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S U M M A R Y  

a new method o/purification o/human chorionic gonadotropin 

Human chorionic gonadotropin is purified up to 12,ooo IU/mg, from urine of pregnant 
women, by a new method of preparation. After benzoic acid adsorption and extraction 
in an acetate buffer of pH 4.8, the method involves a fractionation with calcium 
in 50 % ethanol and a precipitation at the pHi. Kaolin adsorption and chromatography 
on Decalso columns yield a fraction at a titre of 7,000 IU/mg. 

A further purification by chromatography on Dowex 2 columns or starch electro- 
phoresis gives a final preparation of io,ooo to 12,ooo IU/mg, which behaves as a 
homogenous substance in a physicochemical test for purity. 

INTRODUCTION 

L'6tude des caract6ristiques physico-chimiques d'une hormone prot~ique est sub- 
ordonn6e k l'obtention d'une substance pure. Aussi, les m6thodes &extraction et de 
purification de la gonadotropine choriale humaine se sont-elles succ6d6es depuis 
trente ans. 
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La plupart  de ces mf thodes  sont basfes essentiellement sur deux proc6dfs:  d 'une  
part,  l 'adsorpt ion benzoique ~, suivie de fract ionnement  par  les solvants organiques; 
OURIN, BACHMAN ET WILSON 2, puis CLAESSON, HOGBERG, ROSENBERG ET WESTER- 
MAN a utilis~rent ce proc6d6 pour obtenir des hormones hautement  purifi6es. 

D 'au t re  part,  l 'adsorption sur Permuti te ,  qui, effectu6e directement k partir  de 
l 'urine, donnait  k KATZMAN, GODFRID, CAIN ET DOISY 4 une substance identique h 
celle de GURrN et al. 2. 

Cependant, aucune de ces m6thodes n 'a  permis d 'obtenir  un produit  qui t i t rat  
plus de 6,000 UI /mg,  et dont  la puret6 ait 6t6 parfai tement  d6montr6e. 

L 'hormone  issue de notre m6thode de purification at teint  12,ooo UI /mg,  et sa 
purer6 a ~t6 montr6e par plusieurs crit~res 5. 

MI~THODES ET RI~SULTATS 
Dosage biologique 

L'act ivi t6 biologique a 6t6 d6termin6e par l ' augmenta t ion de poids des v6sicules 
s6minales 6 chez le rat m~le impub6re. Les animaux, ~g6s de 21-23 jours et pesant  
de 25 k 30 g, recevaient trois injections de I ml en trois jours. Les fractions h t i t ter  
et le t6moin 6taient solubilis6s dans le s6rum physiologique au moment  de l ' injection. 
Les doses inject6es 6taient d 'une  h deux Unit6s Internat ionales;  les animaux 6taient 
sacrifi6s le quatrihme jour. En g6n6ral, dix animaux dtaient utilis6s pour chaque 
fraction. Les produits correspondant  h la fin des pr6parations ou h certains stades 
particuli6rement impor tants  6talent dos6s par un essai quatre  points. 

Sources et hormo~ze brute 

La d6couverte par BROWNE ET VENNING v, confirm6e par  EVANS, KOHLS ET 
WONDER s, d 'un  max imum d'excr6tion de la gonadotropine choriale dans l 'urine, 
devait  permet t re  aux chercheurs d'utiliser une mati6re premi~re plus riche: l 'urine 
recueillie aux alentours du soixanti6me jour de grossesse. 

De telles urines ont pu 6tre utilis6es, mais en quanti t6 relativement faible (quel- 
ques dizaines de litres) : elles t i traient  environ 30,000 UI/1. 

Les principales pr6parations ont dtd effectudes sur des m6,1anges d 'urines recu- 
eillies entre le 6oibme et le 9oibme jour de grossesse: le titre variait  entre 8,000 et 
I2,OOO UI/1. 

Les urines 6taient stock6es en chambre froide sur merthiolate. 
L 'ext rac t ion de l 'activitd gonadotrope,  ;t partir  de ces urines, dtait effectu6e selon 

la mdthode d 'adsorpt ion sur l 'acide benzoique de KATZMAN ET DOISY 1. Le produit  
obtenu etait extrait  h 4 ° par un tampon ac6tate M / I 5 ,  de pH 4.8. Un insoluble 
impor tant  et pra t iquement  inactif 6tait ainsi 61imin6. Une pr6.cipitation par 80 q}) 
d 'acetone permettai t  d 'obtenir  une hormone brute (produit P) contenant  la quasi 
totalitd de l 'activit6 initiale. 

Des exemples du produit  P sont donn6s dans le Tableau I. 

Extraction hydro-alcoolique 

Par  analogie a v e c l a  technique de fract ionnement  des mucopolysaccharides em- 
ploy6e par MEYER el al. t~,l°, on pouvai t  tenter  de s@arer les nmcoprot6ines urinaires 
en se fondant  sur la diff6rence de solubilit6 de leurs sels de calcium. Le produit  P 
6tait extrait  ainsi par l 'dthanol ~'t 50 '~, dans un tampon acdtate M:I5 ,  de pH 4-5, 
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contenant une concentration molaire 0.015 M d’un se1 de calcium, chlorure ou acetate. 
L’extraction Ctait effect&e en trois fois, avec agitation mecanique, a 4’, par un 
volume total de x ml, pour une quantite IO x mg de P. L’insoluble, pratiquement 
inactif etait elimine, la solution surnageante Ctait amenee B une concentration 
alcoolique de 80 O(,: on retrouvait dans le precipiti: obtenu l’essentiel de I’activite 
initiale, ainsi qu’en temoignent les exemples rassembles dans le Tableau I. 

TABLEAU I 

~:XTRACTION HYDRO-.GCOOLIQUE DE LA GONADOTROPIiVE CHORIALE EN PIthENCE DE CALCIUM 

27,000 I,000 

23,000 785 
24,000 826 

760 
14,000 '>I95 
11,500 33,800 
8,500 60,000 

9.500 4,000 

22 963 963.000 722 
27 700 549.500 380 
20 1,200 991,000 360 

310 
12.5 960 I,I47>OOO 625 
19 550 18,600,000 20,400 

57 I35 8,100,OOO jZ.000 

24.5 350 I,71 j,OOO 2,966 

124 90,000 106 

312 
749 53,640 392 
i3 16,430 180 

I45 90,625 430 
IO0 2,040,000 7,980 

LO 1,040.000 5.760 
37 109,700 1,320 

S,425 .54j,OOO 

1,670 ~21,000 

2,2jO 882,000 

2,400 432.000 
2,250 967,000 
1,820 I4,5'3,OOO 
I.200 6,9ro,ooo 
1,120 1,452,ooo 

La lecture de ce Tableau montre que l’activite de I’hormone brute P est d’autant 
plus ClevCe que l’on part dune urine plus riche. Cependant, apres cette extraction 
hydro-alcoolique, l’activite specifique des produits obtenus ne varie que dans des 
limites assez restreintes, quelque soient la quantite et la richesse des urines utilisees. 

A ce stade de la preparation, le rendement est voisin de 80 yO. 

Prtcifitation au $Hi 

Cette extraction hvdro-alcoolique etait completee par une precipitation selective 
de l’hormone a son pHi. 

Le produit hormonal provenant du stade precedent etait dissous, a une concen- 
tration de 1.5 00, dans une solution d’acide acktique ajustee pH 3. Un precipite, 
obtenu en amenant la solution & une concentration de 60 “/‘, en ethanol, contenait 
l’activite gonadotrope; la purification etait d’environ 50 y/,. 

AdsorPtion SW kaolin 

Le kaolin est frequemment utilise pour l’extraction des gonadotropines par 
adsorption a partir de l’urine normale. Son emploi dans la purification de la gonado- 
tropine choriale, Q un stade relativement avance de la preparation, n’a jamais et@ 
signale. L’hormone etait adsorbee a pH 4.5 et elude par une solution ammoniacale 
de pH 11.5 : I ml d’une suspension de kaolin a 20 “/ pouvait adsorber 10,000 UI. 
Le titre des precipites acetoniques obtenus a partir de cet Cluat ammoniacal neu- 
tralise, dirpassait dans la plupart de nos preparations, 3,500 UI/mg. La purification 
Ctait de IOO y<), avec un rendement toujours superieur & 90 96. 

Le Tableau II donne quelques exemples de la purification obtenue par adsorption 
sur kaolin a partir du produit precipiti: au point isoelectrique. 

B&him. Biophys. .-l&a. .+L (1g60) ,jo5-51 L 
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TABLEAU II 
A D S O R P T I O N  S U R  K A O L I N  I )U  P R O D U I T  PRI~3CIPIT~ A U  plli D E  L'HORMON/o2 

Produit adsorbd Produit /lui 

Poids (rag) Ul/mg ~ 'I  (total) Poids (rag) I rl/mg UI (total) 

154 2 ,920  45O,OOO 79 5 , 2 o o  4 1 o , o o o  
2 ,4oo  1 ,9oo  4 , 5 6 o , o o o  ~, 13 ° 3 ,65  ° 4,125,OOO 
3 , 5 0 0  I ,$4O ~L44O,OOO 1,73 o 3 ,45 ° .5 ,070,000 

8oo  1,2()o l , o o 8 , o o o  275 3 , 5 2 0  9 6 8 , 0 0 0  
2oo  2 ,580  5 1 6 , 0 0 0  122 4 , 0 o 0  4 8 8 , o o o  

Chromatographic sur Ddcalso 

Les hormones 61u6es du kaolin avaient des activit6s tr~s voisines, 3,500 k 4,000 
UI/mg cependant, l'61ectrophor~'se libre montrait qu'elles 6talent encore trbs impures 
(Fig. Ia). 

Une chromatographie d'adsorption sur colonne de D6calso devait permettre de 
doubler cette activit6. Le D6calso est un silicate synth6tique de sodium et d'alu- 
minium. Tamis6 entre So et IOO mesh, il avait subi pr6alablement un cycle comportant 
un traitement par la sonde normale, un lavage k l'eau, un traitement par l'acide 
ac6tique 0.25 N, un nouveau lavage ~ l'eau. Le D6calso dtait alors mis en colonne 
et lay6 par le tampon utilis6 au cours de l'adsorption, jusqu'k ce que le pH de l'effluent 
soit identique k celui du tampon. Une 6tude syst6matique avait permis de d6terminer 
le pH et le tampon les plus favorables ~ la purification et au rendement de l'op6ration : 
c'6tait le tampon ac6tate 0.05 M de pH 5.4. 

La capacit6 d'adsorption du D6calso est 6videmment fonction du degr6 de puret6 
de l'hormone utilis6e. Dans l ccas  pr6sent, l 'hormone titrant 3,000 k 4,000 UI/mg, 
la capacit6 du Ddcalso est d'environ 12,5oo UI/g: ainsi, 8o g de D6calso dtaient 
suffisants pour traiter I,OOO,OOO d'Unit6s, soient 250 k 300 ing du produit hormonal 
61u6 du kaolin. Cette quantit6 correspondait ~ des colonnes de 20 ".~ 3 cm. La section 
importante des colonnes utilis6es, 7 cm2 permettait nn 6coulement plus rapide : toutes 
les chromatographies furent termin6es en 8 11, adsorption et 61ution comprises. Le 
contact entre le D6calso et l 'hormone dolt 6tre bref, afin d'6viter des d6naturations 
ou des adsorptions irr6versibles. 

La concentration en prot6ine des fractions collect6es k la sortie de la colonne 
6tait suivie par un dosage spectrophotomdtrique "k 278 m~. D~'s que l'absorption dans 
l'u.v, redevenait nulle, l'61ution 6tait commencde: la fraction active devait 6tre d6- 
plac6e k un pH sup6rieur au pH d'adsorption. Pour r6aliser cette 61ution clans un 
faible volume sans monter h un pH trop alcalin nuisible h l'hormone, il 6tait n6cessaire 
d'utiliser une solution k force ionique 61evde, qui neutralisait rapidement le D6calso. 
Apr6s divers essais, une 61ution rapide et quantitative fut obtenue par une concen- 
tration d'ac6tate d'ammonium de io % dans l'6thanol k 40 %; l'6thanol permettait 
de diminuer les quantit6s de prot6ines inactives 61udes avec l'hormone. 

La Fig. 2 est le sch6ma d'uue chromatographic d'adsorption sur D6calso. Elle 
nous montre qu'une faible proportion des prot6ines n'6tait pas adsorb6e et que la 
purification 6tait surtout obtenue par 61ution fractionn6e, un pourcentage important 
de protdines inactives n'6tant 61n6 que par des solutions tr6s alcalines. 

Cette opdration permettait d'obtenir, par pff~cipitation alcooliqne des fractions 
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Schdma de la prdparat ion de la Gonadat ropine  Choriale Humaine .  

I 
R d s i d u :  I , O 8  5 mg 

27 1 d 'ur ine t i t ran t  23,000 UI/l i tre (t)21,ooo UI) 
I 

Adsorbat  benzo~que: 195 ° nag (72.5 nlg/l) 

i 
I Ext rac t ion  par  le t a m p o n  acdtate pH 4-5, M/I5 

Ext ra i t  prdcipitd par  ,5 volumes d'acdtone 
P -- 785 nag 700 Ui /mg,  549,000 UI 

28 rag/l, t9,6oo U[/1 

Ext rac t ion  par  6thanol g .5 ° °.' o dans 
t a m p o n  ac6tate pH 4..5 + CaC1, o.ol 5 3I  

Rdsidu: 390 mg 
- I 

Ext ra i t  prdcipit6 par  5 volumes d'6thanol 
312 mg 1,67o Ul/mg,  52i,ooo l ; I  

11. 5 nlg/1, 19,2oo l;I/1 

Repris  ~ p H  3 
Pr0cipit6 par  60 o{, d 'dthanol 

F 
_ _ m  

Surnageant  prdcipit6 
85 °/0 d '6thanol 

85 mg 

- I 
Pr6cipitd ~ 60 °/o d '6thanol 
200 mg 2,580 UI /mg,  516,ooo UI 

7.4 nlg/l, 19,ioo UI/1 

Adsorption sur kaolin 

. . . . . . . . . . . . . . . .  I 
Surnageant  du kaolin Eluat  kaolin pr6cipit6 par  5 volumes d'ac6tone 

122 mg 4,ooo UI /mg,  488,ooo UI 
I 4.5 mg/l, 18,ooo tTI/1 

Adsorpt ion sur D6calso 

I 
Effluent Eluat  par  acdtate d ' ammoniun l  ~ lO % dans 6thanol 

.~ 4o o~ _ prdcipit6 par  5 volumes d 'dthanol 
69 mg 7,8oo UI /mg,  538,ooo UI  

2.5 mg/1, 19,5oo UI/1 

a b c 

Fig. I. Electrophor~ses libres de prepara t ions  hormonales  correspondant  "X diffdrents stades de 
puret6, pH 8.6, 7,2o0 sec, 9.2 V/cm, /, = o.l .  a, 3,800 Ui /mg;  b, 7,000 UI /mg ;  c, 12,ooo UI /mg.  

Biochim. Biophvs. :lcla,, 42 (196o) 5o5-5T2 



5 I O  R. GOT, R. BOURRILLON 

61u6es, une hormone t i trant  7,ooo ~ 8,000 UI/mg. Le rendement 6tait proche de 
l'unit6. 

Gr~ce ~ des proc6d6s originaux par leur utilisation prdsente, la m6thode de 
pr6paration (schfmatis6e dans le diagramme ci-contre) aboutissait k une hormone 
d'un titre (9,2oo > 7,5oo > 5,7oo, P o.o5) sup6rieur au titre des hormones les 
plus actives pr6par6es jusqu'alors. Cependant, cette hormone n'dtait pas encore 
homog~,ne k l'61ectrophor~se (Fig. Ib). 

0.50 LsO 

0.25 ~~ 
Tampon CH CC)ONH~ 

0 5 10 I 20 Numeros des fraction5 de I0 ml 
Fig .  2. C h r o m a t o g r a p h i e  su r  D 6 c a l s o  d ' u n e  p r 6 p a r a t i o n  t i t r a n t  3,800 U I / m g .  - -  

o p t i q u e  ~ 278 m / , ;  . . . . . . . . .  , r e n d e m e n t  en  % de  i ' a c t i v i t 6  i n i t i a l e .  

.> 75 

i 

1 

, d ens i t~  

Obtention de l'hormone pure 

Deux proc6d6s ont permis d'obtenir la purification n6cessaire. 
Chromatographie sur Dowex 2: La technique utilis6e est celle pr6conis6e par 

BOMAN ET W E S T L U N D  11, pour la s@aration de divers enzymes. Apr~s traiternent par 
l'acide chlorhydrique normal, la r6sine 6tait tamponn6e par un tampon "Tris" de 
pH 7.3 (volt r6f. I2), et raise en colonne; une colonne de 20 ~< 2 cm suftisait pour 
un million d'Unit6s (4 ° g de r6sine). L'hormone, dissoute dans le tampon "Tris" 
0.04 M, n'6tait pas adsorb~e et se retrouvait directement dans 1'effluent; seules les 
impuret6s inactives qui la contaminaient encore, s 'adsorbaient sur la r6sine et pou- 
vaient 6tre 61u6es par des tampons de molarit6s plus 61ev6es. Le pr6cipit6 alcoolique 
obtenu ~ part ir  de cet effluent, t i trait  II,OOO k 12,ooo UI/mg. Le rendement de cette 
chromatographie 6tait de 9 ° To environ. 

Electrophor~se de zone sur colonne d'amidon : L'appareillage et la technique utilis4s 
ont ~t6 d6crits pr~c6demmentla, 14. Les 61ectrophor~ses 6taient effectu~es ~ pH 8.6 
en tampon v6ronal sodique de force ionique 0.05, k 4 °, sons une tension de 400 V, 
avec un courant de IO k I2 mA, durant 45 a 48 h. La concentration en prot6ine 
des fractions 61u6es des segments d'amidon, 6tait dos6e par la m6thode de LOWRY 
et al. 15. 

Cette technique n'6tait applicable qu'5. des produits poss6dant une activitY. 
sp6cifique sup6rieure ~ 3,500 UI/mg, dans lesquelles la frontibre hormonale 6tait bien 

Biochim. Biophys. Acla, 42 (196o) 505 -512 
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d6finie. En effet, dans des pr6parations moins pures, l 'activit6 se r6partissait sur une 
zone trop 6tal6e au cours de l'61ectrophor~se. 

La Fig. 3 repr6sente la courbe de concentration prot6ique en fonction du nombre 
des segments d'amidon, apr~s une 6]ectrophorase effectu6e sur un prodnit t i t rant  
3,800 UI/mg. Les segments 12 ~ 19 correspondent aux impuret6s inactives, encore 
pr6sentes en majorit6 dans un tel produit; ]'activit6 hormonale se trouve concentr6e 
sur un seul pic, le plus lent (la mobilit(~ 61ectrophor6tique de l 'hormone est faible 

0.6 

0.4 

0.2 

o 

Fig. 3. Elec t rophor~se  de zone sur  a m i d o n  d ' u n e  
p r6para t ion  t i t r a n t  3,800 U I / m g .  

tj 0.4 ~o. 

0.3 
'U.I. 

(X2 2(3,0OO 

i 10,OOO O1 

' ~ J  - - *  + S~gme°~ 
lb 20 30 1() 20 30 Se( ments 

Fig. 4. Elec t rophor~se  de zone sur  a m i d o n  d ' u n e  
p r6para t ion  t i t r a n t  7,000 UI /mg .  • - - • ,  
concen t r a t i on  en prot6ine;  × - - - × ,  ac t iv i t6  

biologique.  

pH 8.6: - -2 .5"  IO-5) : le pr6cipit6 obtenu ~ part ir  des fractions 7 k i i ,  pesait 7 ° mg 
et t i trait  lO,8OO UI/mg, pour 200 mg de la substance initiale. 

Dans une hormone t i trant  7,000 UI/mg, on ne trouve plus que 3 ° ~ 35 % d'im- 
puretes; sur la Fig. 4 sont trac6es les courbes de concentration en prot6ine et d'activit6 
biologique des fractions 61ectrophor6tiques: la courbe d'activit6 coincide avec ]epic  
le plus lent et le plus important.  Le pr~cipit6 obtenu & partir  des fractions 9 "~ 12 
titrait  11,2oo UI/mg, alors que pour les fractions 15 & 26, le pr6cipitb 6tait totalement 
inaetif. 

Les hormones obtenues par ces deux proc6d6s de purification 6talent homogbnes 
l'{,lectrophor6se (Fig. IC). 

DISCUSSION 

La m6thode de pr~paration d6crite permet d 'obtenir  ~ partir  de l'urine de femme 
enceinte, avec un rendement final de l 'ordre de 7 ° %, une hormone dont l 'activit6 
spfcifique se situe entre IO,OOO et 12,ooo UI /mg (8,700 < 11,5oo < 14,5oo, P = o.o5), 
activit6 largement sup6rieure ~ celle des produits les plus puts d6j& d6crits dans la 
litt~rature? En effet, ]a seule gonadotropine choriale qui soit caract6ris6e sur le plan 
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physico-chimique, a dt6 pr@arde par GURIN et al.", mais son activitY, exprim6e en 
"unit4s animales" ne d@assait pas 6,ooo m.e.d., et son t'stimation en Unit6.s Inter- 
nationales est d61icate. 

Plus rdcemment, CLAESSON el al. a avaient pr@ar6 une hormone plus active, 
titrant 6,000 "a 8,000 UI/mg mais ils d6claraient extraire 20 mg de cette hormone 
par litre d'urine, soient 12o,ooo g 15o,ooo UI. Or, LORAINE 1~ a montr~ que le maximum 
d'excr~tion de la gonadotropine dans l'urine de femme enceinte est d'environ 50,000 
UI/24 h. Ce chiffre a d'ailleurs 6t6 v~rifi~ au cours de ce travail. Les chiffres avanc~s 
par CLAESSON semblent donc trop dlev6s. 

L'utilisation du Dowex 2 pour la purifcation des gonadotropines n'avait jamais 
6t6 envisag6. L'int6r~t de cette m~thode rdside surtout dans le fair que ce sont les 
impuret6s inactives qui s'adsorbent sur la rdsine, alors que l'hormone elle-m¢~me se 
retrouve directement dans l'effluent. Cependant, cette technique n'avait toute son 
efficacit~ que si elle dtait appliqu~e ~ des substances dejs. purifi~es. 

Enfin, RAACKE, LI ET LOSTROH 17 avaicnt d6js. soumis l'hormone choriale "t 
l'dlectrophor~se de zone sur amidon; reals, leur 6tude avait un but analytique. 
Cependant, le r61e de cette technique est essentiellement prdparatif: ainsi, elle a 
permis d'obtenir une hormone pure identique 5. celle obtenue par les chromatographies 
sur adsorbants. L'homog6n6itd de. cette hormone, montr~.e par dleetrophor6se, a 6t6 
confirm6e par les principaux critbres de puret6 des prot6ines a. 

L'obtention d'une gonadotropine choriale humaine titrant 12,ooo UI/mg a (~t6 
r6alisd par une nouvelle mdthode de pr@aration. L'hormone est extraite de l'urine 
de femme enceinte par une adsorption sur acide benzoique, suivie d'une extraction 
aqueuse ~ pH 4.5- Le produit brut ainsi obtenu subit alors une extraction hydro- 
alcoolique, par l'6thanol 5. 50 %, en presence de calcium, et l 'hormone est pr6.cipit6e 
"t son pHi. Une adsorption sur kaolin, suivie d'une chromatographic d'adsorption 
sur D6calso, permet d'obtenir une substance titrant 7,ooo UI/mg. Une d~rniare puri- 
fication par chromatographic sur Dowex 2 ou par 61ectrophor6se de zone sur amidon 
conduit 5. la Gonadotropine titrant IO,OOO ~t 12,ooo UI/mg et r@ondant aux prin- 
cipaux crit~.res de puret6. 
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