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Esta invencidén se refiere a un proceso para preparar factor
lactogénico de las glandulas pituitarias del cerdo, mds particular-
mente a un proceso en el cual dicho factor lactogénico se aplica a
y se eluye del intercambiador anidmio dietilaminoetil celulosa.

La cromatografia con dietilaminoetil celulosa del factor
lactogénico de gldndulas pituitarias del cerdo da un pico principal
de elucidén de forma casi simétrica. Sin embargo, el factor lactogé-
nico en tal pico prineipsal de elusién manifiests microheterogeneicidad
en gel electroforesis, En una base de gel acrilamida, Peacock et al,
Science L4T: 1451 (1965), todos los materiales se desplazan hacia el
anodo separdndose en una cantidad de bandas de protefnas (cinco o mds).
Se observan vaygias bandas muy pequenas ademds de tres bandas prominen-
tes. La Banda prominente No.l comprende un componente principal gene-
ralmente asociado con una pequena cantidad de una proteina ligeramente
més mévil, formando un doblete; la segunda banda prominente es un do-
blete de alta concentracién de un componente precedida por una concen-
tracidn un tanto menor de un componente ligeramente mds mévil; la banda
prominente No.3 no se ha resuelto en mgs de un componente, ILas tres
bandas prominentes estdn numeradas desde el punto de origen, siendo
la No.3 la de mayor movilidad., Siempre que el material prepasrado por
el procedimiento de dietilaminoetil celulosa
se somete a recromatografia, no se obtiene posterior resolucidn; las li-
neas ascendentes y descendentes del pico simétrico del elufdo muestran

el mismo trazado de protelnas en gel electroforesis,
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Se ha encontrado ahora que una técnica modificada de apliecar
el factor lactogénico a la dietilaminoetil celulosa da por resultado 1la
separacidén de los varios componentes anteriormente mencionados, puesto
que ellos cambian en concentracidn de una manera gradual en el elufdo
a partir de la dietilaminoetil celulosa. Ia téenica exacta de elusidn
puede variar, segin lo que sea mds satisfactorio para un determinado
material de partide y los resultados deseados. Esencialmente, el factor
lactogénico se aplica a la dietilaminoetil celulosa en una cantidad sufi-
ciente para saturar la dietilaminoetil celulosa antes de que comience
la elucidn. Generalmente, uno puede cerciorarse de que el factor lacto-
génico aplicado para saturar la dietilaminoetil celulosa es suficiente
por el aspecto de la protefna y por la absorbancia aumentada a 280 mu en
el elufdo, tan pronto se ha recogido el volumen mdximo necesario de la
cantidad en cuestidn de dietilaminoetil celulosa.

En el caso de una dietilaminoetil celulosa que tiene 0.9 = 0.1
miliequivalentes por Gm. (Selectacel) ¥y cargada en una columna a 9 lbs.
de presidn, se aplica suficiente factor lactogénico para porporcionar una
relacién de 1 Gm a aproximadamente de 20 ml. & aproximadamente TO ml. de
volumen de lecho, preferentemente 1 Gm. a aproximadamente 23 ml. En el
caso de Sephadex A-50 es satisfactorio dejar asentar por gravedad (aproxi-
madamente 2.8 miliequivalentes por Gm.), Aplicando 1la cantidad.suficieﬁfé
anteriormente mencionada de factor lactogénico a ls dietilaminoetil celu-
losa da por resultado las condiciones siguientes. En lugar de simple elu-
eidn cromatogrdfica, en donde la fuerza idnica de eluyente preferentemente

eluye ciertos componentes, segun sean su pKe y otros factores, la cromato-
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grafis de desplazamiento tembién tiene lugar a continuacidn, en donde
los componentes que tienen mayor afinidad con la dietilaminoetil celu-
losa desplazan aquellos de menor afinidad, en una palabra, empujdndolos
mds hacia abajo de la columna. Es esta combinacién de los principios
de elucidn la que conduce & una mayor selectividad y resolucidén croma-
togrdfica, como podrd apreciarse aqui mds adelante.

La zona de pH del eluyente varia de aproximadamente 8 a aproxi-
madamente 10 y la fuerza idnica varia de aproximadamente 0.0l p & aproxi-
madamente 0.5 p. El tris buffer, tris (hidroximetil )aminometano, ajusta-
do con gcido, o el amortiguador bicarbonato-carbonato pueden utilizarse,
preferentemente el amortiguador dcido tris-clorhidrico de pH de aproxima-
damente 8.2. Generalmente, un pH por debajo de aproximadamente 8.0 debe
evitarse debido a la absorbilidad disminuida del factor lactogénico y los
valores pH mayores deben evitarse debido a una posible inactivacidn del
factor lactogénico proteiniforme.

Como se usa en la presente, dietilaminoetil celulosa significa
dietilaminoetil celulosa (capacidad de aproximadamente 0.9 miliequiva-
lentes por Gm.) o un equivalente tal como un dextran gel de ligaduras
cruzadas conteniendo grupos dietileminoetilo(Sephadex A-50, capacidéd aproxi-
mada de 2.8 miliequivalentes por gramo. Pharmacia Fine Chemlcals, Inc. ).

Como es conocido por aquellos expertos en la materia, el factor
lactogénico puede obtenerse de gléndulas hipdfisis porcinas frescas, de
gléndulas hipdfisis de porcino desecadas por acetona y gldndulas hipdfi-
sis de porcino secadas por congelacidn. Ia extraccidn de tales gldndulas

hipéfisis con agua acidificada, dcido acético glacial, dcido acético al
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40% en metanol, o solvente similar da extractos impuros. Otros mate-
riales bioldgicamente activos en los extractos, por ejemplo, la hormona
adrenocorticotrdpica, pueden separarse por absorcidn de los mismos en
polvo de oxicelulosa, por ejemplo a partir de solucidn de dcido acético
dilufdo. Luego el pH de la solucidn de gcido acético diluido es aumen-
tado hasta aproximadamente 10.5, disminuido hasta pH de aproximadamente
T con hidrdéxido de sodio y cualquier material soluble se filtra o centri-
fuga para suministrer una solucidn del factor lactogénico. Un material
l;qtogénico seco puede prepasrarse convenientemente a partir del filtrado
dé”gcido acético después de separar la hormona adrenocorticotrdpica sobre
oxicelulosa ajustando el pH dentro de la zona de T a 8, por filtracidn de
esta stlucidén y separacidn de cualguier material insoluble y precipita-
cidn dél factor lactogénico del filtrado limpido agregando suficiente
cantidad de etanol para llevar a una continuacidn de aproximadamente
42,5%., El1 precipitado se dializa a 4°C. y se liofiliza para dar un polvo
soluble. Alternativamente, una solucidn acuosa de pH 8 del precipitado
alcohdlico puede precipitarse iso-eléctricamente a pH de aproximadamente
4,95, y el precipitado puede dializarse a 4°c. y liofilizarse para dar
un factor lactogénico de partids para solucidn en el tris buffer. Aun
puede obtenerse otra preparacidén de material de partida adecuado precipi-
tando directamente una prolactina activa a pH 4.95 a partir de una solu-
cidn de dcido acético 0.1 N de la misma pars obtener un precipitado iso-
eléctrico, que se redisuelve a pH aprox. 8 y se reprecipita isoeléctricamente
a pH 4.95.Luego el precipitado se dializa a 1°¢ y se liofiliza. De la

misma manera es adecuada para solucidn en el tris buffer una fraccidn de
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factor lactogénico retardada obtenida por pasaje a través de Sephadex
G-T5. Como es conocido por aguellos expertos en la materia, el factor -
lactogénico de porcino es til para mentener le lactacidn en conejos y
ratas que se usan con fines de procreacidn y para aumentar la capacidad
de empollar de las gallinas.

Ios ejemplos siguientes exponen como realizar el proceso de la
invencidn y el mejor modo proyectado para 1levar a cabo la invencién,
pero no deben interpretarse como una limitacidn de la misma.

Ejemplo 1

Se obtuvieron cincuenta y cinco Gms. de factor lactogénico im-
puro a partir del precipitado alcohdlico de decido ascético 0.1 N de la
preparacidén de hormona adrenocorticotrépica, precipitando dos veces iso-
eléctricamente a pH 4.95 de una solucién de pH 8. Ios 55 Gms. se disol-
vieron en 550 ml. de tris buffer, 0.0l W. La solucidn se aplicd a una
columns de dietilaminoetil celulosa de 48 mm. x 72 em. La técnica de elu-
cidn es como se describe a continuacidn. Se recogleron volumenes de tubo

de aproximadamente 18 ml.

Elucidn
B Vol. (ml.) Intercambio (Tubo No.)
0.01 3500 --
0.0l —> 0,05%¥ 1300 cada uno 140
0.5 —> 0, 1¥* 500 cada uno 278 ¥
0.1 2khoo 314
0.5 4100 g
1.0 4400 1101

N/10 NaOH 5300
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Se realizaron cortes como se indica mds abajo, la prolactina pre-

3

TE2086

¥ En el tubo 31k los 375 ml. restantes de este gradiente
se descartaron y la elucidn comenzd con amortiguador

cipité por ajuste de pH a 4.95, luego se dializd y liofilizd.

Fraccion

130.1
130.2
130.3
130. 4
130.5
130.6
130.7
130.7Ta
130.8
130.9
130.10
130.11
130.12
130.13
130.1k
130.15

130.16

¥Ensayo duplicado de 3 niveles.

Tubos

398 - 560
561-588
589-615
616-670
6TL-69Mk
695-T80
T81-965
966-999
1000-1018
1019-1065
1066-1193
119h-1225
1226-1394
1395-1496
1549-1603
160L4-1715

Peso {Gm.

22.2
1.0
0.7
1.0
0.3
0.8
1.k
5.5
0.3
0.5
0.6
0.08
0.4
0.4
2.k
1.6

Actividad (U/mg.)

13.6%
11.0
10.0
18.0
11.0
k.0
13.0
11.0
5.0
k.o
7.0
7.0
7.0
6.0

1.0

3.0

Los otros son ensayos de nivel
simple y solamente utiles para una actividad general relativa. Asi
hasta la fraccidn 8 la actividad es probadamente alta; mds alld de
8 la actividad es probablemente muy baja.
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los gel electroferogramas demostraron que la fraccidn 130.2
ere uns prolactina porcina equivalente a aquella aislada en los picos
principales de elucidn de mi cromatograffa anterior. Las fracciones
.3 a .7 (aproximadamente 5 Gms,) fueron aproximadsmente idénticas entre
sf pero diferentes de la fracecidn .2 por haber sido casi eliminadas de
1a banda No. 1 y por tener mgs bien una banda prominente justo antes de
la banda No.3. Las fracciones 8 y siguientes dieron trazados muy indefi-
nidos por gél electroferogramas, y probeblemente representaban material

desnaturalizado.

Egemplo 2

Ia columna usada en Ejemplo 1 fué regenerada. La carga fué
52 Gms. de factor lactogénico impuro, obtenido a partir de procedimien-
tos para aislacién de ACTH (filtrado de dcido acético 0.0L N) por clari-
ficasecidn a pH 8 y precipitacidn isoeléctrica directa a pH 4,95, siendo el
precipitado isoeléctrico dializado a 4°c y liofilizado. Cincuenta y dos
Gms. de este material liofilizado se disolvid en 550 ml1  de tris buffer
(0.01 w). En este caso el trazado de elucidén cambid a un gradiente des-
continuo. Sin embargo, el volumen recolectado por tubo fué aproximadamen-

te 18 ml. como anteriormente. E1 trazado de elucidn fué como sigue:

H Vol, (ml.) Canbio Tubo

0.01 3600 95
0.05 9700 516
0.1 7800 957
0.5 6360 1313
1.0 3040 1485

N/10 NaCH 5600
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de recoleccidn, se recogieron 1650 ml. de efluyente como unica frac-
cién. Todas las protefnas se recolectaron por precipitacidn a pH k.95,
Se disminuyd el pH del sobrenadante hasta pH 3.5 y se 1llevd a 4% con
NaCl. Esto precipita material adicional y no deja prolactina en solu-
cidn. los precipitados a pH 4.95 son designados como P, el precipitado

adicional & pH 3.5 con sal es SP.

Fraccidn
133.1
133.2
133.3
133.4
133.5
133.6
133.7
133.8
133.9
133.10
133.11
133.12
133.13
1331k
133.15
133.16
133,17

» 325906

En el tubo 131, debido a un mal funcionamiento del aparato

Tubos
132-1T5
176-282
283-k1T
418-495
496-601
602-T45
T46-855
856-880
881-929
930-948
949-1046

1047-1108
1109-1210
1211-1390
1663-1686
1687-1720
1721-1787

P gGm.z

9.05
2.7

1.5

0.83
9.0

2.1

0.h1
0.29
0.18
0.37
T.53
0.38
0.24
0.61
0.94
0.35

SP §Gm.2

0.08
0.33
0.43
0.12
0.24
0.34
0.65

0.15

0.16
0.24

0.13
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Ios electroferogramas demostraron que la fraceidén 2P com-
prendfa principalmente el compuesto menos mévil de banda No.l, con algo
del componente mds mévil de banda No.l, y menores cantidades de banda
No.2, segunda banda prominente. ILa fraccidn .2SP fug gimilar, pero pre-
dominaba el componente mds mévil de la banda prominente No.l Ia frac-
cidén .3P fu€ aproximadamente una mezcla a partés iguales de las bandas
No. 1Ly No.2 las fracciones .4P y .5P predominaban en la banda No.2.

Ia fraccidén .6P predominaba en el doblete No.2 y banda 3. La fraccidn

.T tenia una cantidad sustancisl de banda No.,3 pero predominaba una banda
adicional mds mévil, Las fracciones .8 y .9 fueron principalmente dos
bandas de una naturaleza mf£s mévil que los Nos. 1, 2 y 3. Las fracciones
.12P y .12SP no son prolactinas.

Ejemplo 3

Se disolvid 1.75 Gm. de fraccidn 130.2 de Ejemplo 1 en un total
de 30 ml. de tris buffer de 0.0l p ajustando el pH a 9.5 con hidrdéxido de
gsodio 1 N y reajustando hasta pH 8.2 con dcido clorhfdrico 1 N. Se obtu-
vo una solucidn lfmpida por centrifugacidén. Ia solucidén se aplicd a una
columna de dietilaminoetil celulosa (11 mm. x 40 cm.) que habia sido pre-
viamente equilibrada con tris buffer, pH 8.2 y 0.0l . La carga se 1llevd
a cabo a una presidn de 9 libras. Se recolectaron volumenes en tubo de
aproximadamente 5 ml. a una velocidad de flujo de aproximaedamente 50 ml.
por hora. El procedimiento de elucidn con tris buffer de diferentes

fuerzas idnicas fué€ como sigue:



M Vol. gml.z Cambio Tubo
0:01 1050 200
0.01—> 0,3% 500 cada una 389
0.03 1050 580

5 0.03 —0.05% 400 ceda una T25
0.05 800 125
0.05—>0.1% 200 cada una 9L9

Tris + UM NaCl 320
*Gradientes lineales
10 Se realizaron cortes de elufdos que luego se dializaron en tube-
rfas de celofan a L°C ¥y se secaron por congelacidn. Se examind uns

muestra de cada material secado por congelacidn en acrilamida gel al 5%.
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Seta separecidn fué siailor o scuella en Zjemvlo 2,
s £ -~ . e 4 ] e P,y T 4
con excenclion de cue ge aulled 1L,7TY TFm. iel focolor Loctonc-

nizo on vrez 4l a una columna perTecianente levi:ii Ccon Ured.
La columna era de 11 mm. vor 40 om. y se lavd a 42C0. 2l tra

—

Zjemplo 3, con excen-—

. . ’ . ' .
cion de cue en la urea 4Ii se auwmento 1o elucidn proteinica
con un elurente 0.01 ;. Los gel clectroferogromes mostraron

Kl

~ 4 2 . -
une cseveracidn similar a acuella ean Ejemslo 3.
7 C .2 A e

-

Ta presente vatente de adicidn, coumprende les

gi~vientes reivindicaciones:

1l.- ¥Mejoras en la vatente princinal n? 311,%¢7,

-

zoncedida oor: Procedimientc para la prevaracién de uns vro
tefinn de ~14ndules de hiondfisis de cerdo, caracterizadas por
que yara preparar Tactor lactogdnico de sldndulas de hipd-
fisis de peorecino, en donde se aplica unsa solucidn acucsa de
dicho factor a un elufdo de dietilsminoetil celuloca, (1)

se anlica a la dietilaminostil celulesa una cantidad sufi-~
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ciente de factor lactogénico de =ldndula de hindfisis de
porcino para saturar la dietilaminoetil celulosa, y (2)
eluye dicho factor de la dietilamincetil celulosa con un
buffer tri-dcido acuoso o amortiguador carbonato-bicarbo-
nato ocue tiene un pH de desde avproximadamente 8§ a aproximada
mente 10 v una fuerza idnica de aproximadamente 0.0l u a apro

ximadamente 0.5 a.

2e= Mejoras en la patente principal n® 311.597,
concedida vor: Procedimiento vara 1a prenaracidén de una pro

teina de gldndula de hipvdfisis de cardo.

Segin se describe y reivindica en la presente me—

moria descriptiva, la cual consfa quince hojrns foliadas

y escritas a mdquina por una sola de sus caras.

Madrigd, a

~ JENE. 1967,

RLOS RO



	Bibliographic data
	Description
	Claims



