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Lg presentg invencidn se refiere a un método pa-
ra eldglaniento de antitrombina a partir de sangre o pro-
ductos sangumwos, por adsorcién sobre una matriz de gel
que contlene hidrato de carbono sulfatado.

La coagulacidn de la sangre es un proceso com-
plicado en el que estéan implicados cierto nimero de compo=
nentes. La formscién de un codgulo puede ser inducida por
un numero de estimulos diferente:, siendo el mis frecuente
el dafio mecénico de uno o verios vasoa sanguineos. La ini-
cimcidfn de la coagulacidén tiene lugar entonces parcialmen—
te por activacidn por contacto de ciertos factores de la
sangre, y parcislmente por asctivedores de los tejidos que
escapan del sitio dafiado. Le agregacién de codgulos sangui-
neos, que tiene lugar simulténeamente, afecta también a
la iniciacidn. Se inicia uns cadena de reacciones que fi-
nelmente da como resultado la formacidén de un codgulo en
el sitio defiado. Una de las Wltimes y mds importantes eta-
pes en la formacidn de un codgulo de fibrina es la accidn
de lg trombina, una enzima formeda en el proceso de coagu-
lacidn, sobre f£ibrinbgeno, con el que dos pequefiag fraccio-
nes peptidicas del fibrindgeno son disociadas, producien~
do un fibrinbgeno modificado, que despubs se aglutina ré-
pidamente en un reticulo, un codgulo.

Para regular la tendencia de le sangre a coagu-

larse e impedir que une coasgulacién locel se extienda y
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cause wna coagulacién intravascular total, hey varias sus—
tancias presentes en la sangre que ejercen un efecto inhi-
bidor sobre la cosgulacibn. Una de las méds importantes es
la sntitrombina, une proteina que reacciona con la trombi-
na y la desgetiva. De egbe modo, la trombina desactivada
ye no puede abacar sl fibrindgeno, y es inhibidae la forma-
cidn de codgulos.

Se hen observado niveles de antitrombing redu-
cidos patoldégicamente en cierto némero de condiciones, com-

binados con un mayor riesgo de trombogis, por ejemplo des~-

pués de una operacién de cirugia mayor. Hay razones para

suponer que la terapia con antltrombine puede hacerse va-
liosa en el tratamiento de estos casos. Se han encontrado
tembién niveles reducidos de antitrombina en relacidn con
el ugo de ciertas drogas esteroides.

Hasta shora, la antitrombina ha sido aislada sb-
lo en cantidades en trezas, y por conglguiente es relati-
vamente poco conocida. Los nétodos adoptados haste ahora
han sido muy complicados y han dado rendimientos muy bejos,
de 1~2 por ciento. ELl método que se describe més adelante
permite la extraccibén de antltrombina en rendimientos de
més del 90 por ciento.

En relacién con los experimentos de la invencién
para aisler factores de coagulacidén a partir del plasma

sanguineo por adsorcidn sobre geles que contienen hidrato
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de carbono sulfatado, se encontrd inesperadamente que se
unen factores especificos de coagulacibén s los geles en
cuestion. Le separacibén adicional del material por filtrg~
cibén con gel permite el aislamiento de un componente con
el peso molecular de aproximsdamente 65.000, con una inhi-
bicidn fuertemente pronuncieda de la coagulacién. Los es~-
tudios de esta proteina con téenicas fisico~-quimicas ¢ in-
munolégicas muegtran su identidad con la antitrombina TII
anteriormente descrita. L experimentos con elucién por
gradientes del gel de la columna muestran que puede obte-
nerge directamente antitrombina geparads adecuadamente de
?otras proteinas en ¢l material de partida. Para obtener
Agrandes cantidades de antitrombine he demostrade ser afde-
cuado adsorberla de la fraceibén IV de Cohn (método 6) por
adicidn de gel a una disolucidn de esta fraécién. Después
de la adsorcidn, el gel puede separarse por filtraéién,
lavarse y eluirse. Después de lg filtracidn con gel del
eluato sobre Sephadex® G150 (Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Suecia) se obtiene unaz sntitrombina completamen—
te pura. Son ejemplos de geles adecuados pars ser usszdos
como adsorbentes: 1) sulfato de dextrano reticulado, 2)
gsulfato de dextrano reticulado-sgaross, 3) heparine reti-
culadse, 4) heparina reticulada-agarosa, y 5) sulfato de
condroitina reticulado-agarosa., Los geles reficulados sim-

ples 1) y 3) son preparados por adicidn de bromuro de cia-
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nbgeno a una disolucién del polisacdrido. Ajustando el pH

e aprocimsdemente 11 se efectlian enlaces reticulares entre
lag moléculas y la formacidn del gel. Los geles mixbtos 2),
4) y 5) son obtenidos afiadiendo el polisacérido sulfatado
a un gel de agarosa (Sephadax&a4ﬁ, Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala,Suecia), seguido de lg adicidn de bromuro de cie-
nbgeno a pH 1l. Estos tipos de geles son mis féciles de
manejar y producen mayores caudales que los geles unifor-
mes. V

Los ejemplos siguientes sirven para ilusgirar la

inveneidn

Bjemplo 1

A una disolucién de 100 wl de sulfato de dextra-
no (20 mg/ml) se afiadieron 5 g de BrCN. El pH fué aumento-
do después a 11 con NaOH 5M durante % min., y la mezcla
ge dejbé reposar durante la noche bajo agitacibn. Se formd
una pasta de gel granular blanco. Da pagta fué introduci-
da como relleno en una pequefia columna de 5 mm de didmetro
x 8 cmn y fué equilibrede con tampén de TRIS 0,02 M, citra-
t0 0,01 M y C1lNa 0,15 M, de pH 8,5. Se hiceron pasar 2 ml
de plasma normal a través de la columa, Después del paso
e través de la columa, el plasma habia perdido su coagu~
labilidad. Da columna fuéd lavada primero con el tampén ori-
gingl y despuéds eluida aumentendo escalonadamente la con-

centracidn de sal hasta ser 1M en GlNa. ELl eluato contenia
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material que después de una didlisis frente a tampén de
fosfato prolongaba el tiempo de coagulacibén del plasms nor—
mal, despubs de su recaelcificacidén, de 3 min. a 45 min.

Bl andlisis inmunolégico demuestrs la presencis de antitrom=—
bina y algunas lipoproteinas en el eluato.

E jemplo 2 o 7

Adsorcién a partir de plasma con gel de sulfato
de dextrano reticulado-agarosa, Elucidn por gradiente.

El sulfato de dextrano fué preparado mezclando
una disolucién de 30 ml de sulfato de dextrano (15 mg/ml),
50 ml de agarosa polimerizada en perla al 4 poricienté,

y 1 g de BrCN, a pH 1l. La mezcle se dejé permenecer duran-
te % min, con agitecién, y el pH fué mantenido por adicién
continua de NeOH. Después se detuvo la adicidén de &leali

y el pH descendid a 8,5 en 5 min. Le agitecién fué conti-
nuads 2 temperatura smblente dursnte la noche y el gel fué
lgvedo después. Se rellené una columne con el sulfato de
dextranc-agarosa asi obtenido. En la operacidén de adsorcidn
ge hiceron pasar a ftravés de la colums 3 ml de plasme nor-
mal mezclado 1:1 con el tampdén (TRIS 0,02 M, .citrato 0,01
M, Cl¥e 0,15 M, pH 8,5). Despgés’dei paso a través de la
columna, el eluato fué concentrado s un volumen de 3 ml

y sometido a ensayo para determinar su capacidad de coagu-
lacién, Durente el paso a través de la columna, el plasma

hab{a perdido su capacided para cosgular, y estaba despro-
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visto de, entre otros, los factores de comgulacién VIIT
vy IX. Bl material adsorbido fué desorbido con TRIS 0,02
iUy citrato 0,01 M, pH 7,3, en un gradiente de sal a par-
tir de C1Na 0,15 M. EL eluato correspondis a aproximade=
mente 2 por ciento del mataeial de partida, y constaba pfinu
cipalmente de dos componentes, une fraccidn de lipoproteins
de un tipo pre-beta, y antitrombina III. Da identificacidn
fué efectuada por técnicas inmunoldgicas y fisico-quimicas.
Ejemplo 3

Adsoreidn a partir de plasma con gel de sulfato
de dextrano reticulado-agarosa. Elucién escalonada., Filtra=-
cidén con gel,

La adsorcibn gobre gel de sulfato de dextrano—a-
garosa se efectud de la misma maners que en el Ejemplo 2.
La desorcién se realizé en una etapa con TRIS 0,02 M, ci-
trato de Na 0,01 M, C1Na 1 M, de pH 7,3)o El producto de
desorcidn fué concentrado y sometido a filtracién por gel
sobre Sephadexga G150 en tampdn fisioldgico de fosfato. Se
obtuve entitrombina pura en una fraccidén bien separads de la
fraccién de lipoproteina.
Ejemplo 4

Adsorcidn a partir de plasma con gel de hepari-
na reticulada~agarossa.

‘La heparine-agerosa fué preparada como se ha des=-

erito en el Ejemplo 2 para el sulfato de dextrano-agarosa.
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En lugar del sulfato de dextrano se ugaron 30 ml de una
digolucién de heparina (5000 UI/ml). Bl gel fué introduci-
do como relleno en una columna y el experimento fuéd efec-
tuado como se ha indicado en el Ejemplo 2. Los resultados
obtenidos fueron simileres a log dados -en el Bjemplo 2.
Ejemplo 5 ]

Adsorcidn, sobre gel de sulfato de dextranc-age-
rosa, de materisl proteinico del plasma de la fraccidn IV
de Cohn (método 6). Elucidn escalonada. Filtracidn con gel.

Usando métodos inmunoldgicos puede mostrarse que
hay presente antitrombina en la fraccidén IV de Cohn (méto-
do 6). 135 g de una pasta de la fracéién IV fueron disuel-
tos en 4 1 de tampén de adsoroidn, y se afladieron 500 ml
de gel de sulfato de dextrano-agarosa. La mezcla fué agite~-
da lentamente durante 1 hora con enfrismiento al mismo tiem~
po, y después se decentd la disolucidén y se lavd el gel
con tampén de adsorcidn. Bl gel fué introducido como re-—
lleno en une columna cambisdora de iones, ¥ elufdo aumeﬁp
%endo le concentracién de C1Na del tampén de TRIS de pH
T42 de wn modo escalonado (0,5 M, 1 M, 1,5 M). Bl eluato,
que contenia lipoproteina y entitrombina fué concentrado
por ultrafiltracibn, y purificado posteriormente por £il-
tracién con gel sobre Sephadex®G150= La identificacién
¥ los controles de pureza fueron efectuados por técnicas

inmunolégicas y fisico=-quimicas.
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Ejemplo 6

Mezclando 250 mg de sulfato de condroitina VI,
40 ml de agarosa polimerizada en perla ol 4 por ciento,
y 1 g de BxCN o pH 11, se preperd gel de sulfato de con-
droitinae-agarosa. Da mezcla se dejb reposar a pH 11 duren
e 7 min. ¥1 pH fie wamenido por adicién continua de diso-
lucidn de NaOH. S6lo se necesité une cantidad muy peque-
fla de &leali, y al cabo de % min. el pH fué cuidadosamen~
te reducido a 8,5 por adicidn de dcido acético. Lz agita~
cibn a pH 8,5 fuéd continuada a temperatura ambiente duran-
te la noche, después de lo cual el gel fué lavado. Se re-
llend una columns con el materisl de gel y, bajo las mig-
mag condiclones descritas anteriormente, se hicieron pa-
gser o través de le columna 3 ml de plasms normal dilufdo
1:1, despuds de lo cual pudo eluirse antitrombina del
gel por elucidn con el mismo tempén de elucidn que en el
E jemplo 1.

La presente solicitud, que corresponde g la pre-
pentada en Suecia, el 8 de Septiembre de 1.971, bajo el
Ne 11350/1971 se acoge & los beneficios del Articulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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DICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nuevs, que sge
presentan para que seen objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Esgpafia, por VEINTE safios, son los sigulen~
tes:

1. Un método de aisler entitrombina a partir
de materisl animal, que comprende user un hidragto de car-
bono sulfatado como ggunie-de adsorcidn.:

2. Un método segin le reivindicacidén enterior,
que comprende unir un hidrato de carbono sulf;tado a una
matriz, o hacerlo ademds insoluble.

3. Un método segin uns de las reivindiceciones
anteriores, que comprende usar un polisacérido sglfatado
como sgente de adsorcidn.

4. Un método segin una de las reivindicaciones,
anteriores, que comprende usar polisacéridos sulfatados
roticulados con bromuro de ciandgeno, tales como sulfato
de dextremo, dextrano-sgarosa 6 heparins-agarosa, como
agentes de adsorcién.

5. Un método de aislar entitrombina a partir
de materlal aenimal, )

Tal y como se he descrito en la Memoria gque ane

tecede y con los fines que se hen especificado.
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Egta Memorlas congta de once hojas escritas a

méquine por una sola carae

Madrid, 30 AGU 1972

P.A.

Alberio Lizabure

Por Poders

21.8.72
MSG
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