  e l e c t r o p h o r e t i c  an d  e n z y m e - b i n d i n g  p r o p e r t i e s .

J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  I n v e s t i g a t i o n  5 0 : 2 3 7 6 - 2 3 8 3 .

SCHULTZ-LARSEN, P . ,  HERTZ, J . B .  (1 9 7 8 )

"T h e  p r e d i c t i v e  v a l u e  o f  p r e g n a n c y  s p e c i f i c  |3^ g l y c o p r o t e i n  (S P ^ )  i n  

t h r e a t e n e d  a b o r t i o n "

E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s ,  G y n e c o lo g y  an d  R e p r o d u c t i v e  B i o l o g y  

8 : 2 5 3 .

SIMMONS, R . L . ,  LIPSCHULTZ, M .L . ,  RIOS, A. & RAY, P .K .  (1 9 7 1 )

" F a i l u r e  o f  n e u r a m i n i d a s e  t o  u n m ask  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n s  o n  

t r o p h o b l a s t "

N a t u r e  (New B i o l o g y ,  L o n d o n )  2 3 1 ; 1 1 1 - 1 1 2 .



18 7

SINOSICH, M oJo , TEISNER, B o , DAVEY, M. and  GRUDZINSKAS, J . G .  ( 1 9 8 1 ) .  

" P r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p l a s m a  P r o t e i n - A :  I n t e r a c t i o n  w i t h  h e p a r i n  i n  

c r o s s e d  a f f i n i t y  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s "

A u s t r a l i a n  a n d  New Z e a l a n d  J o u r n a l  o f  M e d i c i n e  1 1 ; 4 2 9 - 4 3 3 .

SINOSICH, M oJo , TEISNER, B . ,  FOLKERSEN, J . ,  SAUNDERS, D.M. & GRUDZINSKAS, 

JoGo ( 1 9 8 2 )

" R a d io im m u n o a s s a y  f o r  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A"

C l i n i c a l  C h e m i s t r y  2 8 ( 1 ) :  5 0 -5 3 o  

SMITH, R . ,  BISCHOF, P . ,  HUGHES, G„ & KLOPPER, A. (1 9 7 9 )

" S t u d i e s  o n  PAPP-A i n  t h e  3 r d  t r i m e s t e r  o f  p r e g n a n c y "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  an d  G y n e c o lo g y  8 6 ;  8 8 2 - 8 8 7 .

SMITH, R o , COOPER, W. & THOMSON, M .A .R . (1 9 8 0 )

" P r e g n a n c y - - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A. A m e a s u r e  o f  p l a c e n t a l  a g e i n g "  

I n  "T h e  hum an  P l a c e n t a :  P r o t e i n s  an d  H orm ones"

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  S e ro n o  S y m p o s ia  3 5 . E d . b y  K l o p p e r ,  A . ,

G e n a z z a n i ,  A. & C r o s i g n a n i ,  P .G .  A cadem ic  P r e s s ,  L o n d o n ,  p p . 1 0 9 - 1 1 3 .  

SMITH, R . ,  THOMSON, M .A .R .  & COOPER, W. (1 9 8 1 )

"T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c h a n g i n g  v a l u e s  o f  PAPP-A i n  l a t e  

p r e g n a n c y  a n d  t h e  o n s e t  o f  l a b o u r "

P l a c e n t a  ^ ( 2 ) :  1 4 3 - 1 4 8 .

SPIRO, R .G .  ( 1 9 6 0 )

" S t u d i e s  o n  F e t u i n ,  a  G l y c o p r o t e i n  o f  F e t a l  s e ru m "

J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 3 5 : 2 8 6 0 - 2 8 6 9 .

SPIRO, R .G .  ( 1 9 7 0 )

" G l y c o p r o t e i n s "

A n n u a l  R e v ie w  o f  B i o c h e m i s t r y  3 9 :  5 9 9 - 6 3 8 .
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STARKEY, PoMo ( 1 9 8 1 )

" E v o l u t i o n  o f  hum an o:2 M a c r o g l o b u l i n "

A c ta  B i o l o g i c a  e t  M e d ic a  G e rm a n ic a  4 0 : 1 5 5 5 - 1 5 5 9 .

STARKEY, P .M . & BARRETT, A . J .  ( 1 9 7 7 )

" « 2 ^» a  p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t o r  o f  p r o t e i n a s e  a c t i v i t y "

I n  " P r o t e i n a s e s  i n  m am m alian  c e l l s  an d  t i s s u e s "

E d . A . J .  B a r r e t t .  N o r t h - H o l l a n d  P u b l i s h i n g  Company, A m ste rdam ,

New Y o rk ,  O x f o r d .  p p . 6 6 3 - 6 9 6 .

STEINBUCH, M„, PEJAUDIER, L . ,  QUENTIN, M. an d  MARTIN, .V .  (1 9 6 8 )  

" M o l e c u l a r  a l t e r a t i o n  o f  m a c r o g l o b u l i n  b y  a l i p h a t i c  a m in e s "  

B i o c h i m i c a  e t  B i o p h y s i c a  A c ta  1 5 4 ; 2 2 8 - 2 3 1 .

STEVENS, V .C .  ( 1 9 8 0 )

"T h e  c u r r e n t  s t a t u s  o f  a n t i - p r e g n a n c y  v a c c i n e s  b a s e d  o n  s y n t h e t i c  

f r a c t i o n s  o f  HCG" I n  " I m m u n o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  r e p r o d u c t i o n  an d  

f e r t i l i t y  c o n t r o l "  E d .  H e a r n ,  J . P .

MTP P r e s s  L t d . ,  E n g l a n d .  p p . 2 0 3 - 2 1 6 .

STIMSON, W.H. ( 1 9 7 5 )

" C o r r e l a t i o n  o f  t h e  b l o o d  l e v e l  o f  a  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  a -  

m a c r o g l o b u l i n  w i t h  t h e  c l i n i c a l  c o u r s e  o f  c a n c e r  p a t i e n t s "

L a n c e t  U 2 ) ;  7 7 7 - 7 7 9 .

STITES, D . P . ,  PAVIA, C . S . ,  CLEMENS, L . E . ,  KUHN, R.W. & S I IT E R I ,  P .K .  

( 1 9 7 9 )

" im m u n o lo g ic  r e g u l a t i o n  i n  p r e g n a n c y "

A r t h r i t i s  & R h e u m a t i s m  2 2 : 1 3 0 0 - 1 3 0 7 .

SUNDERLAND, C . A . ,  REDMAN, C .W .G . a n d  STIRRAT, G.M. ( 1 9 8 1 )

"HLA A, B , C a n t i g e n s  a r e  e x p r e s s e d  o n  n o n - v i l l o u s  t r o p h o b l a s t  o n  

t h e  e a r l y  hum an  p l a c e n t a "

J o u r n a l  o f  Im m u n o lo g y  1 2 7 ;  2 6 1 4 - 2 6 1 5 .
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SUNDERLAND, C . A . ,  NAIEM, M . , MASON, D . Y . ,  REDMAN, C .W .G . , & STIRRAT, G.M.

( 1 9 8 1 )

" T h e  e x p r e s s i o n s  o f  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n s  o n  human 

c h o r i o n i c  v i l l i "

J o u r n a l  o f  R e p r o d u c t i v e  Im m unology  _3: 3 2 3 - 3 3 1 .

SUTCLIFFE, R . G . ,  BROCK, D . J . H . ,  NICHOLSON, L .V .B .  & DUNN, E .  ( 1 9 7 8 )

" F e t a l  a n d  u t e r i n e - s p e c i f i c  a n t i g e n s  i n  hum an a m n i o t i c  f l u i d "

J o u r n a l  o f  R e p r o d u c t i o n  & F e r t i l i t y  5 4 : 8 5 - 9 0 .

SUTCLIFFE, R . G . ,  KUKULSKA, B .M . ,  NICHOLSON, L .V .B .  & PATERSON, W .F . ( 1 9 7 9 )  

" T h e  u s e  o f  a n t i b o d y  a f f i n i t y  c h r o m a to g r a p h y  an d  o t h e r  m e th o d s  i n  t h e  

s t u d y  o f  p r e g n a n c y  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s "

I n  " P l a c e n t a l  P r o t e i n s "  E d .  K l o p p e r ,  A. & C h a r d ,  T .

S p r i n g e r - V e r l a g ,  B e r l i n ,  H e i d e l b e r g ,  p p . 5 5 - 7 5 .

SUTCLIFFE, R . G . ,  HUNTER, J . B . ,  GIBB, S .  an d  MacLEAN, A .B .  ( 1 9 8 0 a )

" S t u d i e s  o n  Human P r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  P la s m a  P r o t e i n  A"

I n  " P r o c e e d i n g s  o f  t h e  S e ro n o  S y m p o s ia "  V ol 3 5 .

E g .  K l o p p e r ,  A , ,  G e n a z z a n i ,  A. a n d  C r o s i g n a n i ,  P .G .  p p . 5 7 - 6 6 .

A c ad em ic  P r e s s ,  L o n d o n  an d  New Y o rk .

SUTCLIFFE, R . G . ,  KUKULSKA-LANGLANDS, B .M .,  COGGINS, J . R . ,  HUNTER, J . B .  

a n d  GORE, C .H .  ( 1 9 8 0 b ) .

" S t u d i e s  o n  hum an p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  p l a s m a  p r o t e i n  A"

B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  1 9 1 : 7 9 9 - 8 0 9 .

SUTCLIFFE, R . G . ,  DAVIES, M . , HUNTER, J . B . ,  WATERS, J . J .  & PARRY, J . E .  

( 1 9 8 2 a )

" T h e  p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  f i b r i n o i d  m a t e r i a l  a t  t h e  human 

u t e r o p l a c e n t a l  i n t e r f a c e "

P l a c e n t a  3 :  2 9 7 - 3 0 8 .
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SUTCLIFFE, RoGo, KUKULSKA-LANGLANDS, HORNE, C .H .W , ,  MacLEAN, A .B . ,

JANDIAL, Vo, SUTHERLAND, H.Wo, GIBB, S . ,  BOWMAN, A.W. (1 9 8 2 b )

" S t u d i e s  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r e g n a n c y - a s s o c i a t e d  P la s m a  P r o t e i n - A  

d u r i n g  n o r m a l  a n d  c o m p l i c a t e d  p r e g n a n c y "

P l a c e n t a  7 1 -8 0 *

SUTCLIFFE, RoGo, KHALEF, S .A * ,  HORNE, C.H.Wo 

I n  p r e p a r a t i o n .

SZULMAN, A .E .  ( 1 9 7 3 )

"T h e  A, B a n d  H b l o o d  g ro u p  a n t i g e n s  i n  hum an p l a c e n t a "

New E n g la n d  J o u r n a l  o f  M e d i c i n e  2 8 6 ; 1 0 2 8 - 1 0 3 1 .

TATARINOV, Y . S .  & SOKOLOV, A .V . (1 9 7 7 )

" D e v e lo p m e n t  o f  a  r a d i o  immuno a s s a y  f o r  p r e g n a n c y - s p e c i f i c  g l y c o ­

p r o t e i n  a n d  i t s  m e a s u r e m e n t  i n  s e ru m  o f  p a t i e n t s  w i t h  t r o p h o b l a s t i c  

an d  n o n t r o p h o b l a s t i c  t u m o u r s "

I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  C a n c e r  1 9 ; 1 6 1 - 1 6 5 .

TATARINOV, Y . S , ,  KOZLJAEVA, G . A . ,  PETRUNIN, D .D . & PETRUNINA, Y .A . ( 1 9 8 0 )  

"Two new hum an  p l a c e n t a - s p e c i f i c  c c - g l o b u l i n s "

I n  " T h e  hum an  p l a c e n t a :  P r o t e i n s  & H orm ones"  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  

S e r o n o  S y m p o s ia ,  V ol 3 5 ,  p p o 3 5 - 4 6 .

E d .  b y  K l o p p e r  A*, G e n a z z a n i ,  A. & C r o s i g n a n i ,  P .G .  A cadem ic  P r e s s ,  

L o n d o n .

TATRA, G. ( 1 9 7 9 )

" C l i n i c a l  A s p e c t s  o f  P r e g n a n c y - s p e c i f i c  (3̂  g l y c o p r o t e i n  (PS(3G)"

I n  " P l a c e n t a l  P r o t e i n s "  E d .  b y  K l o p p e r ,  A. an d  C h a rd ,  T .

S p r i n g e r - V e r l a g ,  B e r l i n *  p p .  1 3 5 - 1 4 2 .

TAYLOR, C . a n d  FAULK, W .P . ( 1 9 8 1 )

" P r e v e n t i o n  o f  r e c u r r e n t  a b o r t i o n  w i t h  l e u k o c y t e  t r a n s f u s i o n s "

L a n c e t  i i :  6 8 - 7 0 ,
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THAU, RoBo a n d  LANMAN, J . T .  ( 1 9 7 5 )

" E n d o c r i n o l o g i c a l  A s p e c t s  o f  p l a c e n t a l  f u n c t i o n "  I n  "T he  p l a c e n t a "

E d ,  b y  G ru e n w a ld ,  P ,  MTP, M e d i c a l  and  T e c h n i c a l  P u b l i s h i n g  Co.

L t d , ,  L a n c a s t e r ,  p p ,  1 2 3 - 1 4 4 ,

TOWLER, CoMo, HORNE, C ,H ,W , ,  JANDIAL, V , ,  CAMPBELL, D,M, & MacGILLIVRAY, I ,

( 1 9 7 6 )

" P l a s m a  l e v e l s  o f  p r e g n a n c y - s p e c i f i c  (3  ̂ g l y c o p r o t e i n  i n  n o r m a l  

p r e g n a n c y "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  a n d  G y n e c o lo g y  8 3 ; 7 7 5 - 7 7 9 ,

TOWLER, C .M . ,  HORNE, C , H , ,  JANDIAL, V , ,  CAMPBELL, D,M, & MacGILLIVRAY, I ,

( 1 9 7 7 )

" P l a s m a  l e v e l s  o f  p r e g n a n c y - s p e c i f i c  p ^ - g l y c o p r o t e i n  i n  c o m p l i c a t e d  

p r e g n a n c i e s "

B r i t i s h  J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y  8 4 ; 2 5 8 - 2 6 3 ,

TRAVIS, J o ,  BOWEN, J , ,  TEWKSBURY, D „ , JOHNSON, D, & PANNELL, R„ (1 9 7 6 )  

" i s o l a t i o n  o f  A lb u m in  f r o m  W hole Human P la s m a  a n d  f r a c t i o n a t i o n  o f  

A lb u m in  d e p l e t e d  p l a s m a "

B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  1 5 7 : 3 0 1 - 3 0 6 ,

TROTTER, W, ( 1 9 4 1 )

" C o l l e c t e d  p a p e r s  o f  W i l f r e d  T r o t t e r "

O x f o r d  U n i v e r s i t y  P r e s s ,

VAN LEUSDEN, H ,A ,  ( 1 9 7 6 )  -

" C h o r i o n i c  G o n a d o t r o p h i n  i n  p a t h o l o g i c a l  p r e g n a n c y "

I n  " p l a s m a  Hormone A s s a y s  i n  e v a l u a t i o n  o f  f e t a l  w e l l b e i n g "

E d ,  K l o p p e r ,  A, C h u r c h i l l  L i v i n g s t o n e ,  E d i n b u r g h ,  p p , 4 8 - 7 1 .

VAN LEUVEN, F ,  ( 1 9 8 2 )

Human o ^ - M a c r o g l o b u l i n ;  s t r u c t u r e  an d  f u n c t i o n "

T r e n d s  i n  B i o c h e m i c a l  S c i e n c e  77 ( v o l  7 n o ,  5 ) ;  1 8 5 - 1 8 7 ,



VAN LEUVEN, F „ ,  CASSIMAN, J . J ,  an d  VAN DEN BERGHE, H, ( 1 9 8 2 )

" F u n c t i o n a l  M o d i f i c a t i o n s  o f  a ^ - M a c r o g l o b u l i n  b y  p r i m a r y  a m in e s "  

B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  2 0 1 ; 1 1 9 - 1 2 8 .

VIRCA, G .D o, TRAVIS, J . ,  HALL, P .K .  & ROBERTS, R .C .  ( 1 9 7 8 )

" P u r i f i c a t i o n  o f  hum an  a^M b y  c h r o m a t o g r a p h y  o n C i b a c r o n  b l u e  S e p h a r o s e "  

A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  2 7 4 - 2 7 8 .

VOISIN, G .A . (1 9 7 9 )

"im m une a g e n t s  o f  t h e  f a c i l i t a t i o n  r e a c t i o n .  T h e i r  p o s s i b l e  r o l e  

i n  p r o t e c t i o n  o f  t h e  p l a c e n t a l  a l l o g r a f t "

I n  " P l a c e n t a  -  A n e g l e c t e d  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l "

E d . B e a c o n s f i e l d ,  P .  & V i l l e e ,  C . P e rg am o n  P r e s s ,  O x f o r d ,  p p . 2 8 3 -2 9 4 ,  

WAHLSTROM, T . ,  TEISNER, B . ,  FOLKERSEN, J .  (1 9 8 1 )

" T i s s u e  l o c a l i z a t i o n  o f  PAPP-A i n  n o r m a l  p l a c e n t a "

P l a c e n t a  2  3 ;  p p . 2 5 3 - 2 5 8 .

WALKER, J o  & JAMES, G .B .  ( 1 9 7 6 )

I n  "C o m b in ed  T e x tb o o k  o f  O b s t e t r i c s  & G y n e c o lo g y "

E d .  W a l k e r ,  J . , M a c G i l l i v r a y ,  I . ,  M acN au g h to n ,  M.

C h u r c h i l l  L i v i n g s t o n e ,  E d i n b u r g h ,  9 t h  e d .  p p . 1 1 6 - 1 2 4 .

WILD, A .E .  ( 1 9 7 3 )

" T r a n s p o r t  o f  im m u n o g lo b u l in s  a n d  o t h e r  p r o t e i n s  f r o m  m o t h e r  t o  y o u n g "  

I n  " L y s o so m e s  i n  B i o l o g y  & P a t h o l o g y "

E d. D i n g l e  J . T .  V o l .  2  p p . 4 2 5 - 4 6 4 .  A m ste rdam  ; N o r t h - H o l l a n d ,

WILD, A .E .  ( 1 9 7 9 )

" P l a c e n t a l  a n t i b o d y  t r a n s p o r t  a n d  im m u n o lo g ic a l  p r o t e c t i o n  -  t h e i r  

c e l l u l a r  m e c h a n i s m s "  I n  " P l a c e n t a  -  A n e g l e c t e d  e x p e r i m e n t a l  

A n im a l"  E d .  B e a c o n s f i e l d ,  P .  & V i l l e e ,  C.

P e rg a m o n  P r e s s  -  O x f o r d ,  p p . 3 0 6 - 3 1 5 .
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WILLINGHAM, M .C . ,  MAXFIELD, F . R .  & PASTAN, I . H .  (1 9 7 9 )

b i n d i n g  t o  t h e  p l a s m a  m em brane  o f  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s "

J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y  8 2 ; 6 1 4 - 6 2 5 .

WINGATE, M .Bo, IFFY , L . ,  KELLY, J . V . ,  BIRNBAUM, S .  (1 9 7 6 )

" D i s e a s e s  S p e c i f i c  t o  p r e g n a n c y "  I n  " G y n e c o lo g y  & O b s t e t r i c s ;

The H e a l t h  c a r e  o f  Women"

M c G ra w -H il l  Book Company, New Y o rk .  p p . 7 1 3 - 7 7 6 .

WOOD, G,W. ( 1 9 8 0 )

" M o n o n u c le a r  p h a g o c y t e s  i n  t h e  hum an p l a c e n t a "

P l a c e n t a  1 1 3 - 1 2 3 .

WYNN, R .M . ( 1 9 7 5 )

" D e v e lo p m e n t  a n d  u l t r a s t r u c t u r a l  a d a p t a t i o n s  o f  t h e  human p l a c e n t a "  

I n  "Human P l a c e n t a t i o n "  E d .  B r o s e n s ,  I . A . , D ix o n ,  G. & R o b e r t s o n ,  

W.B. E x c e r p t a  M e d ic a  -  A m s te rd a m .  p p .  3 - 2 1 .


