31=3=75

Po"' 510999
Hoe 71/B 016 K

—E 3 /
Elrt Cl2 N7 &L elh—
e
MEFORTA DESCRIPTI =7 35" 572

para soliciter PATENTE DE INVENCION por VEINTIE afios

a nombre de BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT

entidad alemana

con domicilio en MARBURG/LAHN, Repdblica Federal Alemana.

por: "PRCCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE UNA NUEVA
/G l—GLICOPROTEINA ESPECIFICA PARA EL ENBARAZO"

(Clase Internacional C12K)



10

15

20

25

406976

Hasta ahora no se sabia que en la placenta ¥ eh
1z orina de embarazadas exisite una/gluglicoproteina espe=
cifica para el embarazo. Desde lucgo, ya se ha detectado
inmunoldgicanmente wne proteins en el margen‘/g del sucro
de embarazadas, pero todavia no ge ha descrito ningun PTOe
codiniento para el aislawiento de 4sta.

Objeto del invento es un procedimiento para el
aislaniento de la”/?uglicoproteina especifica para el em-
barazo (expresado de modo abreviado SPl), que estd carac—
derizado porque la /gluglicoproteina especi{fica para el
embarazo es alslada de la placenta asi como de la sangre
u orina de embarazadas mediante fraccionamienio de acuer-
do con métodos usuales. Otro objeto mds del invento es la
/Ql-glicoproteina especifica para el embarazo que estd
caracterizada por

una velocided de desplazamiento elecirofordtico
en el gel de mgar dentro del margen de las /Ganglobulinas,

une constante de sedimentacidn de 4,6 S 4 0,55

un peso moleculayr de aproximadsmente 100.000 +
15.000

un coeficiente de extincidn Ei P oop = 11,0 £ 0,5
(278 mp tampdn de fosfato 1/15 molar pH 7,0)

un contenido de carbohidratos de 26,5-29,6%, de¢
los cuales son 10,0 = 11,0 % de hexosas, 9,5 - 10,5 & de
hexosamina, 0,5 = 0,6 % de fucosa y 6,5 = T,5% de deido

neurdnico.
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La,/glnglicoProteina especifica para el embara

z0 preparada de ascuerdo con el invento sirve para la ob-
teneidn de antisuneros. Con éstos, 2 su vez, mediante mé-
todos inmunoldégicos (ensayo de inhibicidn de la hemagluti
nacidn, reaccidn de fijacién de complemento, ensayo de ra
dio~immunizacidn, aglutinante de ldtex) puede detectarse
un embarazo. La deteccién se puede efectuar con suero o
con orina de las embarazades. Una determinacidn cuantita-
tive de SPy, por ejemplo con la inmunodifusién radial,
puede ser imporiante para efectuar una vigilancia del em-
barazo.

Para la preparacién de la /gl-glicoproteina € 5w
pecifica para el ombarazo se someten placentas desmenuza
das a extraccidén con una solucidn salina poco concentra-
da y las proteinas suscepitibles de ser precipitadas con
lactato de diaminoetoxiascridina son separadas con un va-
lor de pH de aproximadamente 8,0, La SPl gue queda en la
porcién sobrenadante es precipitada conjuntemente con
gomua-globulinas mediante sulfato de amonio. Para la sepa
racién de la SPl desde la cantidad principal de la gemma-
globuline, el precipitado disuelto de nuevo en agua pura,
convenientemente despuds de un bratamiento previo por
didlisis frente a una solucidn tampdén, es sometido a ad-
sorcidn en dietilaminoetil (DEAE)-celulosa y es eluido
de nuevo desde ésta. Como agente eluyente se ha acreditado

14-9.72° "3"‘
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una solucién tempén 0,02-molar de tris—oximetileminometilo
¥y decido clorhidrico de valor de pH 6,5, que ademds pueds
contener aproximademente 0,85% de cloruro de sodio y una
pequefia cantidad, por ejemplo 0,05 %, de azida de sodio.
Le precipitacidn del eluato con sulfato de amonio propor-
ciona la SP1 en forma concentrada o enriquecida, gue puede
ser purificada adicionalmente por filtracién en gel, por
¢jemplo mediante Sephadex™ G-150.

Para la purificacién adicional es apropiada la
electrofordsis preparative en zonas con poli{cloruro de
vinilo) como soporte en una solucidén tempdn apropiada,
por ejemplo bicarbonato de amonio al 0,075%. Despuds de
la separacién electroforética la zona del soporte que con
tlene SPl es recortada, eluida con bicarbonato de amonio
¥y liofilizada. Otros procedimientos epropiados de purifi-
cacidn en alto gredo son uns cromatografia sobre DEAE-
Sephadex con subsiguiente elucién con un gradiente de clo
ruro de sodio, y un fraccionamiento con alcohol, preferi-
blemente con etanocl. La/f?l-glicoproteina especifioce para
el embarazo es aislada de menere similar a partir de san-
gre o de orina de embarazadas

Ejemplo l. Alslamiento desde placentas,

150 kg de placentas intensamente congeladas son
desmenuzados y somgtidos & extraccidn con 150 litros de
una solucién acuosa al 0,5% de cloruro de sodio. EL extrac

1409.720 Y
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to es ajustado a pH 8 con hidrdxido de sodio 2 N y es mez
¢lado con 50 litros de una solucidn acuosa al 3% de lacta
to de diaminoetoxiacridina (RivanolQD ). Después de un tiem
po de espers de 1 hora, la porcién sobrenadante, que cone-
tiene la SPl juntawente con gamma=globulina, es retirada
con sifén, es mezclada ccr 5% de cloruro de sodio sélido
(11 kg) pare la separacidénm del Rivanol gue todavia queda

en disoluecidn, es filtrado y mezclado con 26,5 %, referido
al pesc del liquido, de sulfato de amonio sélido, y es bien
agitado a fondo. Después de 1 hora el precipitado es sepa
rado por filtracidn, )

500 g del precipitado recogido sobre el filtro
son disueltos en 500 ml de agua destilada y son dializados
frente & una solucién tampén 0,01 molar de tris-(oximetil)-
~aninometenoc (abreviado en lo que sigue con la expresién
ttrigh) - 4eido clorhfdrico de valor de pH 7,0, que con-
tiene 0,05 % de azida de sodio. La solucidén dializada es
centrifugada y la porcidén sobrenadente es completada hasta
2000 ml con la misma solucidn tempdn, es ajustada a pH 8,0
con solucién 0,1 N de hidréxido de sodio y es agitada du-~
rante une hora con 250 g de DBAE~ celulosa himeda.

Iuego lz DEAE-celulosa es separada de la solu-
c¢idn mediante filtracidn, es lavada dos veces cada vez con
1 litro de tempdén 0,01 molar de +ris y 4eido clorhidri-
co de valor de pH 8,0, y después de ello es sluidae tres

l4‘c90720 ""5‘“
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veces cada vez on 500 ml de tampdn 0,02 molar de "Hrig-"
écido clorhidrico, pH 6,5, que contiene 0,85% de cloruro
de sodio y 0,05 % de acida de sodic. A los eluatos reuni=
dos se afinde 30% de sulfafo de amonio, refsrido al peso
del liguido, y se agita el conjumto . Bl precipitado, que
contiens la SP1, os disuvelto en 300 ml de agua destilada
¥ es sometido a filtracidn en gel mediante Sephadex G-150
con ubilizacidn de tampdn 0,1 molar de "tris y dcido clor—
hidrico de pH 8,0, que contiene 1,0 moles de cloruro de
sodio por litro (columna de 100 : 20 om).

A continuacidn los eluatos son ensayados con an-—
tisuero especifico de SP1, las fracciones que contienen
SP1 son recogidos y a partir de ellas se precipitan las
proteinas nuevemente, tal como se describe anteriormente,
oon 30% de sulfato de amonio sélido,

Se logra una purificacidn adicional mediante
electroferesis preparativa on zonas con poli(cloruro de
vinilo) (PCV) como soporte. En calided de tempdn se whili
za una solucidn 0,075 molar de bicarbonato de amonio
H 8,0). Despuds de la separacidén por electroforédsis se
recorta la zongs Q que contiene SP1, se eluye con el taome
pon de bicarbonato de amonio y se liofilizan los eluatos.

Ia sustancia seca es disuelta en tampdn 0,01
molar de "tris® y dcido clorhidrico de pH 7,0, que contie~

ne 0,2% de cloruro de sodio, os cromatografiada sobre

26010072 - 6 oo
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DEAE-Sephadex (columna de 5 x 20 cm) y es eluida con un gra

diente lineal de 0,2 hasta 2,0% de cloruro de sodio en tam
pén 0,01 molar de "tris" y dcido clorhldrico, de pH 7,0.
Sigue a continuacidn una precipitacidn con 40% de etanol

a -59C, Después de separar por centrifugacidn el precipita
do, la poreién sobrenadante es dializada frente a agua deg
tilade hasgta quedar libre de sal y es liofilizada. Grado
de pureza 90-95%. Este preparado puede encontrar utiliza-
cién pare la preparacidn de antisueros.

Ejemplo 2: Aislamiento desde sangre.

5 1litros de suero de embarazadas gon diluidos con
agua destilada en la proporecidn 1l:l y a partir de ésto se
precipita la cantided princlpal de las proteinas del plas
ma mediente 2,5 litros de Rivanol al 3% a pH 8,0, La por-
cidn sobrenadante obitenida por centrifugacién es mezclada
con 5% de cloruro de sodio para la eliminacién del Rivanol.
El precipitado que resulta de este modo es separado por cen
trifugacidn, la porcién sobrenadente es separada del sedi
mento y mezclada con 30% de sulfato de amonio sélido. En
el precipitado estdn contenidas la gamma globulina y la

/éhfglieOProteina egpecifica para el embarazo. EL precipi-

tado es disuelto en tampdén 0,01 molar de "tris" y deido
clorhidrido de pH 7,0, es dializado frente a tampén 0,01
molar de "fris" y dcido clorhidrico de pH 7,0, y a conti-

nuacidén es purificado con DEAE~celulosa. El tratamiento

' 14.9.72. e
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con DEAE-celulosa se lleva a cabo en tampén 0,01 molar
de “tris" y decido clorhfdrico de pH 8,0.

La elucidn desde DEAE~celulosa, la filtra-
cién en gel con Sephadex, la electroforesis preparati-
va en gzonas, la purificacidén sobre DEAE-Sephadex, asi
como la precipitacidén con alcohol se realizan tal como
se describe en el Ejemplo 1.

Bsta solicitud, gque corresponde a las pre-
sentadas en la Repdblica Federal Alemana, el 29 de Sep-
tiembre de 1.971, N& P 21 48 587.0, y el 20 de Noviembre
de 1,971, N2 P 21 57 610.3, se acoge a los beneficios

del art? 51 del vigente BEstatuto sobre Propiedad Induse-

trial,

~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidén propia y nueva
que se presentan para gue sean objeto de esta solici-

tud de Patente de Invencién en Espaila, por VEINTE afios,

-8 -



;ﬁ}};{n'iﬁg{{?

405076

son los que se recogen en las reivindicaciones siguien-
tes:
18,- Procedimiento para el aislamiento de
una nueva/B 1-glicOproteina especifica para el embarazo,
5 caracterizado porgue de un extracto obtenido a partir de
placentas con ayuda de una golucidn salina o de sangre
u orina de ambarazadas se separan las protefnas precipi-~
tables con lactato de diaminoetoxiacridina, a continua~
cibén se precipita, en particular por medio de sulfato de
10 amonio, 1a /3 l-glicoproteina especi{fica para el embarazo
que queda en la porcién sobrenadante junto con gammaglo-
bulina y se separa de esta Ultima la 1-g1i00proﬁeina
por cromatografis y/o electroforesis.
28,~ Procedimiento para el aislamiento
15 de una nuevizalfglicoproteina egpecifica para el embara-
Z0e
Tal y como se ha descito en la Memoria
que antecede y para los fines que se han especificado.
Egta lMemoria consta de nueve hojas escri~

20 tas a mdquina por una sola cara.

Madrid, -1 EBR, 1975

P.A,
'/// Alberto d:’: i-;- s v
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