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Kristallisation und Hochreinigung des humanen Plazenta-Laktogens

Die hormonalen Verdnderungen bei der Schwanger-
schaft sind vor allem dem Auftreten eines neuen endokri-
nen Organs, der Plazenta, zuzuschreiben. Dieses Organ
tibernimmt zum Teil die Funktionen der Hypophyse. Die
menschliche Plazenta produnziert nicht nur Steroidhor-
mone (Ostrogene und Progesteron), sondern auch eine
Reihe von Hormonen mit Proteinnatur. Bisher mit Si-
cherheit nachgewiesen ist die Bildung des humanen Cho-
riongonadotropins (HCG), des Plazenta-Laktogens (HPL)
und eines thyroidstimulierenden Hormons in der Plazenta.
Neuerdings wird noch ein uterotrophes Hormon, das
wachstumsférdernde Wirkung auf den Uterus besitzt, be-
schriebenl.

Von diesen Proteohormonen wurde in den letzten Jah-
ren besonders das humane Plazenta-Laktogen eingehend
untersucht und charakterisiert*-11, Es wird im Syncytium
der menschlichen Plazenta gebildet. Etwa ab der sechsten
Schwangerschaftswoche ist es auch im Blut der Mutter
nachweisbar. Der HPL-Spiegel im miitterlichen Serum
steigt mit fortschreitender Schwangerschaft und erreicht
im letzten Trimester im Durchschnitt Werte von 3-8 pg/
ml.

Zur quantitativen Bestimmung von HPL werden radio-
immunologische Methoden?-% 2% benutzt. Da die Zunah-
me dieses Hormons im Blut mit dem Wachstum der Pla-
zenta korreliert1s, ist sie zur klinischen Uberwachung der
Schwangerschaft geeignet. Fehlgeburten werden durch
einen plétzlichen Abfall des HPL-Spiegels angezeigt. Die
Frithdiagnose einer Plazenta-Insuffizienz soll durch HPL
besser moglich sein als durch die Pregnandioclbestim-
mung4.

Die von verschiedenen Autoren ermittelten absoluten
‘Werte des HPL-Gehaltes im miitterlichen Blut zeigen zum
Teil starke Abweichungen. Ursache ist wahrscheinlich der
unterschiedliche Reinheitsgrad bzw. die verschiedene
immunologische Aktivitit der verwendeten Bezugssub-
stanzen. Es besteht daher Bedarf nach einem hochgereinig-
ten HPL-Priparat zur Verwendung als Standard.

Man hat bereits versucht, HPL beim Menschen thera-
peutisch anzuwenden. Die am Tier gefundene potenzie-
rende Wirkung von HPL auf das Wachstumshormon
der Hypophysel® konnte am Menschen bisher noch nicht
festgestellt werden 18, Wahrscheinlich war die eingesetzte
Menge des Plazenta-Lalktogens noch zu gering1’. Bei Ver-
abreichung grosserer Mengen HPL zeigten die bisher ver-
wendeten Priparate auch Nebenwirkungen (Entziindung
der Injektionsstelle und Fieber)??. Ein hochgereinigtes
HPL, das solche Unvertriglichkeiten vielleicht nicht
zeigt, wire daher auch fiir die klinische Anwendung er-
wiinscht.

Nachfolgend wird iiber eine neue Methode zur Isolie-
rung von HPL berichtet. Dabei wird das Hormon durch
Kristallisation in hochgereinigter Form erhalten. Uber
eine Verwendung dieses Priparates im Radioimmuno-
assay wurde bereits berichtets,

Material und Abkiivzungen. CPC, N-Cetylpyridinium-
chlorid {Merck). Rivanol®, Diaminofithoxyacridinlaktat
(Farbwerke Hoechst AG). Tvis, Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Merck). HPL, Humanes Plazenta-Lakto-
gen. STH, Wachstumshormon der Hypophyse (= HGH
im angloamerikanischen Schrifttum). PAA, Polyacryl-
amid.

Isolierung. Menschliche Plazenten, wie sie bei der nor-
malen Geburt anfallen, dienten als Ausgangsmaterial. Die
bei —20°C eingefrorenen Organe wurdenim Schneidmischer
zerkleinert und mit der gleichen Menge 0,4%iger Koch-
salzlpsung verrithrt. Durch Zentrifugation wurde an-
schliessend der wissrige Extrakt vom Geweberiickstand

abgetrennt. Die einzelnen Schritte zur Fraktionierung des
Extraktes zeigt die Figur 1. Zur Ausfdllung des Laktogen-
Hormons dienten Rivanol und Ammoniumsulfat. Muco-
polysaccharide und andere Begleitstoffe wurden vorher
aus dem Extrakt mit CPC abgeschieden. Eine Weiterrei-
nigung des Hormons erfolgte durch Gelfiltration an Se-
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v
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Ausfillung von HPL mit Rivanol, pH 7,0
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Chromatographie an DEAE-Zellulose
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Abscheidung als Euglobulin bei pH 5,5
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Fallung mit Ammonsulfat, 50% Sittig.
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Kristallisation

Fig. 1. Schema zur Isolierung von HPL aus Plazenten.
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phadex G-150, durch Ionenaustauschchromatographie
an DEAE-Zellulose und durch Ausfillung als Euglobulin
bei pH 5,5. Bei der Gelfiltration und DEAE-Chromato-
graphie wurden T¥is-Pufferiésungen (pH 7,0) verwendet.

Kristallisation. Das als Euglobulin abgeschiedene HPL
ist weitgehend rein (vgl. PAA-Gelelektrophorese Figur 3).
Es wird zur Abtrennung von Aggregaten, die nur eine ge-
ringe immunologische Aktivitit besitzen und ausserdem
die Kristallisation verhindern oder verzogern koénnen,
nochmals an Sephadex G-100 gereinigt. Die niedermole-
kulare Hormonfraktion wird anschliessend mit Ammon-
sulfat (509, Sittigung) ausgefillt und durch Dialyse ge-
gen Wasser oder verdiinnte Salzlosungen bei 4 °C und bei
einem pH von etwa 6,0 zur Kiristallisation gebracht.
Figur 2 zeigt Aufnahmen von Kristallen des humanen
Plazenta-Laktogen-Hormons. Der kristalline Niederschlag
wird in destilliertem Wasser unter Zusatz von stark ver-
diinnter Natronlauge bei pH 7,0 gelost und entweder zu
einer nochmaligen Kristallisation wieder gegen Wasser
dialysiert oder lyophilisiert und im Hochvakuum nach-
getrocknet.

Charakterisierung. Das nach der oben beschriebenen
Methode dargestellte humane Plazenta-Laktogen sedi-
mentiert in der Ultrazentrifuge mit 3,2 S, liegt also in der
dimeren Form vor®. In 5M Harnstoff entsteht die mono-
mere Form, die einen Sedimentationskoeffizienten von
2,1 S besitzt.

Zur Bestimmung des Biuretwertes und der Extinktion
wurde das durch Kristallisation aus Wasser abgeschie-
dene HPL unter Zusatz von verdiinnter Natronlauge bei
PH 7,0 gelsst, lyophilisiert und im Hochvakuum nachge-
trocknet. Der Biuretwert war 100, bezogen auf Albumin =
100. Die Extinktion wurde in 1/,,M Phosphatpuffer
{pH 8,0) gemessen und zeigte bei einem Maximum bei
277 nm den Wert EJJ% = 0,80.

Bei der Elektrophorese im PAA-Gel wandert HPL, wie
bereits von anderen Autoren beschrieben !, etwas schnel-
ler als Albumin (Figur 3). Die schwichere Zone vor der
Hauptkomponente ist vermutlich teilweise deamidiertes
Laktogen-Hormon®¢. Die Immunelektrophorese (Agar-
gel pH 8,6) und Immunodiffusion in Figur 3 lassen die
bekannte Kreuzreaktion von HPL mit einem gegen das
somatotrope Hormon der Hypophyse gerichteten Anti-
serum erkennen.

Das nach zweimaliger Kristallisation erhaltene HPL
war frei von Serumproteinen und anderen Bestandteilen
der Plazenta. Die Priifung der Reinheit erfolgte in der

PAA-Gelelektrophorese (pH 8,6)

= l

Immunelektrophorese {Agar pH 8,6)

Serum

Anti-HPL

HPL

Anti-STH

Fig. 3. Charakterisierung des Plazenta-Laktogens.
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B) Kristalle aus Wasser pH 6,0, Eiweiss = 2,0 A,.
Fig. 2. Kristallisiertes menschliches Plazenta-Laktogen

Immunelektrophorese und im Geldiffusionstest mit einem
Kaninchen-Antiserum gegen Humanserum und mit einem
Antiserum, das durch Immunisierung mit einer HPL-
Rohfraktion (nach DEAE-Chromatographie) erhalten
worden war.

Biologische Aktivitit'®. Die Prolaktinwirkung wurde im
Taubenkropi-Test mit dem II. Internationalen WHO-

1 Dje Durchfiihrung dieser Bestimmungen verdanken wir Herrn Dr.
H. G. ScHrODER, Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt/Main.

Geldiffusion

HPL, menschliches Plazenta-

{.aktogen.

STH, Wachstumshormon der Hypophyse
{Mensch).
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Prolactinstandard (vom Rind) verglichen. Sie betrug
5,0-7,0 E/mg, d.h. etwa 30%, des Standards. Die wachs-
tumsférdernde Wirkung, gemessen im Tibia-Test, lag un-
ter 5%, des WHO-Standards fiir Somatotropin.

Summary. A purification of human placental lactogen
(HPL) by crystallisation is described. The hormone is
characterized by the determination of its sedimentation
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constant, biuret color value and extinction coefficient.
The absence of impurities was checked by immunochemi-
cal methods using rabbit immune sera to whole human
serum as well as to a crude fraction of HPL.

H. Bonn

Behvingwerke AG, Postfach 1130,
D-3550 Marburg/Lahn {Deutschland), 5. Mai 19717.

Chromosomes of the Asian Flying Squirrel Petaurista petaurista (Pallas)

North American species of the subfamily Sciurinae ex-
hibit diploid chromosome numbers (2r) that range be-
tween 2n = 30-50 and a 2# of 38-40 predominates in many
general-$. Species from the Asian genera Dremomys,
Callosciurus and Sciurus also possess 2n of 38-407. These
and other observations suggested that a 2» approximating
2n == 38-40 characterized ancestral Sciurinae?’.

Among the genera comprising the subfamily Petauristi-
nae, only Glaucomys has been examined cytologically and
both G. volans and G. sabrinus displayed 2n == 48 and a
fundamental number of chromosome arms (NF) of 744,
The present report describes the chromosomes of Pelau-
vista, a second genus of the subfamily.

Materials and methods. Chromosomes were analyzed from
a juvenile female giant flying squirrel collected from an
unknown locality in the general vicinity of Bombay
{India). The specimen was tentatively identified as
Petaurista petawrista Pallas; the specimen is in the collec-
tion of the Museum of Zoology, University of Michigan.
Chromosome preparations were made from a skin biopsy
grown in culture by Dr. T. C. Hsu, M. D. Anderson Hos-
pital and Tumor Institute, Houston, Texas, and his co-
operation is gratefully acknowledged.

Results. This Petaurista had a 2»n = 38 and karyotype
containing 6 pairs of metacentrics, 12 pairs of submeta-
centrics, and 1 pair of subtelocentric chromosomes (Fi-
gure); the sex chromosomes were not identified. NF (auto-
somal arms) was 72.

Discussion. Compared with other Sciuridae, Petaurisia
(2n = 38) differs from Glaucomys (2Zn = 48) in diploid
number but both share a nearly similar NF. There is also
a close morphological resemblance between the chromo-
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Karotype of a female Petaurista petaurista (Zn = 38). X 2800.

somes of Petaurista and 4 North American species of
Sciurus from the tribe Sciurinae which possess 2n = 40
and NF = 74-76%. Similarities also exist between Pelau-
rista and Callosciurus flavimanus with 2n = 40, NF = 74
and Dremomys rufigensis 2n = 38, NF = 62 which belong
to the tribe Callosciurinae’.

The chromosomal similarities between Sciurus and
Petaurista with respect to 2r and NF and Glaucomys with
respect to NF conform to the postulate of BLack® that
flying squirrels share many similarities with Sciurus.
However, direct relationships are difficult to establish be-
cause Biack® believes that several lineages of flying
squirrels have arisen independently from different ances-
tral sciurids. This view is supported by MEIN? who reco-
gnized 3 lineages of flying squirrels among European fossil
material.

Regardless of the derivation of the extant flying squir-
rels, the finding of 2n = 38 in Petaurista strengthens the
concept that the 2» of ancestral Sciuridae was in the range
of 38-407,

Buisoapi. Xpomocoms: Gblay usyvaHsl jnerarn Petaurista
petaurisia n3 Vinrun; guruiovaHoe ducao (2#) O6uino 38 u
yucno ayrocom nyeun (NF) Gwuuio 72. PomcrBo mexny
xpomocomamu popa Petaurista u poga Glaucomys nonce-
medictsa Petauristinae, n Meway Petaurisia ¥ Sciurus
(moncemeiicTro Sciurinae) Gbo onmceiBano. Haxonka, uro
nurnouiHoe yncino Petaurista 6vino 38, oka3swiBana HOHA-
THE, 4TO pOojoBbie Sciuridae obnajanu 27 = 38-40.
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