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K r i s t a l l i s a t i o n  u n d  H o c h r e i n i g u n g  d e s  h u m a n e n  

Die h o r m o n a l e n  Ver~tnderungen  bei  der  Schwanger -  
s c h a f t  s ind  vo r  a l l em d e m  A u f t r e t e n  eines n e u e n  endokr i -  
Ben Organs ,  de r  P l a z e n t a ,  zuzuschre iben .  Dieses Organ  
t i b e r n i m m t  z u m  Tel l  die F u n k t i o n e n  der  H y p o p h y s e .  Die 
mensch l i che  P l a z e n t a  p r o d u z i e r t  n i c h t  n u t  S te ro idhor -  
m o n e  ( 0 s t r o g e n e  u n d  Proges te ron) ,  s o n d e r n  a u c h  e ine  
R e i h e  v o n  H o r m o n e n  m i t  P r o t e i n n a t u r .  B i s h e r  m i t  Si- 
c h e r h e i t  nachgewiesen  i s t  d ie  B i l d u n g  des  h u m a n e n  Cho- 
r i o n g o n a d o t r o p i n s  (HCG), des  P l a z e n t a - L a k t o g e n s  (HPL)  
u n d  e ines  t h y r o i d s t i m u l i e r e n d e n  H o r m o n s  in  de r  P l azen t a .  
N e u e r d i n g s  wi rd  n o c h  e in  u t e r o t r o p h e s  H o r m o n ,  das  
w a c h s t u m s f 6 r d e r n d e  W i r k u n g  au I  d e n  U t e r u s  bes i tz t ,  be-  
s ch r i eben  L 

Von  d iesen  P r o t e o h o r m o n e n  wurde  in  den  l e t z t e n  J a h -  
r en  besonde r s  das  h u m a n e  P l a z e n t a - L a k t o g e n  e i n g e h e n d  
u n t e r s u c h t  u n d  c h a r a k t e r i s i e r t  2-~L Es  wi rd  i m  S y n c y t i u m  
der  m e n s c h l i c h e n  P l a z e n t a  gebi ldet .  E t w a  a b  der  sechs ten  
S c h w a n g e r s c h a f t s w o c h e  i s t  es a u c h  i m  B l u t  der  M u t t e r  
nachwe i sba r .  Der  H P L - S p i e g e l  im m i i t t e r l i c h e n  S e r u m  
s te ig t  m i t  I o r t s c h r e i t e n d e r  S c h w a n g e r s c h a f t  u n d  e r r e i ch t  
im l e t z t en  T r i m e s t e r  im D u r c h s c h n i t t  W e r t e  v o n  3-8 ~tg/ 
ml .  

Zur  q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  yon  H P L  w e r d e n  rad io-  
i m m u n o l o g i s c h e  Methoden~-~,  ~z b e n u t z t .  D a  die Z u n a h -  
me  dieses H o r m o n s  i m  B lu r  m i t  d e m  W a c h s t u m  der  Pla-  
z e n t a  kor re l i e r t  ~,  is t  sie zur  k l in i schen  13berwachung  de r  
S c h w a n g e r s c h a f t  geeignet .  F e h l g e b u r t e n  w e r d e n  d u t c h  
e inen  p l6 t z l i chen  Abfa l l  des H P L - S p i e g e l s  angezeigt .  Die 
F r t i hd i agnose  e ine r  P l a z e n t a - I n s u f f i z i e n z  soil d u r c h  H P L  
besser  m6g l i ch  se in  als  d u t c h  die P r e g n a n d i o l b e s t i m -  
m u n g  ~4. 

Die  v o n  v e r s c h i e d e n e n  A u t o r e n  e r m i t t e l t e n  a b s o l u t e n  
~Verte des  H P L - G e h a l t e s  im mf i t t e r l i chen  B l u t  zeigen z u m  
Tel l  s t a r k e  A b w e i c h u n g e n .  U r s a c h e  is t  w ah r s che i n l i ch  de r  
u n t e r s c h i e d l i c h e  R e i n h e i t s g r a d  bzw.  die ve r sch iedene  
i m m u n o l o g i s c h e  A k t i v i t ~ t  de r  v e r w e n d e t e n  Bezugssub-  
s t anzen .  E s  b e s t e h t  d a h e r  B e d a r f  n a c h  e i n e m  hochgere in ig -  
t e n  H P L - P r ~ p a r a t  zu r  V e r w e n d u n g  als  S t a n d a r d .  

M a n  h a t  be re i t s  v e r s u c h t ,  H P L  b e i m  M e n s c h e n  t h e r a -  
p e u t i s c h  a n z u w e n d e n .  Die  a m  Tier  ge fundene  po tenz ie -  
r ende  XVirkung yon  H P L  auf  das  W a c h s t u m s h o r m o n  
de r  H y p o p h y s e  15 k o n n t e  a m  M e n s c h e n  b i she r  noch  u i ch t  
fes tges te l l t  we rden  1~. W a h r s c h e i n l i c h  war  die e ingese tz te  
Menge  des P l a z e n t a - L a k t o g e n s  noch  zu ger ing IL Bei  Ver-  
a b r e i c h u n g  gr6sserer  Mengen  H P L  ze ig ten  die b i she r  ver-  
w e n d e t e n  PrS.para te  a u c h  N e b e n w i r k u n g e n  ( E n t z i i n d u n g  
tier I n j e k t i o n s s t e l l e  u n d  F i e b e r ) l L  E i n  hochgere in ig te s  
H P L ,  das  solche Unvertr~Lglichkei ten v ie l l e i eh t  n i c h t  
zeigt,  w~tre d a h e r  a u c h  ffir die k l in i sche  A n w e n d u n g  er- 
wi insch t .  

N a c h f o l g e n d  wi rd  f iber e ine neue  M e t h o d e  zur  Isolie-  
r u n g  v o n  H P L  be r i ch t e t .  D a b e i  wi rd  das  H o r m o n  d u r c h  
K r i s t a l l i s a t i o n  in  hochge re in ig t e r  F o r m  e rha l t en .  ?3ber 
e ine V e r w e n d u n g  dieses P r ~ p a r a t e s  im R a d i o i m m u n o -  
a s say  wurde  be re i t s  b e r i c h t e t  18 

~/[aterial und Abki~mungen. CPC, N - C e t y l p y r i d i n i u m -  
ch lo r id  (Merck).  R i v a n o l  ®, D i a m i n o ~ t h o x y a c r i d i n l a k t a t  
( F a r b w e r k e  H o e c h s t  AG).  Tris, Tris(hydroxymethyt)-  
a m i n o m e t h a n  (Merck). H P L ,  H u m a n e s  P l a z e n t a - L a k t o -  
Ben. STH,  W a c h s t u m s h o r m o n  de r  H y p o p h y s e  ( =  H G H  
i m  a n g l o a m e r i k a n i s c h e n  Sch r i f t t um ) .  PAA,  Po lyac ry l -  
amid .  

Isolierung. Mensch l i che  P l a z e n t e n ,  wie  sic bei  de r  nor-  
m a l e n  G e b u r t  anfa l len ,  d i e n t e n  HiS A u s g a n g s m a t e r i a l .  Die  
b e i - 2 0  °C e ingef ro renen  Organe  w u r d e n  i m  S c h n e i d m i s e h e r  
ze rk le ine r t  u n d  m i t  der  g le ichen  Menge 0 ,4%iger  Koch-  
sa lz l6sung ve r r i ih r t .  D u t c h  Z e n t r i f u g a t i o n  wurde  au-  
schl iessend tier wiissrige E x t r a k t  v o m  G ew ebe r f i ck s t and  

P l a z e n t a - L a k t o g e n s  

a b g e t r e n n t .  Die e inze lnen  Sch r i t t e  zur  F r a k t i o n i e r u n g  des  
E x t r a k t e s  zeigt  die F igu r  1. Zur  Ausf i i l lung des L a k t o g e n -  
H o r m o n s  d i e n t e n  R i v a n o l  u n d  A m m o n i u m s u l f a t .  Muco- 
po ly saccha r ide  u n d  a n d e r e  Begle i t s tof fe  w u r d e n  v o r h e r  
aus  d e m  E x t r a k t  m i t  CPC abgesch ieden .  E i n e  Wei t e r r e i -  
n i g u n g  des  H o r m o n s  erfolgte  d u t c h  Ge l f i l t r a t i on  a n  Se- 

Plazentenextrakt 

Abseheidung der Mucopolysaccharide mit CPC, pH 7,0 

Ausf/illung yon HPL mit Rivanol, pH 7,0 

Fraktionierung mit Ammonsulfat, 40% Stittig. Ppt 

Gelfiltration, Scphadex G-150 

Chromatographie an DEAE-Zelhdose 

Abscheidung als Euglobu|in bei pH 5,5 

Gelfiltratinn, Sephadex G-100 

Ftillung mit Ammonsulfat, 50% S~ttig. 

Kristallisation 

Fig. 1. Schema zur Isolierung yon HPL aus Plazentem 
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phadex G-150, durch Ionenaustauschchromatographie 
an DEAE-ZeUulose und durch Ausf~llung als Euglobulin 
bei pH 5,5. Bei der Gelfiltration und DEAE-Chromato-  
graphie wurden Tris-Pufferl6sungen (pH 7,0) verwendet. 

Kristallisation. Das als Euglobulin abgeschiedene H P L  
ist weitgehend rein (vgl. PAA-Gelelektrophorese Figur 3). 
Es wird zur Abtrennung yon Aggregaten, die nur eine ge- 
ringe immunologische Aktivit/~t besitzen und ausserdem 
die Kristallisation verhindern oder verz6gern k6nnen, 
nochmals an Sephadex G-100 gereinigt. Die niedermole- 
kulare Hormonfraktion wird anschliessend mit  Ammon- 
sulfat (50% S/ittigung) ausgef~illt und durch Dialyse ge- 
gen Wasser oder verdiinnte Salzl6sungen bei 4 °C und bei 
einem pH yon etwa 6,0 zur Kristallisation gebracht. 
Figur 2 zeigt Aufnahmen yon Kristallen des. humanen 
Plazenta-Laktogen-Hormons. Der kristalline Niederschlag 
wird in destilliertem Wasser unter Zusatz yon stark ver- 
diinnter Natronlauge bei pH 7,0 gel6st und entweder zu 
einer noehmaligen 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 8. In 5M Harnstoff  entsteht  die mono- 
mere Form, die einen Sedimentationskoeffizienten yon 
2,1 S besitzt. 

Zur Best immung des Biuretwertes und der Ext inkt ion  
wurde das dutch Kristallisation aus Wasser abgeschie- 
dene H P L  unter Zusatz yon verdiinnter Natronlauge bei 
pH 7,0 gel6st, lyophilisiert und im Hochvakuum nachge- 
trocknet. Der Biuretwert war 100, bezogen auf Albumin 
100. Die Ext inkt ion wurde in 1/15M Phosphatpuffer 
(pH 8,0) gemessen und zeigte bei einem Maximum bei 
277 nm den Wef t  ~0j% = 0,80. 

- - 1  e r a  

Bei der Elektrophorese irn PAA-Gel wandert  HPL, wie 
bereits yon anderen Autoren beschrieben n, etwas schnel- 
ler als Albumin (Figur B). Die schw~ichere Zone vor der 
Hauptkomponente  ist vermutl ich teilweise deamidiertes 
Laktogen-HormonS, s. Die Imrnunelektrophorese (Agar- 
gel pH 8,6) und Immunodiffusion in Figur 3 lassen die 
bekannte Kreuzreaktion yon H P L  mit  einem gegen das 
somatotrope Hormon der Hypophyse gerichteten Anti- 
serum erkennen. 

Das nach zweimaliger Kristallisation erhaltene H P L  
war frei yon Serumproteinen und anderen Bestandteilen 
der Plazenta. Die Priifung der Reinheit  erfolgte in der 

A) Kristalle aus 0,4% NaC1-L6sung, Eiweiss ~ 0,5%. 

B) Kristalle aus Wasser pH 6,0, Eiweiss ~ 2,0%. 
Fig. 2. Kristanisiertes menschliehes Plazenta-Laktogen 

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

Biologische Aktivitiit lg Die Prolaktinwirkung wurde im 
Taubenkropf-Test mit  dem II.  Internationalen WHO- 

lg Die Durchfiihrung dieser Bestimmungen verdanken wir Herrn Dr. 
H. G. SCHR6DER, Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt/Main. 

PAA-Gelelektrophorese (pH 8,6) 

HPL 

Serum 

Geldiffusion 
HPL, menschliches Plazenta- 
Laktogen. 
STH, Wachstumshormon der Hypophyse 
{Mensch). 

Immunelektrophorese (Agar pH 8,6) 

Anti-HPL 

HPL 

Anti-STH 

Fig. 3. Charakterisierung des Plazenta-Laktogens. 

L ¸~ ~ , / 
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P r o l a c t i n s t a n d a r d  (vom Rind )  verg l ichen .  Sie b e t r u g  
5 ,0-7,0  E]mg,  d .h .  e t w a  30% des  S t a n d a r d s .  Die  wachs-  
t u m s f 6 r d e r n d e  W i r k u n g ,  gemessen  i m  T ib ia -Tes t ,  lag  un-  
t e r  5 %  des  W H O - S t a n d a r d s  fi ir  S o m a t o t r o p i n .  

Summary. A pu r i f i c a t i on  of h u m a n  p l a c e n t a l  l ac togen  
(HPL)  b y  c ry s t a l l i s a t i on  is descr ibed.  T h e  h o r m o n e  is 
c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of i t s  s e d i m e n t a t i o n  

c o n s t a n t ,  b i u r e t  color  va lue  a n d  e x t i n c t i o n  coefficient .  
T h e  ab s en ce  of i m p u r i t i e s  was  checked  b y  i m m u n o c h e m i -  
cal m e t h o d s  us ing  r a b b i t  i m m u n e  sera  to  whole  h u m a n  
se rum as wel l  as to  a c rude  f r ac t ion  of H P L .  

H. BOI-IN 

Behringwerke AG, Post/ach 1130, 
D-3550 Marburg]Lahn (Deutschland), 5. Mai 1971. 

Chromosomes of the Asian Flying Squirrel Petaurista petaurista (Pallas) 

N o r t h  A m e r i c a n  species of t h e  s u b f a m i l y  Sc iur inae  ex- 
h i b i t  d ip lo id  c h r o m o s o m e  n u m b e r s  (2n) t h a t  r a n g e  be- 
t w e e n  2n = 30-50  a n d  a 2n of 38-40  p r e d o m i n a t e s  in  m a n y  
gene ra  x-e. Species f rom t h e  A s i a n  gene ra  Dremomys, 
Callosciurus a n d  Sciurus also possess  2n of 38-40 ~. These  
a n d  o t h e r  o b s e r v a t i o n s  sugges ted  t h a t  a 2n  a p p r o x i m a t i n g  
2n ---- 38-40 c h a r a c t e r i z e d  a n c e s t r a l  Sc iu r inaeL  

A m o n g  t h e  gene ra  compr i s ing  t h e  s u b f a m i l y  Pe t au r i s t i -  
nae,  o n l y  Glaucomys h a s  b e e n  e x a m i n e d  cy to log ica l ly  a n d  
b o t h  G. volans a n d  G. sabrinus d i sp l ayed  2n = 48 a n d  a 
f u n d a m e n t a l  n u m b e r  of c h r o m o s o m e  a r m s  (NF) of 74 ' .  
T h e  p r e s e n t  r e p o r t  descr ibes  t h e  c h r o m o s o m e s  of Petau- 
rista, a second  genus  of t h e  subfami ly .  

Materials and methods. C h r o m o s o m e s  were  ana lyzed  f rom 
a j uven i l e  f emale  g i a n t  f ly ing  squ i r re l  co l lec ted  f rom a n  
u n k n o w n  loca l i ty  in  t h e  genera l  v i c in i t y  of B o m b a y  
( India) .  T h e  spec imen  was  t e n t a t i v e l y  iden t i f i ed  as 
Petaurista petaurisla P a l l a s ;  t h e  spec imen  is in  t h e  collec- 
t i on  of t h e  M u s e u m  of Zoology,  U n i v e r s i t y  of Michigan .  
C h r o m o s o m e  p r e p a r a t i o n s  were  m a d e  f rom a sk in  b iopsy  
g rown  in  cu l t u r e  b y  Dr .  T. C. H s u ,  M. D. A n d e r s o n  Hos-  
p i t a l  a n d  T u m o r  I n s t i t u t e ,  H o u s t o n ,  Texas ,  a n d  his  co- 
o p e r a t i o n  is g r a t e fu l l y  acknowledged .  

Results. Thi s  Petaurista h a d  a 2n = 38 a n d  k a r y o t y p e  
c o n t a i n i n g  6 pa i r s  of me tacen t r i c s ,  12 pa i r s  of s u b m e t a -  
centr ics ,  a n d  I pa i r  of s u b t e l o c e n t r i c  c h r o m o s o m e s  (Fi-  
gure) ; t h e  sex  c h r o m o s o m e s  were  n o t  ident i f ied .  N F  (auto-  
soma l  a rms)  was 72. 

Discussion. C o m p a r e d  w i t h  o t h e r  Sciur idae ,  Petaurista 
(2n ----- 38) di f fers  f rom Glaucomys (2n = 48) in  d ip lo id  
n u m b e r  b u t  b o t h  sha re  a n e a r l y  s imi la r  NF.  T h e r e  is also 
a close morpho log i ca l  r e s e m b l a n c e  b e t w e e n  t h e  ch romo -  

I man u 
im ai 
~ i  ~ ~ . . 

Karotype of a female Petaurista petaurista (2n = 38). x 2800. 

somes of Petaurista a n d  4 N o r t h  A m e r i c a n  species of 
Sciurus f rom t h e  t r i b e  Gciur inae wh ich  possess  2n = 40 
a n d  N F  = 74-764.  S imi la r i t i es  also ex i s t  b e t w e e n  Petau- 
rista a n d  Callosciurus [lavimanus w i t h  2n = 40, N F  = 74 
a n d  Dremomys ru]igensis 2n = 38, N F  = 62 w h i c h  be long  
to  t h e  t r i b e  Cal losc iur inae  L 

T h e  c h r o m o s o m a l  s imi la r i t i es  b e t w e e n  Sciurus a n d  
Petaurista w i t h  r e spec t  t o  2n a n d  N F  a n d  Glaucomys w i t h  
r e spec t  to  N F  c o n f o r m  to  t h e  p o s t u l a t e  of BLACK ~ t h a t  
f ly ing squi r re l s  sha re  m a n y  s imi la r i t i es  w i t h  Sciurus. 
Howeve r ,  d i r ec t  r e l a t i onsh ips  are  d i f f icul t  t o  e s t a b l i s h  be-  
cause  BLACK s be l ieves  t h a t  severa l  l ineages  of  f ly ing  
squi r re l s  h a v e  a r i sen  i n d e p e n d e n t l y  f rom d i f fe ren t  ances-  
t r a l  sc iur ids .  Th i s  v iew is s u p p o r t e d  b y  MEIN '  w h o  reco-  
gnized 3 l ineages  of f ly ing  squi r re l s  a m o n g  E u r o p e a n  fossil  
ma te r i a l .  

Rega rd le s s  of t h e  d e r i v a t i o n  of t h e  e x t a n t  f ly ing  squir -  
rels, t h e  f i n d i n g  of 2n = 38 in Petaurista s t r e n g t h e n s  t h e  
co n cep t  t h a t  t h e  2n of a n c e s t r a l  Sc iur idae  was  in t h e  r a n g e  
of 38 -40L  

BbIB0~bl. Xp0M0C0Mbl 6blJIH H3yqaHbl aeTarH Petaurista 
petaurista rt3 ldHrnH; ~;~nao~moe q~cno ( 2 n )  6~no 38 H 
qnc~o ayT0c0M naeqn  (NF)  6bmo 72. P0~ICTB0 M e ~ y  
xpoM0c0MaMH po~ta Petaurista ~ podia Glaucomys no~tce- 
Me~lcrBa P e t a u r i s t i n a e ,  ~ M e ~ y  Petaurista H Sciurus 
(noJlceMei~cTBO Sciur inae)  6mao onncbmaHo. Haxo~Ka, qxo 
J~HHJIOHJIHOe qHCJ'IO Petaurista 6MBO 38, oKa3bmaaa nOH~- 
THe, wro poAou~e Sciuridae o6.rtaaaan 2 n = 38-40. 
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