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Esta invencion se refiere a un procedimien
to para el aislamiento de orgoteina.

Ia orgoteina define una familia de congéneres
de proteins que poseen una combinacion caracteristica
de propiedades fisicas, gquimicas y farmacolégicas. Co-
da uno de estos congéneres se caracteriza fisicamente
poer ser la forma aislada, sustancialmente pura, de una
proteina globular, soluble en fampén y en ague que.tie—
ne une conformacicn native altamente compacta, 1a cual,
aunque inestable al calor, es estable al calentamiento
durante varios minutos & 6520 en sgua o en una solucion
tampon que contengs une sal.de wn metal divalents que
tenga un radio ionico de 0,60 a 1,00 & y que en la elec;
troforesis en estado de gel & pH 8,45 en tampon de trig
glicina 0,01 M da un espectro caracteristico de bandgs
miltiples. Quimicamente, eada uno de los congénarea:éé'
caracteriza por contener todos o todos menos uno de“Iés
sminodeidos esenciales, un pequeflo porcentaje de hidras
tos de carbono, proporcicn nule 'de.lfpidos, de O,fng:'
1,0% de contenido de metales proporcionado por apréi&#
madamente 3 a 5 dtomos gramo por mol de uno o mas 16tE-
les divalentes en formae de quelmto que tienen un radie
iénieo de 0,60 & 1,00 8, y wna proporcidn sustencialmenw
te nula de metales monovalentes en forme de quelato o

venenos celulares en 1a wmolécula. Farmacodindmicamente,

16.12.72 -2 -
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cada uno de los congéneres se caracteriza peor ser una

proteina inyectable, no tdxica e inmunoldgicamente bien
tolerada, cuys activided farmacologica incluye una ac-
tividad anti-inflamatoria que, al igual que su confor-

5 mecidn compacta, estd relacionada con su contenido en
metales divalentes en forma de quelato. La afinidad in-
munolégica de un congénere de orgateina es suficienfe
para permitir que sus anticuerpos preparades en el co=
nejo o en otro animel asdecuado reconozcan come antigeno

10 @ uno o mds de otros congéneres de orgoteina y/o para
que une ¢ mas de los anticuerpos para otres congdneres
de orgoteina lo recenezcan come antigeno, como se evi-
dencia en la inﬁunoelactroforesiS»en,estado de gel y/o
inmunodifusion en estado de gel. Aungue algunas de las

15 pfopiedadea fisicas y quimicas y el tipe y grado de efi-
cacia farmscodindmica de la ergoteina verian de congéﬁe—
re a congénere, todos los congéneres de orgoteina poségn
le combinacidén de propiedades arriba indicada. .

Sobre la base de datos bibliogrdficos recien

20 tes, es evidente actualmente que la familia orgoteinics
de las metaloproteinas incluye las proteinas aisladas
previemente en diversos estades de pureza a las que se
han dade los nombres de hepatooupreina, Menn y Keilin,
Proc. Royal. Sec. for Biel. Sci., 126, 303 (1939); ce-

25 rebrocupre{na, Porter y Ainsworth, J. Neurochem., 1,

1501.2:72 ’ bl 3 -
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260 (195?); eritrocupreina, Markewits y otros, J.

Biol. Chem., 234, 40 (1959); y citocupreins, Carrico y
Deutsch, J. Biol. Chem., 244, 608% (1969)+ Para otres
referénciés, veéanse Mohamed y Greenberg, J. Gen.
Rhysiol. ;Z, 433 (1954); Porter y Folch, Arch. Neurel.
Psychiat. 77, 8 (1957); Porter y Ainsworth; J. Neurochem.,
2y 91.(1959); Krimmel y otros, J. Biol. Chem., 234, 46
(1859); WYmén, Biochem. Biophys. Acta, 45, 387 (1960);
Schields y otros, J. Clin. Inv., 40, 2007 (1961); Nerko
witz y otres, Anal. Chem., ;;, 1594 (1961); Porter y
otros, Arch. Biochem. Biopho, 105, 319 (1964); Stansell
y Deutsch, Jo Biol. Chem., 240, 4299.(1965); ibid, 240,
4306 (1965); Stensell y Deutsch, Clin. Chem. Acta, 14,
598 (1966); McCord y Pridovich, J. Biol;'chem;, 243,
5753 (1968); MeCerd y Fridovich, J. Biol. Chem., 243,
6056 (1968); Hartz y Deutsch, J. Biel. Chem., 244, 4565
(1969); Carrico y Deutsch, ibid, 245, 723 (1970); Weod

y etres, Eur. J. Biochem. 18 (1971) 187. Con estas ob=-
gervaciones, se ha hecho actualmente evidente que la fa~
milia de congéneres de la orgoteina incluye estas metalo-
proteinas; como la orgoteins posee una actividad pronum-
ciada como. superdxido~dismutasae, se ha establecido tam=
bién su relacidn con la forma de esbte enzima en los ma~
wiferos. Se ha informado que éstas mnetalo=-protefnas po~

seen una actividad muy elevada como superéxido-dismuta—

-4 -
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sas (sodasas). Véaﬁse YeCord y Fridovich, JerBiOlc Chen. ,

>gﬁi, 6049 (1969§§ ﬁEGies McCord y Fridovieoh; J. Biol.

Chem., 245, 6176 (1970); ibid, 246, 2875 (1971).

. En la Patente de Beélgice 687.828 y en la Pa-
tente Britdnica 1.160.151 se desoribe un procedimiento
de etape miltiple para el sislamiento de proteinas &
partir de tejidos animales, p.ej., del higado de bovie
nos. | |

En la Patente de los EE.UU. 3.687.927 se des-
cribe un procedimiente mejorado para el sislamiento de
orgote{na a partir del higado y otros tejidos animales,
que elimina varias etapas y aumenta sustancialmente el
rendimiento,

En la Patente de los EE.UU. 3.579.495, se rei-
vindica un procedimiento pare el aislemiento de orgotei-
na a partir de gldbulos rojos de la sangre por un pro-
cedimiento de etapa miltiple que incluye une pre-purifi-
cacion con disolvente parm separar la hemoglobing y una
stapa de calentamiento, en un rendimiento global de apro-
ximadamente 0,01%, calculade sobre los globules rojos
coumpactados,

En algunas de las referencias bibliograficas
citadas arriba, se utilize una etapas de purificacidn cro-
matografice con DEAE-celulosa como parte de un procedi-
miento de etape miltiple para el aislamientc de la orgo=~

tefna a partir del higado de buey y otros tejidos anima

16.12.72 . “ 5=
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" les. En une de estos procedimientos, de Carrice y otros;

T.B.Co, 244, 6067-6093 (1969), la mezcla de proteimas
sdlébles.extra{das se somete a tres purificaciones cro-
matograficas, seguidas, en todes los casos, por didlisis
vy luego per una filtracidn en estado; de gel son Sephadex
G~75. Este procedimiento, si bien es aéeptable en escala
de lebhoratoris, no es préciico en una escala industrial.
Ademds, el rendimiento global fue sdlo de 0,0065%.

En otra de las referencias de bibliografia arrl
ba citadas, se utilizd una etapa de purificacidn croma-

tografica con DEAE~celulosa como parte de un precedimien

_to de etapas multiple pars aislar la orgoteina a partir

% de los globulos rojos de la sangre. En el més sencille

15

25

16.12.72

de estes procedimientos, los globulos.rojos de la sangre
se liberaron de hemoglobina per precipitacion cen disol-
vente y luego se fracciond con KzHPO4,y.acetona. Un& por-—
eion de lés-proteinaé selubles fraccienadés se cromato=-
grafiéra_pH!7;4ylproduciéndose, 8 partir.de 3 litros de
glébulos compactados 190 mg de orgoteina que tenfe una
actividad como supercxido-dismutasa de 3.300 unidades/
mg (rendimiento Zlobal, 0,006%; 60% de. recuperacién de

la ergoteina). Esfe.procedimiento, =i bien es aceptable

en escala de laboratorio, ne es factible en escala indus-~

trial. Por ejemplo, para producir 1 kilegramo de orgo-

tefna se requerirfan mda de 7.500 litros de cloroformo,

-6 -
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4,500 litros de etanel, 7.000 kg de KéHPO4 ¥ 5.000
litros de acetena, si el procedimiento hubiera de lle-
varse & esgesla mayor sin cambios.

En una etapa del procedimiento de esta inven
cidn, se eliminan proteinas extrafias a partir de una
mezcla de proteinas que coaprende orgoteina por un tra-
tamiento enzimdtico sencillo de la mezela. Los fragmen—
tos de proteina resultantes se pueden eliminar fdcilmen-
te de la solucion de orgoteina por didlisis.

En otra etapa del precedimiento de esta inven-
cién, la hemoglobina y la anhidrass carbénica se elimi-
nan de los glébules rojos de la sangre antes del aisla-
miente de las orgoteinas a partir de aquélles por un
tratamiento al calor de los gldbulos rojos de la sangre
para obtener una solucion que retiene la orgoteina pero
que estd sustancialmente exenta de hemoglobina y de an-
hidresa carbdnica. Una tal sclucién se puede someter a
cromatografia empleando una columna cromatografica mu-
cho mads pequefia Que la que se requiere cuwando se utili-
zen globlilos rojos de la sangre destruidos por una lisi-
ne. Bsto es particularmente cierto si la solucidn de par-
tida se coﬁcentra antes de la cromatografis, lo cual no
buéde hacerse ficilmente con los gldobulos rojos de la
gangre destruides por une lisina. Ademds, debido a que

menos del uno por ciento de las proteinas que se hacen

16.12.72 -7 -
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pasar e través de la columna crometogrifice cuende se
emplean globules rojos necesita ser sometido a cromato
grafia en la presente realizacion de esta invencidn con

objete de aislar la misma cantidad de orgoteina, la vi-

"da Gtil en la columna de la resina cromatografica emplea-

da es mucho mayor, los caudales son mejores y la seleo-
tividad de la resina es mayor, requiriendo as{ una elu-
cidn regulade con menor exactitud. El precedimiente tie-
ne la ventaja evidenté sobre el de la Patente de los
EE.UU. 3.579.495 de que ia anhidrasa carbonica y la he-
moglobinﬁ de leos glcobules rojos de le sangre, los cua-
les constituyen aproximadamente el 99% de las proteinas
de los mismes,‘se-sepéran simulténesmente sin el eumplee
de disolvente orgénico.

Se ha descubisrto que, por-la etaps cromatogra-
fica éel.ﬁrecédimienﬁo de esta invencion, el diselvente
utilizado para separar la hemoglobina, el KZHPO4 utili-
zedo para seéparar la anhidrasa carbénica, y el disolven-

te utilizado para precipitar la orgoteina se pueden eli-

minar, haciendo el procedimiento extremadamente précti-

ce en emscale industrial.

En ls etapa orematogréfica de esta invencidn,
se puede aisler orgoteina sustencialmente pura con alto
rendimiento & partir de glébulos rojos de la sangre .des~

truides por une lisina en una etapa de purificacién Crow-

16.12.72 . -8 -
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matografica sencills sin necesidad de uns purificacidn
previa o posterior con disolvente organico o con sal.
Ia bage de esta invencidn lo constituye el hecho de que,
auﬁque.la:nemoglcbina constituye a2l menos el 96% de las
proteinas solubles en los globulos rojos de la sangre,
ymgljfo% o mas del restc de las proteinas estd consti~
t9199,§9r la anhidrasa carbonica, ambas se pueden sepa-
rar en la uisma etepa en la que se aisla la orgoteina
en_foymg.sustanoialmente pura, La simplicidad y la eco-
ngmig @alrpresente preesdimienté son tales que.los CO B
tes glebales de produccion y de uateriales son aproxima-
damente la décima parte de -los coétep minimos que eran
posibles hasta ahora en escala industrial. Igualmente
sorprendente es el hecho de que estes enormés cantida-
des de proteina indeseada no se fijen al adsorbente de
columna empleado en este procedimiento, lo cual permite
su.fdcil regeneracion y reutilizacion.

Por el procedimiento de purifiocacicn cronato
gréfica de esta invencidn, se puede ebtener orgoteina
de:pureze farmacéuticameﬁte aceptable en una sola etapa
de purificacién cromatografica, 1o que hace que el pro-
cedimiento sea extremadamente practice en escals indus-
trial, - |

Ie simplicidad y economfa de todas y cada una

de las realizaciones del preseute procedimiente, son te

16.12572 - 9 -~
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les que los costes globales de produccién y de materia
les son aproximadamente la deécima parte de los costes
minimos que eran posibles hasta shora en escala indus-
trial,

La orgoteina se aisla a partir de une mezcla
de proteinas solubles por &l mence una de las etapas
de:

(I) someter una solucion acucse de una mezcle
de proteinés que comprende orgoteina & la actividad en-
zimética de un enzima proteolitico, degradando asi se-
lectivamente al menos una porcion de las proteinas ex-
trafiasg;

(II) calentar al menos le porcién de los gld-
bules rojos de la sangre integral & un pH comprendide
entre 5 y 8, con lo que precipite la hemoglobina y a
une temperatura de eproximadamente 60 a 802C, enfriar
la mezecle calentada, separar les proteinas precipitadas
de la mezcla calentada, y separar la orgoteina del 1{i-
quide que sobrenada; y

(III) aislar orgoteina sustencialmente pura
g partir de una fuente de la misma sometiendo ung mesi-
cla de orgoteina y otras proteinas solubles en tampén
2 une separacion cromatografica, eplicando la mezcla
de proteinas solubles en tampén en forma de uns solu-

« 7 . ° : .
cion acuosa que tiens una concentracion idnica menor de

« 10 =
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aproximadamente 0,01 Il & una columna cargada con una re
sina de intercambio de iom que tiene grupos débilmente
bésicos, adsorbiéndose de esta manera la orgoteina y
ung porcidén de las otras protefnas contenidas en la

5 mezela sobre la resina, eluyendo selectivamente las pro
teinas adsorbidas de la resina con wm eluyente acuoso
de concentracion idnicae mayer, y aislando la ergoteina
a partir del producto de elucidén, y caracterizadas poxr
el hecho de que:

10 . (a) 1a separacion cromatografice se lleva &
cabo & un éH de aproximadamente 6 y con una concentra-
cion idnica de hasta aproximadamente 0,01 M; !

(b)runa porcion de las proteinas adsorbidas
86 sluye dé la columna con un eiuyente acuesgo que tiene

15 un pH de aproximadamente 6 y una concentracion idnica

inferior a aproximadamente 0,02 M; y

(¢) se afsle de la columna orgoteina sustar-
clalmente pura como sigues

(1) cuando la mezcle de proteinas solubles

20 procede de tejidos animales, bor elucion.de otra pore
cidn de las proteinas adsorbidas de la columne con un
eluyente acuoso que tiene un pH de aproximadamentie 6 y
une concentracidn ionice mayor, comprendide entre apro
ximadamente 0,02 M y aproximadamente 0,03 M mientras

25 que se controla al menos una de las absorbancias A265

16012072 - 11 -
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y AZBO y ese mide &l menos uno de los contenidos en Cu
y Zn del producte de la elucién, y separendo de la por
cidn del producto de la elucién gque tiene una concen-
tracién idnica de eproximadamente 0,02 & 0,03 M la frac-
eién que contiene la orgoteins que tiene el contenide
méximo en meteles divelentes no idnices y la sbaerban-
cia minima Aoes o A?BO; ¢ bien

(ii) cuando la mezcla de proteinas solubles
procede de los giébules rojos de la sangre e incluye
1s hemoglobina y la anhidrasa carbénica,dé los mismos,
por lavade de la columng hasta dejarla exents de hemo-
globina y anhidrase carbénica antes de sluir de aquélla

la orgoteina.

L. TRATAMTENTO CON ENZIMAS PROTEOLITICAS

- v

Serprehdentemente, para todes les fines prée
ticos la ergoteinaﬁes sustancialmente inerte a la de-
gradacién producida por las enzimas proteoli{ticas. Debi,
de a este hecho, se puede emplear en el<proceéimientd,_
de esta invencion cualquier enzime proteolftica., Se in
cluyen exepeptidasas y endepeptidasas brutes ¢ purifi-~
cedas, y mezclas 'de las mismas qle incluyen leucina-ami
nopéptidasas ¥y etras aminopeptidasas, carboxipeptidasas
A y B, pepsina, tripsina, Ck-quimotripsina, quimotripsi

na B, aminopolipeptidasa, prolinasa, prolidasa, catepsi

-12 -
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nag, leucilpeptidasa, dipeptidasa, papaina, bromelina,
fioina, asclepaina, mexicefna, pomiferaina, plasmina,
tetrahymena-proteinasa, proteinasa de B. subtilis, pro
teinaéa de Ps. aeruginosa, proteinasa de Streptococcus,
proteinasa de Streptomyces griseus, p.eje., "Pronasa®,
ebc., o extractos de tejidos parcialmente pufificadoé,
peeJ., .pancreatina, o extractos de enzimas proteoliti -

cas de baze o de rifidn,

Se¢ prefieren la protelnasa de Streptonmyces
griseus, la pancreatina, la subtilisina, la papaina, y
la bromelina. De entre éstas, se prefiere especialmente
la pancreatina, gue es particularmente adecuada para
eliminer grandes cantidades de impurezas de naturalezsa
preteinica.iLas_proteinasas purificadas, p.eje., "Prona-

sa", son especialmente apropiadas para eliminar peque-

‘flas cantidades de proteinas residuales a partir de or-

goteina sustancialmente pura.

Como serd evidents, dado que las enziumas pvo
teoliticas son ellas mismas proteinas, el presente pro
cedimiento es inicialmente un "intercembio® de impurey-
288 proteinicasa Ne obstante, ias enzimas‘éon en general
auto~-degradantes y se pueden separar por consiguiente
fdeilmente de la orgeteina, p.ej., por didlisis, o bien
tienen propiedades de carga o tamafic que permiten su

féecil wseparacion. Ademés, la propercidn en peso de enw

16.12.72 «1l3 -
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zima empleado & proteinse degradadas protecliticamen—
te on la mezcla de proteinas es usualmente menor de
uno. Véase Chance, Advanc. Enzimol., 12, 153, 171,
(1951). Por tento, el efecto nete consiste en una
conversién sustencial o completa de las protefnas ex-
trafias procedentes de la mezcla de proteinas de parti-
da en fragéentos de peso molecular bajo en tanto que
se conserva sin alteracidn la orgoteina,

Un medio para evitar este "intercambie" de
impurezes prote{nicas consiste en embiear una.en;ima
insolubilizada, p.ej., pancreatina ¢ una proteinasa,
per acoplamiente con un soporte insoluble. Véase Emery,
A.N. y Kent, C.A., Birmingham Univ. Chem. Eng., 21,
71=76 (1970).

 El procedimiento de este inmvencidn puede em-
plear mezclas de protéinas golubles que contengan cual
quier propercion de orgoteina, con inclusidn de aqué—
llas que centienen menos de 5% y preferiblemente menos
de 1% de orgoteinm, p.ej., }a mezcla totel de protefnas
solubles extraida de una fuente de orgoteina, p.eje.,
glébulos rojos de la sangre o tejidos, p.ej., tejides
de higade, de miscules estriados, de rifidn, de miscules
de corazén,-de los pulmones y de los intestines; extrac
tos parcialmente purificados, p.ej., aquéllos que contie~

nan, p.ej., de 5 a 50% de orgoteina; y les que estdn

16.12.72 - 14 -
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congtituldos predominantemente, es degir, en wna pro-
porcién superior &l 50%, per orgeteina, con inelusidn
de orgoteina parcialmente purificade y orgoieina sustan
cialmente pura, p.ej., d4e 96% ¢ de pureza mayor. Asi,
el procedimiento de esta invencidon se puede emplear co
wo parte de un procedimiento para el aislamiento de or
goteina o para eliminar cantidades traze de impurezas
proteinicas a partir de orgeteina sustancialmente pura,
ye aislada. En un aspecto preferido, el procedimiento
de esta invencion ewplesa como material de partida la s0
lucion acuosa de proteinas solubles que comprende orgo-
teina extraida de una fuente de 1la misma, preferiblemen--
te de higado, y lo mds preferiblemente, de higado de
buey. En otro aspecto preferido, se uhiliza para aisiar
orgoteina a partir de una mezcla de proteinas enriqueci-
da en orgoteina, asto es8, para purificar orgote{na par
cialmente aislada a partir de un exbtracto de sangre »
de tejidos, peej., de higado o de eritrocitos, que se
he calentado para precipitar las proteinas termoldbi-
leso |

En un aspecto preferido de esta invencidn,
debideo a su eficiencia, se emplea .el tratamiento enzi-
matice para eliminar una mayor parte, preferiblemente
al menos 80% de las proteinas extraidas a partir de una

mezcla de proteinas que contenga selamente un porcenta

- 15 -
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je muy peguefio de orgoteina, es decir, menor del 5%,
Deej., aproximadamente de 0,01% & l1%. Ejemplos de ta-
les mezclas son las proteinas totales sclubles extraidas
de una fuente de orgoteina, p.ej., de los globulos ro=-
jos de la sangre, de los rifiones y preferiblemente del
higado, en especial del higado de buey.

Un aspecto econdmicamente importante de esta
invenecidn deriva del empleo mas efectivo de los procedi
mientos cromatogrdficos subsiguientes. Sin pre~fraccio-
namiento, s6lo se pueden separar por cromatografis apre-
ximadamente 4 equivalentes~gramo de proteinas solubles
de higado sobre 1 ml de DEAL-celulosa. Despues de pre~
digestién con proteasas, esta cantidad se puede aumen-
tar 5 ¢ 10 veces, como minime.

Para una descripeidn de los métodos de extrac
cion de una mezcla de proteinas solubles que comprende
orzoteina e partir de fuentes naturales de las mismas
y eislamiento de orgotefna sustancialmente pura a par-
tir de aquellas, veanse, p.sj., la Patente Britduics
1.160.151 y las Patentes de los EE.UU. 3.579.495 y
3.637.640.

En une realizacién especialmente preferida,
las proteinas solubles son aguéllas que quedan despude
de un tratamiento por el calor de la mezcla total de

proteinas solubles extraidas, p.ej., a 60-809C, por

16012a72 A 16 e
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ejemplo, come se describe en la Patente de los EE.UU,,
3.624.2517°¢ en la Patente de les EE.UU. 3.579.495,

' Ia mezola de partida de proteinas que com-
prende orgoteina se somete a la sceidn enzimdtice de la
encima proteolitics seleccionada en condiciones cusles-
quiera de pH, temperatura, tiempo y preporcidén de pro-
teinas a enzima que sean utiles para la enzima selec-
cienada. Estas condiciones sen bilen conocidaes en la
técnica. |

La mezcla de partida de proteinas se puede em~

‘plear en cualquier diselvente acuose en el gque la orgo

teine sea seluble y estable. Preferiblemente se emplea
un tampén, p.ej., de pH 1 a 13, preferiblemente de pH

4 a 10, poej., de pH 5 & 6 o aproximadamente de pH 7,5,
que oéntenga deseabiemente.una psguefia cantidad dé uno

0 més metales divalentes que tengan un radio iénice cou-

prendido entre 0,65 y 1,00 &, peejoy Coy Cu, Fe, Ge,rmg,
Niy, Zn, Mn ¢ Ca, y que tengén preferiblemente una con~

- eentracién idnica menor de 0,1 M.

La mezcle de proteinas que comprende orgotef-
na se pueae'emplegr en. cualquier. concentracidn conve-
niente en:el: diselvente acuoso seleccienado, p.8j.,
desée una concentracion tan baja como 0,01% hasta 10%

é éuperier. Ie solucién tiene preferiblemente una con-

centracidn idmica de 0,001 M & 0,1 M, la cual se puede

16.12.72 - 17 -
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proporcionar por medle de une sal; p.8j., NaCl, o de un
tampdn, p.ej., tris,tris-glicina-fosfato, y deseablemen
te contiens uno o més metales divalentes que tengan un
radio idnice de 0,6% & 1,00 &, p.ej., ¥n, Cu, Zn y/o
Mg. '

Le degredacion enzimética se lleva a cabo usual
mente a aproximadamente 20-402C, Sin embargo, se pueden
emplear teupsraturas mis bajas y mds altas, p.ej., de

0 a 609C, dependiendo la temperaturs optima de la acti

vidad y estabilidad de 12 enzima seleccionads.

Ia proporcién de enzime & mezela de partida
de proteinas depende principalmente de la propercién de
orgoteina & proteinas extrafias en la mezcla de partide,
esto es, que cuanto mayor sea 1a proporcion de proteinas
extrafias en la mezcla de partida, tanto mayer serd la
cantidad de enzims requerida. La cantidad de enzima de-
pende también de la actividad de la enzima selacciona-
da. La proporcién optima se puede calcular a pariir de

la actividad proteolitica conocida de la enzime y de la

centjdad de protefnas extrafias que se desee degradar cen
tenidas en la mezcla, y generalmente es independiente

de Jg concentracién de la orgoteins en aquélla. Usual-

v

mente se emplea una propercion en peso de enzims a meg~
cla de partida de proteinas menor de 1; p.ej., de 1:2

hasta 1:1000 deperidiendo la propercicn exacta, como g
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he indicedo arriba, de la actividad enzimdtica de la
enzima seleccionads y de la proporcién de proteinas ex
trafias sn la mezclas

Ia orgoteina asi purificada se puede aislar
o purificarradicianalmente de una diversidad de mane-
ras. Las proteinas degradadas proteeliticamente, tanto
si son oligopéptidos como si son aminodcidos, se sepa-~
ran fdcilmente de la orgeteina asi purificada, p.ejo,
por uno o mds de entre los procedimientes de intercam~
bio de ion o cromategrafia en estado de &el, precipite
cidn fraccionada con diselventes o con sulfate amonico,
y/o por ultrafiltracion o didlisis & través de membra-
nas, preferiblemente al menos el ultimo procedimiento
per ser rapide, eficiente y de coste reducido.

Si quedan impurezas proteinicas, las mismas
se pueden separar, preferiblemente despuds de didlisis

para eliminar las proteinas degradadas preteoliticamen—

‘te, por adsorcidn en una columna de intercambioc de ion

débilmente bdsice y pesterior elucidn de la misma, p.

" @joy Ge la manera desorita en 1los ejemplos que se dan

nés adelante en esta memeria. Otras técnices que s¢ pue-
den utilizar son cromategrafia de filtracidn en estado
de gelj precipitacidn fraccionada con disolvente, pe.@jey
acetona o etanol, o con sulfate aménicoe; y calentamien

to, pe8js, @& T0-752C, como se describe en los ejemplos
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que se dan més adelante en esta memeria para precipitar

les impurezes proteinicas remanentes.

IT. TRATAMTENTO TERMICO

Es sorprendente que tanto le hemoglobina como
le anhidrasa carbdénica se puedan precipitar selectiva-
mente dé manera sustancialmenté completa mientras que
se mantiene la orgoteina en solucién; debido a la gran
proporcién, esto es, al menos 95%, de prote{nas_de par-
tida que se precipitan. Asimismo, la hemoglobina es una
proteina relativamente estable al calor, Ademds, el ca-
lentamiente no la insolubiliza o la insolubilize séld
parcialmente fuera del margen de pH empleado en el pro-
cedimiento de esta invencidn.

En una realizacién preferida, el procedimien
to de esta invencidn comprende las étapas siguientesé

(1) Diluir ssngre integrsl (entera) con hasta
aproximadamente 3, p.ej., de 0,5 a 1,5, volﬁmenes de
agna;

(2) calentar la sangre integral a aproximade
mente 65-7526 durante aproximademente 1 hora a 8 ho-
ras "

(3) enfriar la mezcla calentada, preferible
mente a al menos 409C, y més preferiblemente a la tem~

peratura ambiente o inferior;

16,12.72 - 20 ~
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(4) separar las proteinas precipitadas, pre-
feriblemente por centrifugacion; y

(5) separar la orgoteina bruta del 1lfquido
que sobrenada, preferiblemente por cromatografia con
resinas de intercambio de ion.

En otras realizaciones, se empiean una o mas
de las siguientes variaciones de este realizacidn pre=
feridas

(a) En la etapa (1), se emplean como mate-
riel de partida para la etapa de calentamiznto gldbu~
los de la sangre exentoe de suero, preferiblemente sus
pendidos en 1 a 3 volimenes de agua;

(b) el calentamiento se lleva a cabe a una
teﬁperatura mds bajz durante un periocde de tiempo was
largo, p.8j., & 602C duraute 3 6 més horas, o & una
temperatura mas alta durante un perfedo de tiempo mds
corto, p.ej., @ 802C durante 30 minutos a una hora;

~(e) el oélentamiento se lleva a cabo & un pH
de aproximadamente 7;

(d) 1a etapa (3) se lleva a cabo después de
la etapa (4) o durante la misma;

(6) la orgotveina se alsla del 1iguido que so-
brenede en la etapa (5) por precipitacion con acetona
u otro disolvente organico miscible con el agua;

(f) 1la orgoteina se aisla del liquido que se
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brensda en la etapa (5) por ultrafiltracidn o per liofi-
lizacidn;

(g) una porcidn del agus se separa del 1fqui
do que sobrenada antes del aislamiento de la orgoteina
por destilacion s vacfe, p.ej., a 20-6092C,

Ta etapa de calentamiento se puede llevar a
cabo sobre sangre integral, le que se prefiere, debido
a que se eliminan las etapas mecénicas de separacion
del suere y lavado de los gldbulos rojes de 1la sangre
compactados. Se puede llevar a cabo también sobre los
globulos rojos de la sangre exentos de suero. Esta dl-
timo produce orgoteina algo mds pura, pero esta ventaja
se ve contrarrestada por el coste de separacién y lava
de de los globulos rojos entes del calentamiento. Ade~
ms, las impurezas proteinicas adicionales se pueden ae-
parar con un trabajo adicional winime por medic de ung
enzime proteol{tica como se describe més adelante en
esta memoria. Por consiguiente, la sangre integral es
el material de partide preferide.

Aun cuende la etapa de calertemiento se pueds
realizarasébre*sangre integral sin diluir o sobre g16~
bules rojes cempsetados exentos .de suere, el hacerle
asi lleva implicados preblemas mecdnicos de mezclado e
intercambio de cslor. Por esta razdn, la sangre integral

y especialmente los globules rojos exentos de suero se
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nezclan preferiblemente con agua, p.9j., hasta aproxima
demente con 3, y preferiblemente aproximadamente con 1

a 2 volumenes, antes del calentamiento. El agua puede,
si se desea, countener un agente tampén y/o una fuente

de ion motdlico divalente, p.ej., Cu y/o Zn, deseable-
mente en concentraciones relativamente bajas, p.ej., in-
feriores & 0,05 M. Cuando se wtiliza sangre integral,

ge puede afiadir citrato trisddico w otro inhibidor de
coagulacidn para evitar le coagulacidén antes de la des-
composicidn de la hemoglobina.

LIe etapas de calentamiento se lleva a cabo con
preferencia aproximadamente en el punto isoeldetrico de
le hemoglobina de los globulos rojos, ¢ sea, aproxima—
damente & pH 7. ELl pH isoeléctrico de diversas hemoglo
binas estd comprendido dentrc del margen de 6,5 a 7,5,
usualmente de 6,7 a 7,4. A un pH bajo, p.ej., inferior
& 5, la hemoglobina se desnaturaliza pero s6lo precipi-
ta parcielmente. la hemoglobina de algunas especies ani~
meles, p.oj., de bovinos y equinos, precipita a todes
log valores de pH comprendidos dentro del margén de 5
e 8. Otras hemoglobinas precipitan sdlo aproximadamerts
en su punto isoceldéctrico.

El pH de los globulos rojos se puede ajustar
con cualguier acido o base adecuados.

la etapa de calentamisnto se lleva a cabo a
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aproximadamente 60 a 80°C, preferiblemente a aproximada-
mente 70-75°C, hasta qué he precipitado toda o practi-
camente toda la hemoglobina. Ia temperatura y el tiempo
exactos no son criticos, con tel que la hemoglobina
precipite de mamners sustancialmente completa., Temperatu
ras mds altas y tiempos de calentamiento mds largos per

judican el rendimiento global en orgoteina. Temperatu-

ras mas bajas y tiempos de calentamiento mds cortos pro
ducen una orgoteina menos pura. A aproximadamente 7590,
son suficientes de 1 a 2 horas aéroximadamente. El cé—
lentamiento durante una hora o incluso por mds tiempo
a 60~752C no afecta de manera importante al rendimiento
finel en orgoteins pura. En cambio, el celentamiento a
802C dureante una hora destruye aproximedamente de una
cuérta,parte.a las tres cuartas partes de la orgoteina.
Lo etapa de calentamiento se puede llevar & ocabo por
cargas o bilen, mediante el empleo de zonas alargadas
de calentamiento y enfriamiento, de manera continua.
las proteinas inestables al oalor, con inclu-
gidn de las enzimas, se separan de los glébulws rojog.
de la sangre por desnaturalizacidn al calor junto con
la hemoglobina. La anhidrasa carbénica es un componen~
te destacado de tales proteinas inestables al calor.
Tos globules rojos se calientan haste que se inactiva

la anhidrasa carbonica. Para une revisidn de la sensi-
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bilided de la anhidrasa carbdnica al calor, véase
R.P. Davis, The Engimes, Vol. 5, 545 (1961). Academic
Press, ciudad de Nueva York.

Una vez que ha precipitado la hemoglobina, ha
brén precipitado también la anhidresa carbdnics y to-
das o casi todas las restantes enzimas y proteinas no
enzimdticas inestables al calor existentes en el 1liqui
do que sobrenada, dado que la hemoglobina es umds esta-
ble., Por ejemplo, a 609C, se requiere usualmente wn tiem-
po de calentadiento méé largo de 20 minutos para inacti
var la anhidrasa carbonice y las restantes proteinas
inestables alrcalor, y a 652C es suficiente con 10 a
15 winutos. |

La finalizacidn de la precipitacidn de la he-
moglobine 50 puede comprobar ficilmente por 8l colox
del 1f{quido que sobrenada, que deberia ser como méxi-
mo un rosa palido.

Ocagionalmente, con sangre envejecida, es po-

,sible que no precipite la totalidad del color rojo Jde

la hemoglobina si la etapa de calentamiento sme conduce
& un pH deido. Si sucede esto antes o dempués de la sa-
paracien de la hemoglobina precipitads por la etapa de
calentamiento, cualquier color residual se puede preci-

pitar ajustando el pH a 7 6 por enpima de 7, preferible-

mente entre 7y 7,5, entes de la precipitacidn de la or—
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goteina, p.ej., antes ¢ después de la separacion de la
hemoglobina precipitada, p.ej., como parte de la preci-
pitacion previa de proteinas extrafias con acetona. El.
color rojg precipitado se puede separar de la mismae ma-
nera que ig hemoglobina precipitada en la etapa de ca-
lentamient;.

Después del ocalentamiento, los glébules rojos
calentados se enfrian hasta una temperatura inferior a
aproximzdamente 509C, preferiblemente a la temperaturs
anblente o mds frié, p+8Jj., por paso a través de un cem-
biador de calor.

La hemoglobina y otras proteinas precipitadas

en la etapa de calentamiento se separan luego, preferi-
blsmente por centrifugacion, y se desechan. Se puede em
plear taubidn sedimentacidn o filtracidn, preferiblemen~
te filtracidn a vecfo con coadyuvantes de filtracidn,
ps0j.y tierre de diatomeas,

Después de la separacidn de la hemoglobina
precipitada, se separa la orgotefna del 1{quido que so-
brenada, p.ej., por adicion de acetona a la solucidn -
enfriada, por liofilizacion, por ultrafiltracicn, o por
edsoreidn en une columna de resina de intercambio de
ion y posterior slucidn de la misma.

Un método preferide para la separicidn de la

orgoteina del 1liquido que sobrenada es por crowztogra-
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f{e de cambic de ion, p.ej., empleando las técnicas des
critas. en la sclicitud de Patente de EE.UU. 205.610 ¢
en la Patente de los EE.UVU, 3.5799495, cuyas descripcio-
nes se incorporan come referencia.

Un método especialmente preferido que es fa-
cilmente adaptable para partidas de produccion de orge-
tedne consiste en hacer pasar sl liquido sobremadante
obtenido en le etapa de calentamiente a través de una
columna de intercambio de ion cargada con DEAE-celuloss
0 similar, como se describe en la solicitud de patente
de EE.,UU. Nim. de Serie 205.610. En tal etapa, el 1{-
guido que sobrenada, que tiene una concentracidn idni-~
ca inferior & 0,01 M, se hace pasaer a través de una co-
lumea de intercambie de ion cargada con DEAE-celulosa
w otra carge debilmente bésica, adsorbiéndose de este
modo la orgoteina sobre la resina.de intercambio de ien;
ge lave luego le columne con agua o con un tampén que
tenge une concentracicn idnica menor que aproximedamen-~
te 0,01 M; y se eluye la orgoteina a una concentraciin
idnice mayor, p.ej., de aproximadamente 0,02 a aproximna-
deamente 0,03 M. Dependiendo de lag condiciones emple2das,
#6 puede eluir de la columna desde orgoteina brute, p.
eje., de 50% de pureza, hasta orgoteina de alta pureza.

Alternativamente, el 1iquido que sobrenada se

puede purificar por cromategrafie con tamices molecula-
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res, p.ej., haciéndolo pasar a través de une columna
de resina de dextranms reticulada con epiclorhidrina
(Sephadex G—75 Superfino. Farmacia, Suecia). En un wme-
delo de produccion, la cabeza de la columna es reempla
zable de tal manera que cuando la porcidn superior de
la columna ha adsorbido orgoteina en la cuantia permi-
tide per su capacidad, se retira 1a porcion de la cabe
za y e reemplaza con resina de nueva aportacidn, de-
Jande intacto el resto de la columna.

. E1l liquido sobrenadante se puede pre-purifi-
car antes del aislamiento de la orgoteina a partir del
mismo por la adicion & aguél de umenzime proteoliti-
¢a como se reivindica en la solicitud de patente de los
mismos inventores presentada en la uisma fecha de la
presente invenciodn, Solicitud de patente de EE.UU. Num.
de Serie 273.278, presentade el 19 de julio de 1972, que
lleve el titulo "Tratamiento Enzimdtico de Mezclas de

proteines que Contienen Orgoteinat. Sorprendentemente,

pare todos leos fines précticos, la orgoteina es sustan
cimlmente inerte a la degradacion por las enzimas pro-
teoliticus., Asf, la orgoteina bruta contenida en el 1{-
quido que sobrenada puede purificarse por digestion se~
leotiva de las proteinas extrafias, preferiblemente con
proteinasa de Strep. griseus, pancreatina, subtilisina,

papaina o bromelinra, en una proporcidn en peso de en—
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zims @ proteinas en el liquido que sobrenada ds apro-
ximadamente 1:2 a 1:1000, dependiendo de la enzima seleg
cionade y de la proporcién de proteines extrafias a or-
goteina en la mezcla. Se puede aislar orgoteina pura o

5 sustancialuente pura a partir de la mezcla digerida de
una maners convencional, p.ej., por ultrafiltracidn.
Los fragmentos de proteinas de la digestidn emzimdtica
& el exceso de lones se pueden separar convenientemente
de la mezcla digerida por diglisis antes del aislamien—

10 to de la orgoteina de aquélla.

Si Se desea separar la orgoteina del liguido
que gsobrenada en una sols etapa, se puede precipitar
del mismo con acetona. Aproximadamente de 1 a 1,5 vold
menes de scetona, calouiados con referencia al volumen

15  del liquido que -contiene la orgoteina, son suficientes
para precipitar la totalidad de la ergoteina. Orgotein
na de mayor pureza, p.sj., de pureza aproximada del
50% & superior, se puede obtener algunas veces en el
procedimiento de esta invenoidn por precipitacidén pre-

20 via de una porcion de las prote{nas digueltas con acew
tona. Si se emplea menos que un volumen igual de aceto
na, p.ej., de 0,5 a 0,75 volumenes, se precipita con
las pretelnas extrafins una proporcién muy pequefia, si
aceso, de orgoteina. Después de la separacion de las

25  proteinas extrafias precipitadas, p.ej., 4o la manera
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descrita arribe para la separacién de la hemoglobina
precipitada, la orgoteina se precipite después con el
resto de la acetona, p.ej., de 0,75 & 1,5 volumenes,
calculado con referencia a la solucion acuosa. No obs-
tante, esia etapa de precipitacidn previa con diselven
te precipita une preporcion muy pequefia de impurezas
proteinicas si la etapa de calentamiento se 1llevd a ca
bo a 752-80¢2 Qurante 1 a 2 horas a pH 7,0, debido al
acabad de 1a precipitaciocn en la etapa de calentamien-
to.

La precipitacieén previa de las protefnas ex

traflas y la orgoteina se lleva a cabo prefariblemeﬂte
en frio, p.ej., entre 0 y 52C. No obstante, se puede
emplear cuaslguier temperatufa, p-ej., desde la tempera
ture ambiente, hasta el punto de ebullicidn de la ace=
tonsa,

Se emplea acetona en el procedimiento de as
te invencion por razones de econemia. Sin embargo, se-
ré evidente pare los expertos en la tdonica que se pug
den emplear tembién otros disolventes miscibles con el
sgua de precio més alto pare érecipitar la orgoteins,
D-8J+, metil-etil-cetona y tetrahidrofuranc, los cuales
son los equivalentes funciocnales de la acetona en el
procedimiento de esta invencidn.

La ergotei{ne precipitada deberia liberarse de
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disolvente y humedad residuales lo mads prento posible,
Do8jo, pOr secado por congelacién y liofilizacidn, o
por redisolucidn en un vehfculo acuose para su purifi
cacidn ulterior, a fin de evitar pérdidas de orgote--.
ina.

Aunque se puede obtener un precipitado rico
en orgoteina exenta de hemoglebina y anhidrasa carbdni-
ca por la técnice de precipitacidén con acetona, el 1{-
quido sobrenadante exento de hemoglobine es eminente-
mente adecuado para purificacidn cromatoefrafica con
tamices wmolecularss o por intercambio de ion en condi-
ciones débilmente bésicas, peej., de la manera descri-
te en la patente de los EE.UU. 3.579.495. En situacio-
nes en las gue sea inconveniente el trafamiento por
cromatografia de volimenes grandes de 1iquide, se pue-
de concentrar este liguide sobrenadante exento de heme-
globine antes de la cromatografis por ultrafiltracion
o secado por congelacion. Puede smplearse también lg
adsorcidn por cargas de la orgoteina en cambiadores de

iones débilmente bdsicos.

III.CROMATOGRAFIA

El material de partida para la etapa de ¢ro-
matografie del procedimiento de esta invencidn es, o

bien una mezcla de profefnas solubles en tampon extrai
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das de tejidos animales, o las proteinas solubles de
los globulos rojos de la sangre, incluyendo tanto la
hemoglobina cemo la anhidrasa carbdéunice.

El términe "tejidoes animales', tal como se

. .

utiliza en esta memoria, significa cualquier organo,
mﬁscglo o tejido afin. Se excluye la sanzre y cualquier
fraccién de la misma, la cusl tiene una proporcién muy
superior de otras proteinazs solubles que de orgeteina.
a saber, hemoglobina y anhidrasa carbonica, y per cor-
gsiguiente requiere técnicas diferentes para su separa-
cidn. De los tejidos snimales se prefiere el higado,
en especial el higado de bovinos, ya que éste posee
une alte concentracidn de orgoteina. Otros tejidos que
pueden utilizarse son los de rifiones, corazon, cera—
bro, bazo, visceras, misculos, testicules, gldndules
cervicales, pulmeaes, lengua,; timo y péncreas. Ejem-
plos de especies preferidas de animales cuyos tejides
se pueden emplear como fuente de mezclas de proteinas
solubles en tampon son los bovinos, gallindceas, por-
cinos y equinos. Otros son ovejas, cabras, conejos, pe-
rros, ratas, seres humanos, etc. Se prefieren las pro-
tefnas solubles de tejidos de Movinos,

La wmezcla de partida de proteinas solubles
en tampén que contienen orgotefna se puede obtener mez~

clando perfectamente el tejido animal con el medio de

16612072 had 32 -
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extraccion acuoso seleccionado, Para separar las pro=-
teinas solubles de las proteinas insolubles, el tejido
debe picarse tan finamente como sea posible. Por ejem

ploy, el tejido se puede triturar previamente para for-

5 war una pulpa en un triturador de carne y puede mezclar-

se despues perfectamente con el 1fquido de extraccidn .
seleccionado, p.ej., en un equipe de mezclade de alta

velocidad.

e a "

4 . . s
La proporcion de medio de extraccidn a te Jhe -,

< -

10 do animal no es critica y viene dictada fundamentalmen—

te por las caracteristicas fisicas de manipulacidn de
la mezcla. Una proporcién muy baja reduce un tanto el
rendiniento de orgotefna extrafda del tejido y produce

una mezols semejaente & un lodo que resulta diffcil de

15 geparar, y la fase 1fquida retiene cantidades excesivas

de materia celoidal gque tiende a obstruir la columna
oromatogréfica, Una proporcidn muy slevada no presenta
ventaja alguna y da como resultade una solucidn diluida

de proteines extraidas que es mds diffoil de manipular

20 debido a su volumen.

25

Generalmwente, se emplea una proporcién en vo-
lumen de medio de extraceidn a tejido animal comprendi-
da entre aproximadamente 2:1 y 4:1, preferiblemente en
tre aproximadamente 2,3:1 y 2,8:1.

El medio de sxtraccion puede ser agua, une
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mezcla de ague y un disolvente orgénico miscible,

p-8j., acetensa, metancl, etanol, preferiblemente ung
L.’ 7 - . 7 . 7 .

solucion tempon de concentracion ieniea relativamen-

te baja, p.ej., de 0,01 & 0,05 M, pfeferiblemente de

5 aproxiwmadamente 0,02 a 0,03 M. Auhque el medio de ex-

traccidn puede encontrarse virtualmente a cualquier

pHy poej., de aproximadamente 4 & 9, se prefiere un

pH ligeramente alealino, p.ej., entre 7 y 9, preferi-

blemente de aproximadamente 7,5 a 7,8, en especial

10 cuando el tejido animal es tejido de higado.

Cuando se emplea una solucidn tampén como

medio de extraccion para tejidos animales o como di-

luyente para los glébulos rojos descompuestos, el ﬁq@

pén puede ser cualquiera que proporcione el pH selec—~

15

cionado. Son ejemplos las sales de &cido Tosférico,

goido borico, dcido cacodflico, deido eftrico, deido

acético, acido suceinico, deido maleico, colidina-HCL,

tris-glicina~-HCl, etc. Véase también J. Gomori, "lig-

thods in Enzimelegy" (WMiétodos en Enzimologia®), Vol.

20 I, pags. 136~146 (1955), en especial los tampones

Kims. 5 a 8 y 10 & 18. Un tampon preferide, en eegpe—

25

16.12.72

cial cuando se extrae tejido del higado, es el tampdn
de tris-glicine, de pH 7,5.
El tampdn puede contener también otras sales

y otres materias para alterar sus caracteristicas de

- 34 -
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extraccion. Se pueden emplear Nall, K1, MnS0 u otra
&

gal no formadora de tampon pera aumentar la concentra

¢idn idnica del wedio de extraccidn. Un sacdrido so-

ir

j=N

luble, pe.sje.; glucosa, sacarosa, etc., o2 puede afia
también para facilitar la extraceidn al hacer mds se-
lectivo el tampén.

Ya mezcla de part{culas de tejido susgpendi-~
das y extracto acuvoso se separa por cualguier medio
conveniente, p.ej., filtracidn a presidn o a vacioc,

o centrifugacion, preferiblemente dgta Ultima, Bl exe
tracto pusde, si se desea, clarificarse después por
filtrecidn & través de un coadyuvante de Tiltracidn

0 por cualquier otro método convencional.

En el procedimiento de esta invencidn se
pueden emplear las proteinss solubles de los gldébules
rojos de la sangre de una gran diversidad de especies.
Bédsicamente, aquéllas que son utilizables conticnen
orgoteina que ticne un punto isveléctrico que difie-
re del de la anhidrasa carbdnica centenida en 1a mez
cla al -menos en aproximadaments ung vnidad de pH., Se
prefieren proteinas solubles de glébulos rojos que
contengan orgoteina que tenga un punto isoeldetrice
de aproximedamente 4,5 a 5,5. Son ejemplos los gldhu-
los rojos de bovinos, polles y seres humanos. 0tros

son los de cone jo, wons, rata, ete., Son sumamente pre~

- 35 -
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feridas las proteimas solubles de lo= globulos rojos

‘de la sangre de bovinos.

Los gldébulos rojos, gue por término medio
constituyen aproximedamente 35 a 45% en volumen y apro-
ximadamente 39 a 50% en pesoc de la sangre total de mu

chos mamiferos, se separan del plaswa de la sangre

-

LY

. . A ’ P
per centrlfugaclén, aun cuando sera suficiente 1la ac .

L P

7 -

cidn de la gravedad por si sola. El lavado de los gld

e
-

® .
Y

bulos separados y la re-centrifugagién eliminan el -
plasme residual adherido a los globulos compactados{,‘“
Se puede utilizar una solucidn salina o un tampon,

que tengan una osmolaridad suficiente para evitar al
riesgo de unsa descomposicién prematura.

Un método especialmente preferido de descom-
posicicn es el basado en la sonificacidn, esto es, en
la rotura de los globulos rojos con ultrasonidos. Es-
te procedimiento tiene la ventaja de que no aumenta de
uodo importante el volumen de la selucion de partids
de proteinas y no introduce sales o compuestos orgdni-
cos extrafios en la solucidn de proteinas de partida.

Después de la separacidn de los componentes
insolubles de los gldbulos, que consgtituyen aproximada-
mente 2% en peso de los globuleos compactades, se pone
en contacto una solucion de las proteinas solubles de

4 .
los gleobulos rojos descompuestos con el adscrbente cro
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mismo.

31 el extractc separade o la mezela dlluida
de gldbulos rojos tiene una concentracicn idnica mayor
de aproximedamente 0,01 M, serd necesario reducir su
concentracién idnica con objeto do asesurar une adsor-
cion preferente de la orgoteina sobre la resina de in-
tercambio de ion. Este se consigue de wmodo sumamente
conveniente por dilucidn o por didlisis, p.ej., contra
mgus o6 preferiblemente contra un tampdén de baja concen-
tracidn icnica, el cusl serd, de manera sumamente pre-
ferible, el misme tampon que se empleerd en la Separy
¢idn cromatosrdfica, p.ej., fosfato.

Debido a que las sales disueltas afectar ecu-
sedaente & lé susceptibilidad de adsorcion de la or-
goteina sobre el adsorbente cromatogréfico, la solucidn
de partida de protefinas solubles para la etapa crome-
togréfica deberfa terer una baja concentracidn idnica,
es decir, mener de aproximadamente 0,01 M, p.ej., de
0,001 -8 0,005 I, Si la solucién tiene una concentracidn
idnica mayor, puede reducirse fécilmente la misma por
dilucidn o por simple didlisis a trevés de une membra-
ne contra agua o contra ung solucion tampon de councen~
tracidn idnica aproximedsments 1~5 x 10_3 M, preferible~

mente ol mismo tampon a utilizar en la separscidn ero
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matozrafica, p.ej., fosfabo,

La naturaleza exacta de la sal que proporcio-
na la concentracion idmica a la solueidn de partida no
es critica. Se prefisren lfs seles de fosfato porque
el pH deseado de aproximadamente 6 se puede mantener
fdacilmente con este tampdn a la-baja concentracidn
idnice dessada. Otras sales son las de dcido borieo,
geido cacodilico, deido efirico, deido acdtico, deido
sucefnico, dcido meleico, colidine-HCl, tris-glicina~
HC1l, etc. Véase también J. Gomori, "Methods in Enzi-
mwology" ("Métodos en Enzimolegia"). Vol. I, pdgs. 136-
146 (1é5559 en especisl los tampdnes Nume. 5-8 y
10-18.

Bl procedimiento de esta invencidn se lleva
a cabo prefsriblemente durante toda su duracidén a un
pH de aproximadamente 6, es decir, de 5,7 2 6,3, con
inclusidn de la etapa de adsorcidn de la orgoteina so
bre el adsorbsnte cromatogréfico. Sin embargo, es la
etape de elucidn selectiva, més que la etape de adsor
cidn, aguélle cuya operabilidad es dependiente del pH,
Por consiguiente, aun cuando no se prefiere, la solu-
cidn de partida de proteinas solubles puede tener un
pH algo més altc o alge mids bajo, p.ej., de 4 & 8. En
tal caso, el adsorbente cromatografico deberia equill

brarse entonces antes de la carga de la muestra y des

w 38 -
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4 - .’ s .
pues de ello a8l pH de elucion de aproximadanente 6,

antes de llevar & cabo la elucion selectiva de la or=
goteina s partir de aguélla. |

El adsorbente cromatogrifico empleado en el
procedimiento de esta invencion es une resina de in-
tercambio de ion que tiene grupos ddbilmente bdsicos
que poseen atraccion por los iones acidos. Son ejem-
plos las conocidas resinas de intercambio de ion de
celulose y polimacédride, con inclusidn de las alcohil-
amino inferier-alcohil inferier-celulessas, p.ej., die-
tilamino~-etil-celulosa (DEAE), trietil-aminoetil-celu-~
losa (TEAE), dietilaminoetil-Sephadex y QAi~Sephadax
(resina de dextrena reticulada aminoetilada cuaterna-
ria). Tales resinas tienen en general una capacidad ad-
sorvente couprendida entre aproximadamente 1,0 y 5 mi
liequivalentes por gramo. Por ejemplo, la DEAE-celulo-
sa puede tener una capacidad Ge 1,0 miliequivalentes/g
(peso seco); DEAE-Sephadex, 3,5 % 0,5 miliequivalen-
tes/g; y TEAE-Sephadex, 0,55 & 0,75 miliequivalentes/g,
Se prefieren la DEAE~celulesa, la TEAE-celulosa y las
reginas de dextrana reticuladas que pontienen grupos
dietilaminoetile, en especial la primera. Es preferida
la DEAE-celulosa fibrosa debide a &u caudal, que es5 mé-
yor que l& de las formas micro-granulares. Sin embar—

go, las Ultimas tienen un poder de resolucion algo ma-

-39 -
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yor,

Ie orgoteina se aisla por elucidn selective
de la resina de intercambio de iom. El procedimiento
de este invencioén implica adsorber la orgoteina junto
con otras proteinas a2 partir de una mezcla sn una co~
lumna que contiene la resina de intercambio de ien,
eliminar por lavado de la columna cualguier centidad
que pueda egtar presente de hemoglebina y otras pro-
teinas ne adsorbidas; eluir después de ello selectiva
mente la orgotefna de la columna y recuperar la or-
goteine de la fraccidén del eluato que contiene orge-
te{na sustancialmente pura. Aungue estas etapas se
llevan & oabo ordinariamente con la resina como lecho
de una columne cromatogréfica, serd evidente pere les
expertos en la téénica que se pueden emplear variacio
nes obvias equivalentes, p.ej.s; empastado de la resi-
ne con la solucién de proteinas solubles de partida.

La cantidad de vesina de intercambioc de ion
enpleada, aunque no es critica, afecta al rendimiento
y & la pureza de la orgoteins aislada. Preferiblemen-
te se emplean aproximadamente 0;25 a 0,5 ml de resina
por mililitro de gldbulos rojos compactades ¢ aproxi-
madamente 100 miligrames de proteinas extraidas, sobre
le base. de una proporcidén aproximada de 15% de protei-

nag solubles en el tejido de partida. Una proporcién
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mayor (vol/peso) de resina a proheinas no presenta
ventaja particular alzuns.

Debido & que cualguier cantidad de hemeglo-
bina y mioglebina en la solucidn de proteinas de par-
tida no es adsorbide sobre la resina de intercambio
de ion por debajo Ge su punte isoeléctricn, su sepa-
racion junto con otras proteinag ne adsorbidas ge con~
gigue fdcilmente por lavado de la columna con un elu-
yente acuose, preferiblemente uno gue tenga un pH de
aproyximadamente 6. Para evitar la elucidn de la orge-
tefna, la cencentracidn ionica de los medies acuosus
deberia ser menor que aproximadamente 0,01 M. En esta
etapa se puede ewplear agua o preferiblemente un tau~
pén oowmo se ha definide arriba, especialmente un tam-
pén de fosfato. En muchos cases se rdquiere solamen.e
varias veces el volumen vacio de 1la columne para li-
berar ls columna de hemoglobina y etras proteinas ne
adsorbidas. La separacion de hemoglobina se puede de-
terminar fdoilmente & partir del color del efluente.

Une vez que seé ha eliminado de la columna
cuelquier cantidad existente de hemoglobina y de otras
proteinas no adsorbidas, la etaps inmediatamente si-
guiente es la separacicn de la orgoteina de las restan-
tes proteinas adsorbidas de una msnera tal que produz

oa wn eluato que contenga orgeteina sustancislmente

- 4] -
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pura. Este se pueds leograr per elucion selectiva de
la ergeteins de la columa empleande un eluyente acuc—
0 que tenga un pH de aproximadamente 6, esto es, de
5,7 & 6,3, y variende la concentracidn iénica de tal
moedo que ss eluyan sﬁéesivamente las proteinas adsor-
bidas. Un aspecte vitel de ests invencidn, que emplea
una etapa crematografica simple para aislar orgoteina

sustencialmente puras, ¢s la elucién de las proteinas

- . en ung secuencis que preperciona une fraccidn de eluate

que contidne orgeteina sustancialmente pura. Pare con -
seguir esto, las proteinas adserbidas se eluyen SLR
dualmente de la columne y se controla el contenide

on metales divalentes ¥, preferiblemente también,.lus
abgorbancias A255 y/e AZSO del aluato.

Como se ha indicade arriba, es sumamente im
pertante que el pH de los medios de elucidn sea apro-
ximadamente 6 & lag concentraciones idnioas ubiliza~
das. A-otres valores de pH se eiuyan otras proteinas
al mismo tiempo que 1la orgoteina, en cantidades tales
que dan come resultado la preduccien de ergoteine nuy
impura; en lugar de orgoteina sustancialmente pura.

~ Un método conveniente para conseguir la elu~

cion sucesiva de las proteinas adserbidas de la resi-

na conegiste en el emplee de wm tampén de una concentra-~

cidn iomica que aumente gradualmente desds per debajo

- 42 -



10

20

25

16.12.72

‘@Qgﬁoa

de aproximadements 0,0L M hasta por encima de 0,03 M.

En el caso de la DEAE-celulosa, s¢ eluye una percidn

sustanciél de 1as proteinas no desesadas a una concen—
tracidn iénice mener dero,02 M. Le orgoteina se eluye
con un tampén de cemcentracién aproximadamente 0,02 a
0,03 M, y las proteinas no deseadss restentes se elu-
yen a una concentracidn idnica meyer. Generalmente,
se emplea una concentraoidn idnice final ds al menos
eproximadamente 0,1 M y haste aproximedamente 2 M, pa
ra asegurar le limpiez& de la columna, a fin de que
pueda_ser regenerada para su reutilizaeidn.

| En iugar de un gradiente de concentracidn
idnice gradualmente c¢reciente, se puede emplear un
gradiente. escalonado, p.ej., de aproximadamente 0,001
a 0,005 M pave eluir las impurezas de proteinas que
se eluyen fdcilmente, eproximadamente 0,02 a 0,03 M
para eluir la orgoteina, y aproximedamente 0,1 & 2,0
M para liberar la columna de impurezas de proteinas
r@&iduales.

Cen indiferencia de si la resina se sluye
con tampdn de concentracién idnice qus aﬁm@nte aon-
tinuamente o que aumente de manera escslonada, con
el fin de obtener orgoteins de alta pureze es impor—
tante que g8 tome un corte que se hays selsecclonado

del mejor medo que sea pesible. Asi, en cierte grado,
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el rendimiento glebal tendrd que estar equilibrade cen
tra la pureza final. No obstante, si el corte se toma
exactamente en el punto ¢ptime, se obtiene un alto ren-
dimiento de orgéteihé sustencialmente pura. Un aspecto
esencial de este invencidn consiste en determinar con
ekactitud ¢l punto en el que debe temarse el corte de
efgeteinae |

Ia lecalizacion de la fraccidn del eluate que
contiene'afgotefna sustanciglmente pura se puéde detexr
minaf & partir de las medidas del centeﬁido-en metales
divalentes, y preferiblemente también de &l menocs una
de las absorbancias del eluyente 2 280 am y 265 nm,

continuamente o a intervales regulares frscuentés. Co

‘mo el eluyente no contendrd de erdinarie, per stra par-

- te, cantidades importantes de iones metalicos divalénn

tes, la elucién de la orgoteina se puede detectar por
un aumento acusado en el oontenide de metales divalen~
tes del eluateo Como la orgoteina se presents usualmen=-

te en su e stade natural en ferma de un guelate wmixte

Cu~-Zn, le medida del contenide de cobre o preferible-

mente de ambos contenides de cobre y zinc proporcio-—

na un métedo precise para detectar orgeteins en el
eluato.
Para obtener un corte que centenga orgoteina

de la méxima pureza, se miden también las absorbancias

16,1272 S - 44 -
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del eluato A,q. ¥ Aggyo Dentro de la fraccion de elua~
te gue tiene contenides sustanciales de Cu y 2Zn, se to-
ma el comlenzo del corte de orgeteina cuande se emplean
proteinas solubles procedentes de tejidos animales co
me materiél de partida, en el punto en que se registra
un anmento en les tontenides de Cu y Zn acompafiade per
vna disminucidn en las absorbancias & 265 y 280 nm. El
final del corte se acusa per un descensd brusce en los
contenides de Cu y Zn y por un aumento brusce en las

absorbancias a~265 & 280 nm. Solamente es necesarie to-

‘mar uno de los ¢ontenides de Cu y Zn y une de las ab-

15

sorbancias a 265 y 280 nm para determinar estos pun-~
teé. Sih,embarga, preferiblemente se determinan ls 4o-
taiidad;de les cuatre valores. Cuando se toman ambac
absarbaﬁciaé e 265 y 280 nm, se pueds determinar tem~
bién el comienzo del corte de ergoteina por la preper-

010n.A§65/§280, eg decir, que ze toma el corte de or-

. : ,
geteina en el.punte en que esta prepercion alcanza un

valor mdxime, esto es, cuendo estd préxime a uno, o

20

16,1272

eé-mayerrde uno. Bl final del corte de orgoteina ge
toma en el punto en que disminuye de nuevo la propor-
cien A265/h280’ 1o que indica un aumente en el conte-
nido de préfeinas distintas de la ergeteina.

Pars obfener un corte que contenga orgeteina

de la wéxima pureza, se miden tembién las absorbancias

- 45 -
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A0 ¥ hpgs del eluato,.Dentf? de larfraccién de elua
te que tiene centenidos sustanciales de Cu y Zn, se
toma el corte en el punto en que la prepercién de
A265/A280 aloanza un valor mdxime, es decir, estd prd
xima & uno ¢ es mayor de une. EL finsl del corte de or-
gote{na se toms en el -punto en que les contenides de
Cu y Zn disminuyen y la proporcisn 5265/A280 disminu~
ye tambisn, 1o cual es indicative de un aumento en el
contenide de protefnas diferentes de la orgoteina.
 m método comodo para determiner instantdnea~
mente el conbtenide de metales divaelentes es per espet—
trofotometria de absorcidn atdmica. Un apareto ¢til
pars la medida simultédnea de cobrs y zinc es el Medele
353, de Instrument ILaborateries, Inc., Lexingiten,
Masgso '

Ias absorbancias A265 y AE%O se pueden detor—
ninar de manera continue o 1ntarm1tente de un mede cen
veneional, ¢ bisn pueden registrarse directamente las
propercionss per medie de un espectrefetémetro diferen-
ciale

Representands las curvas de los centenides

de Cu y Zn y las abseorbancias A265 v A del eluate

280
procedente de la cromatografis de intercambio de ienm,
Po€Jjoy come se describe sn el Ejemple 20, realizsande

nwedidas para cada parte alicuocta de sluateo, los conte—
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nides de Cu y Zn aumentan repentinamente cuande la mo
laridad del eluato alcanza aproximadamente 0,018 M. Des-
pués de alcanzar un méxime de aproximadamente 0,022 &
0,025 M, estos contenidos descienden repentinamente.
Las ebsorbancias A265 ¥y Apgy revelen un aumento brus-
éa.en el contenido de préte{nas distintas de la orgo-
teina a 0,022 M, con un descenso en la proporcion
A265/h280° Esto va seguido por un aumento gradual de
absorbancia haste un mdximo, eproximedamente & 0,04 I,
las curvas de los centenidos de Cuy Zn y
las absarbapcias Ayes ¥ Aogg del eluato de la crome-
tografia de intercambio de ion se describen en sl
Ejemple 1D, haciendose determinasciones pars cada per-
te alfcucte de eluato. Como muestran las curvasy los
contenides de Cu y Zn se eleven repentinamente cuarde

la molaridad del aluato alcanza aproximédamente 0,02

M. Después de llegar a un valor maximo apreximadamen~

te a 0,02 My estos centenides disminuyen repentinamen
te. Las absorhancias A28O ¥y A265 nm revelan un aumei~
to brusce & 0,025 M, cen la relacién A265/h280 en el
méximo © cerca del mismo. Este va segﬁido éer unga
disminucidn gredual en absorbancia y luege POr un nue-
ve aumento & aproximadamente 0,034 M.

Sé puede preducir orgoteina pura por un tra

temiento térmice de la orgoteina previamente purifica

- 47 =
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de con DEAB-celulosa como se Gescribe en la Patente de
los EE.UU. 3057904940 , x.

- En otra veriacion, se puede utiiizar wea cg
lumna de tamafio grénde de flujo répido de 0,5 a 5 ml/hl
de gldébules rojos compactados como columna de Separa—
¢ion de hemoglobira para las proteinas solubles de
globulos rojos exentos de plasme, descompucsioe y diali

zadog, liberandose la columna de hemoglobina con un-

tampdn de baja concentracidn idnica, p.ej., fosfato

0,005 M, después de la aplicacidn a la columna de ca-

da pertidae de protefnas solubles de los glébulos ro-
Jos. Este procedimiento se pﬁede continuar heste elr

momento en que aparecen en el elueto trazas de orgo-

telne (detectadas por la amparicidn de actividad come

superéxido-dismutase y/o por un aumente en los conteni~
dos de Cu y Zn). e orgoteina se puede eluir o seﬁarar
melectivamente de la columna exenta de hemoglobine y
cargade ocon. orgotefna con un tampdn de ooncentraeiéﬁ
intermedia, p.ej., de concentracion iépioa 0,02 &
0,04 M. Si se separa la orgoteina do la columna por
arrastre, la orgeteina separada 86 pusde liberar des-—
pués de anhidrasa carbénics y otras impurezas por una
etapse de calentamiento come se deseribe en esta memo-
riG. Después de geparar lag prote{nas precipitadas y

dializer & une concentracidn idnice inferior a 0,01

16.12,72 I - 48 -
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I, la orgoteina puede, si se desea, purificarse ulte-
riormente en una segunda columna de-intercambio de ion
con DEAE-celulosa mas pequefia, p.ej., de 0,05 a 0,5
ml/mg de orgoteina, revelada como se describe en el
Ejemplo 1D.

En una variacien adicionsl, los gldbulos ro-
jos de la sangre, descoumpuestos y dializados, se sus-
penden en &pvoximadamente 0,25 a 1 =el/vel de la re-
sina de intercambio de ion de DEAE-celulosa, y la sus
pensidn se filtra o centrifuga después y se lava has-
ta que esté exenta de hemoglobina. Ia resina exenta
de hemoglobina se suspende o se lava luego con uns can-
tidad minima de tampén de concentracidn idnica modera
da, p.ej., fosfate 0,005 M llevado a concentracien
ionica 0,04 M cen NaCl, pars redisclver la orgoteine
en el tampén. La resina puede liberarse de proteinas
adsorbidas residusles con un tampdn de concentracion
iénica mayor, pe.ej., 0,1 My y luege se regenera y.se
equilibra de la manera descrita en esta memoria. La or-
goteina y otras proteinas disueltas pueden adserberse
despugs y eluirse selectivamente en une columna con
una caentidad mds pequefia de DEAE-celulosa, p.ej., de
0,1 & 0,25 ml/ml, como se ha deserito arriba, y/o so-
meterse & una etapa de itratamiento por el calor o de

tratamiente con enzimas preteoliticas.
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En otres variaciones del precedimiente croma-
tografico arribe dsserite para el aislamiento ds la er-
goteina a partir de tejides animales; le columna que
se ha liberado de todas las proteinas que se pueden re-
tirar de la misma con un eluyente de cencentracidn ié-
nica inferior a aprogimadamente 0,0l 1, se libera de
le mayor parte ¢ la totalidad de las proteinas residua~
les distintes de 1a orgeteina adsorbidas en la misma
calentande la columna a 65-~702C durante aproximedamens
te 5 a 20 minutos, peejes naciendo pasar a4 su través
tampen de fosfate 0,005 M caliente.

Ta orgoteins se puede aislar del sluate de
ung manera convencional, p.ej., por llefilizacidn, pre
feriblemente después de didlisis. centra agua desioniza=-
da pare elimipar los iomnes del tampdm.

Ia orgoteina aislada por el procedimients
de esta invencion e@ de alta calidad y puede ser inyec-
tada sin reaccionss secundarias inmunoldgicas. Ceomo s
describs en la patente de los EE.UU. 3.579.495, en la
patente de Belgica 687.828 y en la patente Briténica
1,160,151, la ergoteins es util, entre otras cosas,
come agente anti-inflamstorie. La ergoteina asi aisla-
da puede, sin embargo, contener cantidades traza de
proteinas extrafias guey aun cnande ne producen ung reac-

cidn inmuneldgicse inmediata, tienen capacidad potencial
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para hacerlo asi despuds de la administracidn parente-
ral preleongada. Esthas proteinas traza se pueden elimi~
nar de diversas wmaneras. Una de tales maneras es per
filtrecidn en estado de gel utilizando nna resine mi-
CTropOYesa, Po8j., Sophadex G~75 (resina de dextrana re—
ticwlada con epiclerhidrina, Farmscia, Suecia). Ia re
sina Sephadex se ha hinchado, refinade y lavedo por
téonicas normelizadus descrites em la bibliografia del
fabricente. las columnas rellenas se eguilibran comn
tampdn de 0,05 tris~H(1 de pH ¥,5, KC1 ©,15M, 0,005
. . £ I -5 bk .

glicina, Cu 10 " M, y 10 " Zn" , y se sjustan a up
caudal de aproximadamente 2,0 ml/'cm2 por hora. La adi=-
cien de 5 a 10% de dextrosa o sacaresa & la solucidn
me jora la unifermided de aplicacidn, lo cual hace que
mejore 1s resolucisn svbsiguiente. Después de aplica~
cion & la columna, se revele ésta con solucidn tampén
adicional. Se recogen las fracoioncs individusles. Ia
aparicion de wéximoes se determina midiende la absor-
bancia en cualguier punte comprendide entre 200 y 2850
nlle

Se puede preducir también orgeteins ultra-pu-~
e a partir de la orgoteina aislade con DBEAE-celulesa
por un pest-firatamiento por el calor de la porcidn del
elusto que contiene la ergeteina y Cu:+ ¥ Znéé, Pe@Joy

8 65-752C durante 15 minntes a un pH de 5,8 seguido
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por centrifugacidn y didlisis; por una segunde purifi_
cacién eromatogréfice de intercambio de ion con DEAE
~celulosa; © por tratamiento con un enzima proteolfti-
0o, tede ello como se ha descrito arriba.

Los egemplos que siguern sen ilustratives de

s . o ! ? o
egta invencion, la cual no esta limitada 2 elles.

g TRATAMTERTO ENZIVATICO

EJENMPIO 14

‘Se mezelé 1 kg de higade de busy con 2 litres
de tampon Tris, de pH 7,5, en sacarosa 0,3 M y KoL
8,05 M. La suspensidn se cemtrifugd a 13.000 x G du--
rante 1 & 2 horas. El. 1{quide turbio sobrenadante te-
nie un volume@;de 2150 ml y un pH de 6,3.

Porcienes de 100 ml del 1iquido sobrenzdan
te (60 mg. de preoteinas/ml, 0,15 mg 0,3 mg de orgeteins/
wml) se pusiegén en digestidn a la temperatura amhiens
te durante aproximsdamente 20 horas con las enzimas
proteel{ticas que se muestran en la Tabla signiezte.

La cantidad seleccionads de cada enzima se basaba en
sus costes relativos (1,34 Pts/ml, excepto 1la pancrea-
ting a 0,67 Pis/wl), mds bien que en su eficiencia as
perada; dade que un objetivo fundamental era'desarpg
llar un procedimiente industrial com la mixime venta-

je econcmica.



TABLA 1

, Cantidad de pH; tampen Purificacien
Num. Enzime enzima (por
' 100 ul de ®
extracto de
nfgado)
8. Protenimsa 200 wmg 8,0 cgn Tris 1 M 4+ 1 ml 100 veces

b
Qe
Qo

&,

20.

25

16.12.72

de Strep,
%riseus -
Pronass)

Panoreatina, 15 g
Subtilisina 40 mg

Peptidasge de 166 mg
cardo

Papaina (ebts 16 ng
nida a partir
de carice pa=-

peye)

Browolina 9 g
(ananssa)

de Ca? (vol. final 114
ml)

7,5 con Tris 1 M (vol. 20 veces
final 150 ml)

7,5 con Tris 1 M (vol. 10 veces
final 105 ml)

7,0 con Tris 1 M (vol. 1,5 veces
final 112 ml)

6,3 '
(volo final 100 ml) 7 Veoes

5, -oon acetato sédice 7 veces
1 M, pH 5 0 (136 ml)

¥ La purificacién completa corresponds & aproximsdamente

300 veces.

. Bl endlisis del electroforogrsma (después de

didlisis para separar las proteinas degradadas, y fil

tracién) del 1{quido scbrenmdante cenvertide com er-

zimg mostré que, ocon las cantidedes empleadas, Prona=

sa y penoreatina eliminaban la mayor proporcién de im-

purezas proteinicas, siende la subtilisina la enzima

mds eficiente despuds de aquéllase, seguida por papaina

3
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y bremelina. Los resultados mds deficientes se obtu-
visren con la peptidasa de cerdo. Las impurezes de
proteinas remanentes después de la digsstieén con pan
ereatina y bromelins se separan cen gren facilidad

por cromstegrafia de intercambic de ion cen DEAR-celu~

losa.
EJEMPLO QA

Se mezolaron 408 g de higade fresce con
816 ml de Tris 0,025 K, pH 7,5, en sacarosa 0,3 My .
KC1 0,05 M. La suspensién se centrifugé = 13000 x G
durante 1 herae EL 1fquide burbie sobrensdente tenfa
un velumen ds 800 ml y un pH de 6, 3.

. Porcienes de 100 ml del liguido sebrenadsn
te, que contenian de 15 a 30 mg de orgoteine, se somg
tief@n durante 2 dias e 3790 o digestidn cen una can-
tidad de una enzima proteolitica en las condiciones
que se nmuestran en la Tabla siguiente (con adicidn
de 0,1% de azida de sodie como agente de CONSOYVEe~

cién), seguida por didlisie..
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TABLA I
, ' Gentidad de i , Purificacion
Bum. Enzine. enzima (100 pH; tampon resultante
nl de extrac. despuss de,
t0) la digestica
&, Pronasa 40 ng pH 8,0 cen T{is 1M ,
4 1 ml de Ca" 0,1 M 20 veces
b, Pancrestina 6 g pH 7,5 con Tris 1 M 20 veces
¢s Bubtilisina 8 mg PH 7,5 con Tris 1 M 10 veces
d. Papaina 3,2 mg pH 6,2 5 veces
10 ~ Se ebtuvieron leos mejores resultades con pan

ereating, Pronasa y subtilisina., También en este 0280,
la preteina residual se separd con la méxima facilidad
después de la digestidn con pancreatina por cromatogra

f{e de intercambio de ion con DEAE-celuless.
EJEMPLO 3A

_ Se mezelaren 300 g de higade cen 600 ml de
©Irie 0,025 M; glicina 0,025 M en Mn** 0,01 M, pH 7,5.
Se centrifuge 1@-su8pensién. El residue se cempactabs
20 . uuche me jor en este tampén. El 1{guido sobrenadante
(110 mg de proteinas/ml) tenis un velumen de 570 m).
Se sometieron perciones del mismo a digestidn enzimé-
tica con pancreatina ¢ Pronasa de las concentracienes
que se muestran abaje, y se efectud luego didlisis pa~

25 ra separar la orgeteina de las protefnas degradadas.

16.12.72 ' - 55 -



TABLA III
., | — Cantidad de Purificacion
Numo Enzima Condiciones enzime (100
o ul de ex-—
tracte )
8o Prenasa  389¢, pH 8,0 con Tris 2 ng 3 veces
143 0,1% de azida de
Ra; gatt 0,001 M
be Pronasa  382¢, pH 8,0 con Tris 4 ng 5 veces
1M 0,1% de azida de
e, cat¥ 0,001 M
Go Pancrea~ 38969 pE 7,5 con Iris
tine 1 Mj 0,1% de azida de Na 300 mg 20 veces
do Pancree~ 3820, pH 7,5 con Tris 600 ng 20 vecesn
tina. . % My 0,1% de azida de
. N& -

20

25

16’012 972

{

’La-pancreaﬁina exhibid précticamente igual
efectividad a todas las concentracienes ensayadas (de
3 & 150 mz/ml). Ia pronasa fue menos efectiva cuando

se dilye desde 2 mg/ml a 0,02 ¢ 0,04 mg/ml.

EJEMPLO 4A

Se mezcld higado de buey cen Tris 0,025 M,
glicina 0,025 M en mtt 0,01 My, & pH 7,5 en una pro~
porcién de 2 wl de tampdn por g de higade. Ia paéta-
se ocentrifugd a 090 y & 20,000 x & durante 60 minutos
(proteinas extraiéas, 60 g/litre de -liguido sobrena-
dante; orgoteina, aproximaéamente 150 mg/litre). Se

preparé une .solucidn medre de pancreatina (100 mg/ml)
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(Calidad VI, de pénersas de cerde; sctividad equivalen
te & 4 x NF) en tampon Trdie~HCL 0;05 M de pH 7,5. I
1{quide sobrenadante del extracto de hizado ds buey,
con un pH de 6,7, se veleré a.pH ?,5 cen Tris 1 Mo

A cada 100 ml de extracte de higade de buey se afiadie=
ron 6 ml (0,6 g) de solucion madre de pemcreating ¥ 1
ml de azida de sodio al 10%. La mezels (pH 7,5) se in
cubd & 379 dursnte 2 dfas, en cuyo transcurso el 0o~

lor de la mezcla cambié de roje a pardo. {(proteine re~

_ sidual, aproximedamente 3 g/1; orgeteins, aproximade-

mente 150 mg/l).

la mezcla de incubacidn se dimlizé despuds
contra agua desionizada durente una noche y finslmente
en tampén de fosfato 0,005 M de.pH 6,0 (tampdn cel.).
El producto dielizade se centrifugé a 02C, en condi-
clenes de 20000 x g durante 1 hora, y lﬁege sa £iltré
& través de un micrefiltre Versapere. El filtrado te-
nia un pH de .6,3 y una conductivided de apreximadamen-
te 250 /umho.

ELl oontenide de ergeteina de las proteinas
remanentes en aquél era mayer del 5%, en comparacien
con aproximadsmente 0,2% en las protefnas selubles ox
trafdas de la suspensien de partida. Se aislé orge-
teina pura a partir del filtrade de la menera que se

deseribe & continuscién.
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'Se. rellend una celumna de intercambio de ion
de pequefias dimensiones con dietilaminsetil-celulesa
DEAE 52, de 8,5 ml de volumen de lechs. Se equilibré
con tampén de.fesfato 0,005 I, de pH 6,0. E1l caundal
fue apréximadamente de 20 ml por hera. Se cargaren en
la celumng 253 ml del filtrade arriba descrito, squi-
valente & 82 g de higado (9,6 g de higade/ml). Se lave
despuds la celumna con 30 ml de tampén de Fesfate
0,005 M, de pH 6,0. Se sluyé la orgoteina con un gre-
diente lineal de fosfate 0,005 M, de pH 6,0, a fesfa-
te 0,005 I en NaCl 0,075 M, de pH 6,0, en un volumen
total de 170 ml. La posicien del‘pice de la orgeteina
se localizd con.méncha de enzima NBT, y las impurezas
por eleofrofaregramas de mancha de proteina azul
Ceomassie sobre agaresa. Los tubes que contenian 2Tg0-
tefna y una propnrcién esencialmente nula de impurezas
se reunieron en una sola fraccién, y aquéllos que con
ten{an orgoteina junto con cisrta propercién de impu-
rezas en otra fraccidén. Ambas fracciones se dializaren
por separade, se aﬁadié,‘en caso deseado, sacaresa co-
mo estebilizante, ss filtraren y se liefilizaron. |

| E1l rendimiento de orgoteins pura fue de 27,6
mg (0,034%, basade en el higado de partida; 62% del
tedrice). El rendimiento de orgoteina sustancialmente

pura fue de 10;6 ng (0,012%; 22% del tedrice), leo que
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daba una recuperacion total de orgotefna de 84% del
valer tedrice.

La orgoteina sustancialmente pura se puede
recircular ¢ purificar adicionalmente per un trata-
miente enziméticoe con otra enzima proteolftica, peej.,
Prenasa, o per cromatografia en estade de gel o cro-

matografia de intercambiec de ien.
EJEMPLO 54

Se sigue el procedimiento del Ejemple 1A ¢

R
b

2A empleando una cantidad de prenasa cepulada & hidq&

zida de acetil~celulosa o carbeximetil celulesa (Engl

ta), enzimdticamente equivalente a la pronass emples~-
da en aquél ejemple. Despuds de digestidn, se separa
la pronasa per filtracién y se aisla la orgoteina del

filtrado de l& manera arriba deserita.

EJEMPLO 64

Se sigue el procedimiento del Ejemple GA, .
empleande una solucien al 1% de ergeteina (70—97%‘de
pureza) que centiene proteinas extrafias residuales, en
Iris 0,025 M, glicina 0,025 M y Ca012 0,001 M. Des-
pués de 2 dlas a 37%C, la selucidn de orgeteina estd

completamente exenta de proteinas extrafias. Se afsla

la orgeteina pura por filtrmeidn, didlisis y liofili-
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Za6ifn.
BEJENFLC TA

Se separan las proteinas solubles de las mg
terias inselubles centenidas en higado de buey de la
manera que se ha descrity en el Ejemple 4A, 6 despuds
de rotura de las células per senificacidn, o por file
tracién e alta presion. Después de centrifugar, se
ajuste el pH del liguido sebrensdante & 5,0 y se ca=-
lienta con rapidez a 65-802C, menteniendo dicha tempe-
ratura durants 15 a 90 minﬁtoso se enfria a 379C y se
separa el prescipitade abundente fermade per ceﬁtrifaa
gacion o filtracidn. (Prote{nas residuales, menos
del 10% de las prete{ﬁas extraidas; orgoteina, apro-
ximedamente 200 mg/l.)

Se ajusté el pH del extracto tratade térmica
mente a 7,5 con tampén de Tris 1 M y se afiaden @
aquél, a 37¢C, epreximadamente 3 g de pancreatina ¢
aproximadaménfe 50 mg de pronasa por litre de extracw
t0., Al cabo de dos dias, se enfria a la temperaturs am-
biente y se dializa como se ha descrite en el Ejempio
44. El producto dializade contiene orgeteina que se
paede aislar del mismo, si se desea, por oromategraf{a
en una celumnée de intercambie de ien cargade con DEAE-

celulvsa, p.ej., come s@ ha descrite en el Ejemplo

- 60 =



10

15

25

16.12.72

409308

4A.

EJEMPIO 8A

Se sigue el procedimiento del Ejeuple 74,
excepto que se calienta la memcla total de higado
de buey homegenaizddo y extracto acuoso antes de la
centrifugacion en lugar de hacerlo despuss, elimindne
dose con ello una de las otapas de separacion. Esta
variscidén reduce en mds de 80% las proteinas extrafias

extraidas juntamente con 1la orgoteina del higado.

EJEMPIO 9A

Se. gigus el procedimiento del Ejemple TA ¢
84, exceptd que se emplea primeramente pancreatins y
luego, dos df{ss mis tarde, pronasa adserbida sobre
un soperte insoluble en 1a etapa de tratamiente con
enzima, cada una.de ellas en las captidades indicadas

en el Ejemple VII.

EJEMPLO 104

Se sigue el precedimisnto del Ejewple BA,
exceptd gque se reduce el volumen de tampén eunplesado

en la extraccidn en un 25 a 75%.

EJEMPTO 114
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e gigue ol procedimiente del Ejewple B4,
empleands un pese igual de eritrocitos lavades y com
pactades de bovine,; equine e de seres humenes en lugar

de higade come waterial de partida.
EJENPLO_124

Je siguen los procedinmientos de los Ejemples
lA-4A © ?ﬁ~9A;'excepto que, después de.la digestisn
con pancreatina, se precipita fraccionadamente cen
055 ¥ 1,5 vol/vel de ocetona para reducir nas las im-
purezas proteinicas extrafias y para concentrar adicie-
nalmente la ergeteina. Se puede llevar a cabe una pu~
rificacién subsiguiénté por cromatozrafia, p.ej., con
DEAX~celulesa, del prseipitade, con una cargs de nues—
tra de al menos 30 g equivalentes de higado por ml de

adsorbentea.
EJEMPLO 13A

Pars determinar ¢l ofecto de llevar a cabo
la stapa de digestidn proteclitica en diversas fases
del sislemiento de 1la orgoteina, se sometieron higado
integral de buey, protefnas solubles del higade de
buey y proteinas solubles de higade de buey tratadas
térmicaments & una purificacidn enzimdtioca cen pancreati

na °
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Para obbtener un extracto de las proteinas so-

lubles de higado de buey, se mezcleron 500 g (150 g de
solides) de higede de buey exn un mezclader con un li-
tre de una solucion tampon de Tris 0,25 M, glicine
0,025 M y Mn ** 0,01 M, de pH 7,5, para dar 1380 g/ml
de suspensidén., Se sometieron porciones de 100 ml de

la suspensién resultante a2 uno de les tratamientes si-
gulentes:

A. Se centrifugé ia suspension, en condicio=~
nes 4e 13.600'x g durante ) hora, para dar 78 ml (apro=-
ximadamente 6 g de solides, alrededor de los 2/3 del
total) de 1{quide sobrenadante, gque contenia 1007 de
las proteinas solubles y 100% de la orgeteina conteni

de en el higado de partida.
B. Los 78 ml del 1iquido mebrenadante de la

etapa A se sometieron a degradacion proteolitica con
300 mgﬂde pancreatina; pH 7,53 37%C, 24 a 48 heras.
Después de diche tratamiento, quedabs el 100% de la
érgateina y menog del 10% de las prote{nas solubles
totales del higado de partida.

¢, Se sometieron 100 ml de la suspension
de higade de partida & un tratamiento térmico a 6580
durante 15 minutes; se enfrid y se centrifugs para'
dar 78 ml de 1f{quido sebrenadante y 7,6 g (89,5%) de

proteinas inselubles precipitadas. Les 78 ml de 1fqui
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do sobrenadante se sometieren desPués al tratamiento
enzimético de la etapa B. Después de dicho tratemien
to, quedaba el 100% de la ergoteina y menos del 6%
de las proteinas solubles totales del higado de par-
tida.

D. Los 78 ml de 1{quide sobrenadante proce—
dentes de la etapa de centrifugacion de la etapa A se
sometieron a la etapa de tratamiento termice de la
etapa C. La centrifugacidn produjo 60 ml (2,70 g de
sclidos) de liquido sobrenadante y 2,05 g de precipi-
tado. Les 60 ml de ligquido sobrenadante se sometieren
luego al tratamiento con enzima proteolitica de la eta-
pa B. Despuéds de dicho tratamiento quedaba del 3 ai 6%
de las protefnas solubles. '

De los resultados obtenides en el Ejemplo
134 se deduce claramente que une etapa de tratamiento
térmice antes del tratamiento enzimédtico hace que gste
Qltimo sea mds eficiente, debide a que en las etapas
C y D solamente quedaba de 3 a 6% de las protainas‘ag
lubles totales, mientras que en B quedaba mis del.

6%

TRATAMIENTO TERMICO

EJEMPLO 1B

Se descompusieron eritrocitos de bovino en

16.12.72 , - 64 ~
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des veces su volumen de agua que contenia 108 de
( _++ f; "!“g" o — . rd 1_ N %o

Cu™ y an™" por cads 58 de orgoteina esiimada en
los gldbulos rojos de la sangre, y se calentarcon a
70~752C durante 1 @ 2 horas a un pH de aproxiwmadamen-
te T, es decir, al pH del punto isceléctrico de la
hemoglebina. Se diluyd de 2 a 3 veces, @e enfrio y

se centrifugé la pasta resulbante a 42C. Se dializé

. PR . e
y se liofilizo el 1{quide sobrenadante, que contenia

orgoteina sustancialmente purificada,
EJERPLO 2B

Se lavaron en suspensieén y se congelaron
para dejarlos exentos de suero gldébulos rojos compac
tados de equine, en dos veces su velumen de agna. Se
ajusts el pH @ 5,5 con scido acdtico. Se calentd la
suspension durente 15 minutos a 652C. Se enfrid a apro-
ximadamente la temperatura ambiente o & temperatura
més baja, y se separaron por centrifugacién las pro-
teinas precipitadas. Se ajustd el pH a 7,5 para pre-
oipitar el color rojo, y se centrifugd. Se mezcld el
1{quido sobrenadante con las tres cuartas partes de
su volumen de acetona enfriada con hiele. Se centrifu

gd y se desechd el precipitado.
De la orgoteina brute asi{ producida se po=-

dfa aislar orgoteina sustancialmente purea por filtra-
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cidn en estado de gel con tamiz molecunlar ptilizande

dextrana reticulada (Sasphadex G-75) como se describe

en la Patente de los EE.UU, Num. 3.579.495 & poer cro—

watograffa con resinas de intercambio de ion utilizen
5 ‘e DEAE~celulesa como se deseribe en le Preparacidn

Num. 3 de la Patente de los EE.UU. Nime 3.637.640.
EJEWPLO 3B

Se sigui¢ el procedimiento de los Ejemples
10 1B 6 2B empleando glébulos rojos de la sangre de bovi
nos, seres humancs, pollos, ovejas o cerdos, y se ca-
lento aproximadamente a sus respectives puntos isoelde-
trices de hewmoglobina, p.ej., a pH 6,8-7,4, preferibie—
mente a aproximadamente %’Oo '

EJEVPLO 4B

-

Se siguid el procedimiento de los Ejemplos

’
1B, 2B 6 3B, excepto que se calentaron los glébulos,
rojos en ausencia de agua adicional o en presencia de

20 un volumen igual de agu&.

BJIBHEPLO 5B

Se siguid el procedimiento del Ejemplo 2B,
excepto que se afiadieron 1,5 velumenes de acetona en

2
2 une sola vez., Se obtuve orgotefna de menor pureza. La

16.12.72 - 66 ~



trituracidén del precipitado con un volumen minimo de
agua extrajo selectivamente la orgotveina del precipi~-
tado. La centrifugacidn did una solucidn de orgoteina

de aproximadamente la misma pureza gue la obtenida en

I

el Ejemplo 2B.
EJENPLO 6B

Se siguid el procedimiento de los Ejemplos
2B ¢ 3B, excepto que se omitid la primera centrifuge-
10 cion.
EJEMPLO 7B
Se siguid el procedimiento de los Ejemplos
2By, 3B, 4B, 6 6B, excepto que no se separd ninguno de

15 los precipitados hasta después de 1a adicidn de los

primeros 0,75 volimenes de acetona.

EJEMPLO 8B

Se sigui¢ el procedimiento de cualquiera de
20 los BEjoumplos 1B & 7B, excepto que se calentd e §0e¢
durante aproximadamente 30 minutos en la etaps de ca-

lentaniento.
EJEKPTO 98

25 Se siguid el procedimiento del Ejemple 2B,

16.12.72 - 67 =



10

15

409308

pero empleando ultrafiltracion en lugar de la precipi

tacidn con acetona con objete de reduclr el volumen

que hubiera de someterse a la cromatografia.
BJEMPLO 10B

Se siguié el procedimiento del Ejemplo 2B,
pexro empleando la liefilizacion en lugar de la preci-

pitacion cen acetona.
EJENPLO 113

'Se siguit el procedimiento del Ejemple 1B,
excepteo que se caslentareon globules rojos de bovino 0:
de seres humanocs, diluides con agua en relacion 1:2,

a pH 7,0, durante 18 horas & 652C,

EJEMPLO 12B

25

16.12.72

Se siguio el procedimiento del Ejemplo 23
utilizando globulos rejos de bovines, equinos, seres
humanos, pollos, ovejas o cerdes, pero utilizande una
digestion enzimdtica de las impurezas proteinicas en
luger de la precipitacion con acetona, p.eje., por adi-
cion al lfguido sobrenadaute resultante de la etapa de
calentamiente de 1 a 3 mg de pancreatina per ml de
glébules rojos compactados de partida e incubacidn a

aproximadamente 379C durante 15 a 48 horas. Esencial-
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mente la totalidad de las prateinas excepto la orgo-~
teina se cenvirfieron es fragmentos digerides peque-
fios y dializables. De la mezcla digerida se podia ais=-

lar orgoteina esencialmente pura por ultrafiltracion.
LJEMPTO 13B

Se siguid el procedimiento del Ejemple 1B,
pero empleande como material de partida sangre inte-
gral estabilizada contra la coagulacidn con citrato
5641co.

Se mezclaron dos volumenes de sangre de bo-
vine recientemente recogida (85 mg/ml de prmteinas to~
tales, ZO/ug/ml de orgoteina) con 1 volumen de solucion
acuosa patrén de citrato trisddico al 3,8%, y dos volu-
menes de agua que contenfa 25 ug/ml de cu*t My 25mg/ml
de zutt M, obteniéndese asi una solucién de sangre in
tegral que contenia 1000/ug de iones cutt y an** por
cada 100 ml. S calento & 752C y se mantuve a dicha
temperatura durante 2 horas. Se¢ enfri¢ & aproximadamen-
te 102V por sdicion de 150 ml egua de hido. Esta diiﬁ-
eion éiimina también la necesidad de una etapa de la-
vado separada después de la centrifugacidn. Se centri
fugé y se separd el 1iquido sobrenadante (234 ml). El

1{quide sobrenadante contenia un total de 1,6 mg de

proteinas y 12 a 17/ug/m1 de orgoteina, lo cual repre-

- 69 -
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senta al menos una purificacion de 40 veces y un 70%
de recuperacion de la orgoteina contenida en la sangre
de partida. Esto se compara con un 90% de recuperacicn
de orgoteina y a2l menos una purificacién de 50 veces
cuando se parte de globulos rojos sin lavar (90 mg/ml
de proteinas totales) en lugar de sangre intégralu‘

Se aislo orgoteina sustancialmente pura del
liquide sebrenadante por licfilizacidn, come se deseri-
be en el Ejemplo 1B, ¢ filtracidn a travée de tamiz mo-
lecular, o cromatografia con DEAE-~celulosa como se ha
deserito en el Ejemple 2B.

Para purificar adicionalmente la orgoteiné
entes de su alslamiento como se ha descrito arriba, se
mezelaron 59 wl del 1iquido scbrenadante de la etapa
de purificacién térmica que contenia de 12 a 17/ug/hl
de orgotefna con 50 a 150 mg de pencreatina y 0,1 de
azida de sodio (para impedir el desarrelle de lus bagc
terias), y se mantuvo a 37¢C durante 15 horas, enfridn-
dose después. Ia solucién contenfa 1 mg/ml de protefunas
totales y lz/ug/ml de orgoteina.

En la reslizacién de los procedimientos arri
va indicados, la sencillez y la comodided estdn come-
pengadas en cierto grado frente a la pureza descada pa-
ra la orgoteina aislada del 1{quido sobrenadante oblew

nido después de la separacion de las proteinas preeipi

- 70 -



10

15

20

25

"%09308

tadas de los glébulos rojos celentados. As{, la preeci
pitacion con acetona produce una orgeteins wds purs
perc tiene la deévenﬁaja de requerir el empleo de di-
solvente organice. La cromatografia en columne por in
tercambio de ionAcon DEAE-celulosa produce orgoteina
de pureza satisfactoris, pero preseuta la desventajs
de requerir una etspa de dislisis para llevar la con-
centracidén idnica a niveles adecusdamente bajos, y 1a
cromstografia de grandes volumenes de 1iquido. Ia Ul-
tima desventaja, sin embargo, se puede eliminar per
concentracion previa del 1{quide sobrenadante median-
te liefilizacidn o evaporacidn a temperatura baja de-
8610 una porcién del 1iquido sobrenadante. La adsoi-

cién por cargas, suspendierndo el 1iquido sobrenadante

5 '3 . . . ’ Id
con ung resina de intercambio de ion, es mas comods

que la cromategrafia en celumna, perov es menocs efi-
ciente. La lieofilizacidn, & no ser que vaya precedi-
da por diglisie, no produce purificacidén algune por si
misma, perc ¢s un método muy oémodo para sislar la or-
5ote{na & pertir del sran volumen de 1{quido sobina~

dente.

Orcoteina Purificada

La orgoteina bhrute obtenida de acuerdo con

6l procedimiento de cualquiera de log ejemplos ente=-

16.12.72 -7 -
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rieres se puede aislar en forma pura por cromatografia
en estado de gel con tamices moleculares de hasta 2 a
5 g de la ergoteina brute en una columna (de 3,2 cm x
86,5 emy volumen total de lechs, 711,5 wl, volumen va
cie, 265,5 ml) de resina de dextrana reticulada cen
epiclorhidrina Sephadex G-75 Superfina (Farmacia, Suee~
cia), recogida del eluate en fracciones de 5,4 ml y
medicion de las abserciones Aygs ¥ Apgy el mismo. Co-
menzande eproximadamente con la fraccién num. 50, es-
tas abgorciones aumentan bruscamente y alcanzen un mé-
ximo apreximedamente en la fraccién 68. Las fracciones
66 a 73 contienen la mayer parte de la orgeteina total
en estado ultrapure. Hacia la freccién 98, estes absor-
cienes descienden a cere, hasta llegar aproximadamente
e la fraccion 116. Las Unicas impurezas importantes
aparecen en los tubos 45 a 60 y en los tubos 118 a
1500

Alternativamente, se aplica una seluciodn
acuosa de haste aproximadamente 10 g de la orgoteina
brute ebtenide en el Ejemplo 1B & una columma ( de
2,5 x 30 cm; velumen ds lecho, 147 wl) de DEAE-celulo-
sa (DEAE-23 Pivresa, Reeve-Angel) equilibrada coen tam-
pén de fosfatoe 0,005 ¥, de pH 6,0. Se revela la colume
na & un caudal de 240 nl/hr cen tampén de fosfato 0,005

M. La elucién de la orgoteina se efectia con 4 litros
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del wmismo tampor que tiene una concentracién de NaCl
creciente desde O a 0,08 i, Se determinan les conteni
dos de Cu y Zn y las absoerbancias A265 y A28O del eluato,
p.ej., como se ha descrito en les e¢jemplos dados en eg
ta memoria. Aparecen tres pices principales, todos

elles con estructure fine, que comienzan a 575 ml,

750 ml y 1.425 ml del eluato que aumenta escalonadamen-
te. La orgoteins (segunde pico) estéd presente en la
poreidn del eluato en la que la relacidén de absorban-

cis, A265/h es 1,27 y los contenides de Cu y Zn

280
son méximes. La porcidn de 750 ml & 1030 ml (0,025 &

0,035 M) del eluato gque aumenta escaleonadamente con-

tiene susteancialmente la totalidad de la ergoteina em
un estadeo de gran purezt.

PURIFICACION CROMATOGRAFICA EN UNA SOLA ETAPA

EJEMPIO 1C - Cromatografis de Orgoteina Procedente de

.B{gade de Buey.

Se corta higado de buey (212 g) en tirss de

2 cm de anche, se eliminan el tejide conjuntive y los
vesos sanguineos, se lava pare eliminar la sangro y se
howogeniza & lg maxime velocidad en un mezclador de al-
ta velecidad (esterizer) con 3,8 ml/g de higado de tam-
pén 0,025 M de tris-HCl, de pH 7,5, en sacarosa 0,3 M
y HC1 0,05 M. Se centrifuga (20.000 Gy 082C; 6C min);

se separe el producto centrifugade; se dializs el 1i-

-73 =
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quido sobrenadante en rosfato 0,005 M, a pH G6,0; se
centrifuga de nueve y se filtra a través de wa filtre
de tipe micrepore (Versapere) para obtener una solu-
cidn clara.

Se aplica el filtrade directamente a una co
lumna de intercambio de ien cargada con dietilamineetil—
celulosa (aproximadamente 40 g; de 2,5 em x 40 cm)
(DE-23, fibrosa, W. & R. Balston, Ltd., Hardetone, Kent,
Inglaterra). Se lava la columna (caundal: 200 ml/hr) cen
un litre de tampén de fosfato (0,005 M, a pH 6,0) y
después con cuatre litres del misme tampén que centia-
ne NaCl en ung cantidad continuamente creciente con un
gradiente poco acusado desde 0 a 7,5 x 107¢ M; caudal:
200 ml/hr. Se determinan las absorbancias Ayes ¥ Bogq
del eluato y se comprusban centinuamente les centenides
de Cu y Zn del mismo per espectrofetemetris de abser-
cion atomica. (Instrumentation Ieboratories, Inc., La-
xington, Mass,, Modelo 353). Después de recoger un li-
tro de eluato gue no contiene nada de NaCl y 750 ml de
eluato que contiene cantidades grédualmente crecisntes
de NaCl ¢ KCl, &n cuye punte la molaridad alcanza gra~
duslmente aproximadamente 0,018 I, les valores de abe

sorcion A265 y A nn descienden a valores bajes y

280
los contenides de Cu y Zn aumentan bruscamente. El

eluato que se recege después de ello, hasta el punte

16.12,.72 - T4 =
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en que el centenido de Cu desciende de nueve & un mi-
nime y la molaridad llege a ser aproximadamente 2,8 x

1072

M (550 ml de eluato) contiene 240 mg de orgeteina
de pureze satisfactoria. Cuante mas estrecho es el cor-
te tomade de esta porcién del eluate, tanto mayer se-
ré la pureza de la orgoteins aislads del misuo, y me-
nor el rendimiento en aguélla.

La orgoteina de la médxima pureza estd presen
te en el eluate que tieme una cencentracion idnica de
aproximadamente 0,022 M (& 950 ml de eluato total). En
este punto, ambas curvas de absorcidn de Cu y Zn exhi-
ben méximos. La didlisis de la fraccién de 750 ml &
1300 ml] del eluato contra agua a una conductividad de
0,04 pumhe, la filtracion & través de un filtre de tipe
miorepere (Millipere,de 0,22/u) y la liefilizacidr en
condiciones estériles, preferiblemente después de nez=
clar cen aproximadamente des veces su peso de sacarosa,
calculade sobre la eorgeteins, produce orgoteina inyec-
table aislade, plenasmente activa, no antigens, de una
calidad comparable 2 la que se prepara en la actual&dad
comercialmente para use veterinarie. -

31 se desea, el lavado de la columna para se-
parar preteinas noe adsorbidas y ligeramente adsorbidas
antes de eluir la orgoteina se puede llevar a c¢cabo tam~

bién & una cencentracion idnica censtante o bien & una
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concentracidén idnica que aumente escalonadamente o

de manera continug, p.ej., eluyendo la columna cen
le selucien tampén arribe descrita gue tiene una con-
centracidn idnica de aproximadamente 0,012 M a apro~-
ximadamente 0,015 I, hasta que lag sbsorciones A265
h§ A280 descienden a valeres minimos, y eluyende luege
la orgoteina a una concentracién idnica constante (p.
ej., aproximadamente 0,2 li) o & una concentracion
ionica que aumente escalonadamente o de wanera centi-
nue dentre del margen de apreximadamente 0,018 M a
aproximadamente 0,028 M. La columna se puede liberar
luego de proteinas adsorbidas residuales aumentande
la concentracion ionica del eluyente e aproximadamer—
te 0,1 M ¢ mayor.

Siguiendo el procedimiente del Ljemple 13,
se obtienen resultedecs comparables utilizande TEAD-
celulosa y una resina de dextrana reticulada que con
tiene grupos dietilamincetile (DEAE-Sephadex).

Siguiende el procedimiente del Ejemple 10,
se obtlenen resultados cemparables partiende, respace—
tivamente, de las proteinas sclubles extraidas del
cersbro, rifienes, bazo, pulmenes, testicules, pén-
creas, timo, visceras y tejido muscular de bevines,
asi como de los mismos tejidos procedentes de cerdes,

caballos, ovejas y polles.

- 76 =
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EJEMPLO 2C ~ Cromatografia de Orgoteins Procedente de

Hisado de Buey

Se sigue el procedimiento del Ejemple 1C, uti-
lizande DEAE-celuloesa liicregranular, DE-52, come re-
5 sina de intercambio de ien. Esta resina tisne la ven-
taja de dar una separacién mes neta entre la orgoteina
y las otras prote{nas, pere presenta la desventaja de
un caudal méﬁ vajo. EL espectro de eluccion se muestra
en la figura 2C.
10 El gradiente de elucién para el corte de or—
goteina esta comprendide éntre 0,020 y 0,025 M (tutos
85 a 110, de 10 ml cada uno), obteniéndese 165 mg J»
orgoteina de pureza satisfactoria. Preferiblemente, ¢l
corte se toma desde 0,020 a 0,023 M (tubes 85 a 100),
15 dado que el corte més estrecho da orgeteina de mayer
pureza, practicamente sin perdida alguna de la orgoteina.
Certes aun més estrechos, p.ej., de los tubes 88 u 32,
preporcionan menores rendimientos de ergoteina de pure~
za todavie mayor.

20 BJENMPLO 3C - Crematografia de Orgoteina Previamente o

rificada Procedente de Higado de Buey.

Si se desea, una percien de las proteinas so-
lubles extraidas del higado como se ha descrito en el

Ejemplo 1C se puede someter a un fraccionamiente de pu-

25 rificacion previa con sulfato aménico. Se ajusta el 1i
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gquide sobrenadante (aproximademente 1600 ml, de pH

6,5 a 6,8) procedente del extracto centrifugado a pH
7,5 con NH OH 3 N. Se afinden 25 g/100 ml de sulfato
amenice sé%ide & la temperaturs ambiente cen agita-
cién para llevar la selucien a 40% de saturacien. Se
mantiene el pH a 7,5 tode el tiempe. Se agita durante
30 minutes més & la temperatura ambiente y se centrifu~
ga luege el precipitade abundante a 20.000 G y 02C
durante apreximedamente dos heras. Se decantea elrli-
quido sobrenadante y se valera a pH 5,0 (4°2C) cen
H,80, al 10%, afiadiéndese después 22 g ¢ 35 g/100 ml
de (NH4)2SO4 sélide a agqudl en percienes, para llavar
la concentrecion al 70% é al 80% de la saturacién.
Se centrifuga el pracipitade abundente a 20.000 G
(04C¢) durante 1 hera aproximadamente. Se desecha €l
1fquidw gsobrenadante y se disuelve el precipitade en
un velumen minime (100 ml) de ague desionizada. Se
dialize en tampen de¢ fesfate 0,005 M.(pH 6,0) hasta
reaccién negative de SO4= (apreximadamente 6 cambi o8
de 4 litres cada une). Se clarifica per centrifuga-
cién & 20.000 ¢ (02C). Se ajusta el 1{quide svbrena-
dante & pH 6,0. Eata solucidén se puede aplicar luege
2 una columna cromategrafica de DEAE-celulssa de la
mensra descrita en el Ejemple 1C.

. Orgeteina Posteriorments purificada

-8 -
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Para preducir orgoteina ultrapura, utilizan
de un gel micreporese que actiue come un tamiz mole-
oular, se disuslve el liofilizadoe de orgoteina obte-
nide come se ha descrito arriba en el Ejeupls 1C en
tampon 0,05 ¥ de tris-HCl (pH, 7,5; KC1 0,15 M; gli-
cina 0,005 N, ezida de sodie al 0,02%, cut 1074, o
10"5, 492C) a una concentracien de aproximadamente 70
mg/ml. Se clarifica peor cemtrifugacidén, si es necesa-
ris, y se aplica & wne celumna de Sephadex G-75 (de
3,2 x 96 cm, velumen de leche aproximadamente 775 ml),
calibrada cen el mismo tampén que contiene cutt 1074
My Zn** 10-'5 M. Se recoge sl eluate en fracciones de
5,4 ml y se miden las absorbancias A265 ¥y A280 de las
mismas. Comenzando aproximadamente en la fraccien 50,
eptas abserbancias aumentan de repente y alcanzan un
médxime a8l llegar aproximadamente a la fracecién 68. Las
fracciones 66~73 centienen una mayor parte de la orgé«
teina tetal en un estado ultrapure. Hacia la fracecien
98, estas abserciencs descienden & cere hasta llegar
sproximadamente & la fraccien 116. La unica impureza
impertante aparece en les tubes 118=-150,

la orgoteina obtenida de acuerdo cen los
ejemplos 10-3C anteriores se puede purificar también

por repeticién de le cromategrafia sobre une resina

de intercembio de snidn.

16012072 bt 79 e
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Para preparar la celumna, se agitan 30 g de
DEA~-celulosa-52 Whatman, micregranular (W. & R. Balsten,
Hardstone, Kent, Inglaterra) en 300 ml de tampén de
fosfato O,1 M, a pH 6,0. Se deja que sedimente la sus
pension y se decanta el liguido sobrenadante. Se afiade
tempén de fosfate 0,01 M, de pH 6,2, y se agita la mez
cla & fondo. Se deja que la suspensién sedimente duran—
te 10 minutes y se decania el liguide sobrenadante. Se
lava la celulosa con el tampén de partida hasta que
tanto el pH come la conductividad permanecen constantes
sn los valores cerrectos. Se aplice un vacie suave a
le suspension pare eliminar el aire y el didxide de car-
bono ocluides. La suspensién deberfa utilizarse inme-
diatamente pars el relleno de la columna. Si la resine
se deja en contacto con tampones o polielectrelites du—
rante m&s de una semena, debe afiadirse un agents de con
gervecion; p.6j., tolueno.

Je provee una columna de vidrie de 1,5 cm
de digmetro con una red de nylen y se menta una unided
soporte de filtre Millipore en el fonde, verticalmentsa,
Se llena la columna con tampén de fosfato seédice 0,01
M, 8 pH 6,2, y se vierte la suspensién equilibrada y
relativamente espesa de DEAE-celulesa (aproximadamente
120-150 per ciente del volumen original) en la columna

a traves de un embude unide al extreme superier de la
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celumna. Se mantiene la. llave de fonde de celwumna ce-
rrade hasta que se haya sedimentadc en el fondo 1 cm
de la celulosa, y luesgo se abre la llave de fonde de
columna para dejar que se produzca un flujo libre. Se
rellena una celumna de eproximadamente 20 c¢m utilizan-
do tiewpos de sedimentacion de 20-30 minutos. Se reti-
ran les fines que sedimentan lentamente per el extre-
me superior de la columns, por aspiracicn. Se equili-
bra la celumna haciende fluir & su través el tampén
de partida durante varias horas e durante una nocne.
Se controlan el pH y le conductividad del eluate para
asegurar un equilibrie cemplete entre el intercambia-
dor y el tampén. Se ajusta el caudal per presidn hi-
drestdtica dispeniendo la fuente de tampdn aproximeda-
mente & 40 cu por encims de la cabeza de la celumna,
lo cual preducird un caudasl de aproximadamente 30 ml
por hora pare una columna de 1,5 cm de didmetro y 20
cn de altura; con un volumen de leche de 30 ml.

Se disuelven 100-200 mg de le srgoteina de
paritde en 2 a 4 ml de tampén de partida, y la selucidn
verdosa resultante se depesite culdadosamente en forma
de capa sobre la superficie del leche. Después de la
sbsorcidn, la solucién de orgeteina aparece come- una
bande verdesa anpcha cerca del extremo superior de la

columna, Se conecta la columna al deposito de tampén
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¥ se comisnza la elucisn cen tampén de fesfate 0,01

W, de pH 6,2. Se recogen fracciones de cinoce mililitres,
utilizande un colecter de fracciones Simplex (B. Braun,
Melsungen, Alemania Occidental). Se trabaja con le ce
lumna a la ‘temperatura ambiente y se enfria el eluats
con agua de hisle. Se separa uns bande de coler rosa-
de pardusce de la zena de la muestra centenida en la
celuma por aplicacién del tempén de elucién, que se
desplaza cen rapidez hacla abaje y se eluye inmediata~-
mente después del velumen vacis, requiriende un volumen
de tampén de 40-50 ml. Después de reunir las fracciones
que centienen las impurezas que se eluyen con rapidez,
se continua la elucidn cen tampen de fosfate 0,01 N,

2 pH 6,2, hasta un velumen tetal de apreoximadamente

300 ml. Después de haberss recegide apreximadamente 120
ml ds eluate, ss eluye un material adiciengl con absor-
bancia mener pronunciada a 280 ma. No pedrie eluirse
mégs material con tampén de fesfate 0,0L M, a pH 6,2.

Ia elucidén de la orgoieine se lleva & cabe
per aumente escalenade o continue de la concentracisn
iénica del tampon. No s observe une elucién imperten-
te hasta que la concentracion idnica se aumenta a aprom~
ximadamente 0,015 M. Llegade este womente, la zena que
queda en el extremo superior de la columna emigra ha-

cia abaje en ferma de una banda de coler verde clare.

16.12,72 ~ 82 ~



409308

Se censigue ls elucion cowpleta con tampén 0,028 M,
Las fraceiones de eluate que contienen la or-
goteina =e reunen, se dializan extensamenlte y lusge 6

liefilizan,

En etre métode de purificacién pesterier de

LS ]

la org@teina, se afiaden 2 168 550 wl sin dializar de
eluate del Ejempls 1C Que centienen la orgeteina (con-
centracién idnica de 0,018 a 0,028 M) 5 wl de aceﬁate
cuprese 10“2 Ny 5 nl de zine 10-3 M.para llevar su

10 concentracion en el eluate a apreximadamente 1074 ¥
10“5, respectivamente. Llevar el eluate rdpidamente a
758C, y mantener & esta teumperatura durante 15 minutes,
préferibleménte en atmésfera de nitrégense. Se enfria
en bafie de hiele & temperatura inferier a 10¢C y se

15 separa el precipitadc abundante, efectudndese después
una diéliais contre agua desienizada. Se estabiliza
por disolucién en aquel de 180 mg de sacarcsa. Se eg-
terilize por filtracien & traves de un filtro micrepe~
rv pasando 2 una ampelle estarilizada para obltener uns

20 solucidn estéril, la cual se pusde liefilizar para dar

orgoteina pura.

Le orgoteina obtenida de acuerde cen ellEjsmm
ple 1C =e pugde purificar pesteriermente también cen
una celumna de carbeximetilcelulssa. Se preparé una co-

25 lumne de CMC de 11 ml y se equilibrd cen acetate 96di

16.12.72 - 83 =



ce 0,01 melar, de pH 5,3. Se disslvieren 40 mg de la
orgoteina purificada cen DEAE-celulesa arriba indicada
en tampén de acetato 0,0l melar, a pH 5,3, y se diali-
26 contra varias cargas del mismo tampon. Les inselu~

5 bles, en case deméxistir, se separaren per centrifuga-
cién y el 1{quide clare scbrenadante se depesite en
forma de capa en el extreme superier de la celumne de
OMC. El caudal fue aproximademente de 12 ml per hera.
Ia columna se lave cen 30 ml de acetate 0,01 melar, &

10 pH 5,3, para eluir las preteinas ne adserbidas. Se cen-
tinud luege la elucién cen un gradiente-lineal de ace-
tate sédice 0,01 melar a 0,1 melar, a pH 5,3, en un ve-
lumen total de 200 ml. Se eluye orgeteina ultrapura en
un intervale comprendide entre 0,018 melar y 0,028 me-

15 lar, y se aislé del eluate de la manera que se ha des-
crite arriba.

BJEMPLO 1D - Cremategrafia de Orgoteina Procedente de

Sangre de Buey.

Se recege sangre fresca de bevine (870 ml)
20  ep citrate sédice al 3,8% (0,5 vel/vel). Se éentrifﬁga
a 4000 revs. per min. & 02C. Se desecha el plasma y se
lavan lss,giébules rojos compactades (PRC) tres vecas
con selucien salina allro,9‘7ou Se.desoomponén los glébu~
les rejes compactades per senificacien durante 5 minu~

25  tes a 1a temperatura ambiente (Biesenik III, ajuste Nim.

16012072 i o= 84 -



10

15

20

25

16.12.72

$09308

70). Se dializa primeramente cenira agus destilada y
luego contrs tampén de fosfate 0,005 M, & pH 6,0 duran
te 24 heras a 42C (4 sustituociones de 4 litres cada
una); eumente dé velumen, apreximadamente 110%.

Se aplica el extracte dializade a una co-
lumna (de 2,5 x 30 cm; velumen de leche, 147 ml) de
DEAE~celulesa (DEAE-23 Fibrose, Reeve-Angel) equilibra-
da con tampen de fesfate 0,005 I, a pH 6,0. Se revela
la oolumpe a un caudal de 240 ml/hr con ‘tampén de fes-
fate 0,005 M. La mayer parte de la hemoeglebina apare-
¢e en el velumen vacie, y el resto se separa cen 230
ml edicienales (450 ml en tetal). La elucion de la ere—
goteina se efectis cen 4 litres del misme tampdn que
tiene una cencentrscién de NaCl,que auments de O a
0,08 M. Se miden los centenidos de Cu y Zn y la 8beer-
bancia del eluate A265 y 4280 come se ha'descrita g R
ba, Aparscen tres pices principales, todes elles con
estructura fina, que comienzan & 575 ml, 750 wl ¥y
1425 ml del eluato que aumenta escalenadamente, La %r
geteina (megunde pice) estd presents en la perciem del
eluate en.la gue la propercicén de abserbancias A255/
Aygo €8 1,27 y les contenidos de Cu y Zn son méximes.
Le percien de 750 ml a 1030 ml (0,025 - 0,035 M) del
eluate que aumenta escalenadeamente contiene sustanoclal-

mente la tetalidad de la orgeteins en un estade de pu-

- 85 =
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rezs slavada.
El espectre de la elucidn se muestra en la
figura 1D, en la cual se representan les centenides de

Guy Zn y las absorbancias A ¥y A280 del eluate. Co-

265
me se ve en le figura, los centenides de Cu y Zn comien
zen & asumentar de repente hacis el tube 60. Bn el Hu~-
be 70, cemienza a auméntar la sbeerbancia A265' ¥ apre-
ximademente en el tube 80 sebrepasa a la abserbancia
Aygye Esta percien del eluste contiene ergeteina des le
méxima pureza. El centenide de impurszas se eleva des-
pués como se deduce del aumente en las absorbancilas
Aygs ¥ Apgo acempafiado per una disminucién en les con-
tanides de Cu y Zn. Se recegs el contenide de les tabes
70 a 92, y se aisle de les mismos la srgoteina.

Se dializa el corte de ergoteina contra egus
desienizada a apreximadamentes 0,3 & 0,45/umho, ge fil-
tra a través de un filtre des 0,45 micres, y se 1imfiii
z&. S¢ obtienen apreximadamente 52 mg de @rgatein&,
le que equivale a un rendimiente de 0,01 3%, caleulade
con respacte & los glébulos rojes compactados, con ac-
tividad de sedasa de 2500 unidades/mg, le que represen-
ta cerca del 75% de la actividad tetal de superdxido--
dismutase originalmente presente en el preducte resul-

tante de la rotura de les globules rojes, como se da-

termine per una cembinacien de los procedimientos de

16012072 A 86 hd
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McCexrd y Pridovich, JBC 244, 6049 (1369).

La celumna se pusde regenerar para volver a
ger utilizada iavéndela con tampén de una concentra=
oién idnica al menes 0,1 M y hasta 2 M, y enjusgando-

5 la después cen agua desionizada.

Siguiende el procedimiento del Ejemple 1D,
se aisla orgeteina précticamente pure & partir de glo-
bules rejes de seres humanos, de ceneje, de rata y de
polle, respectivamente. ' ;

10 Siguiende el procedimiente del Ejemple 1D,
se obtlenen resultades comparables utilizande TEAE-ce-
lulese y una resina de dextrans reticulada que contie-

ne grupes dietilamineetile (DEAE~Sephadex).

EJEMPLO 2D

15
"Se sigue exactamente el procedimiente del

Ejemple 1D, excepto gue la celumna liberada de hemo-
globine se libera de proteinas fdcilmente eluibles
con sproximadamente 500 ml de tampen de fesfate 0,005
20 M llevado & una conceatracién idnica 0,02 M cen Nall,
se eluye la ergeteina con aproximadamente 1000 ml del
misme tampén llevade & une cencentracién idnica 0,035
M con NaCl, toméndose el corte de orgoteina de la por-
cien del eluate en la que la propercién de abserbancias

25 A265/1280 es aproximadamente 1 ¢ mayer y les contenides
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de Cu y Zn son mdximes, y la celumna se lave con apre-
ximadamente 1000 ml del misme tampen llevade a una cen-

centracieén idnica 0,1 M cen NaCl.

EJEMPLO 3D

Se centrifugan, se descempenen y be dialigzan
2 unidades de sangre humana pasada de fecha en Anticoagu
lante ACD (1 unidad - 450 ml de sangre en 67,5 ml de
ACD; 100 wl de ACD centienen 2,45 g de dextresa, 0,80
g de dcide citrice, y 2,2 g de citrate sedice, calcula~-
de en ferme hidratada), como se ha desorite en el Ejem-
ple 1D, '

Se aplica el extracte dializade a una celum~
ne (de 2,5 x 38 cm; veolumen de lechs, 136,2 ml) de ia
misme DEAE-celulesa equilibrada empleada en el Ejemple
1D. Se revela la celumne come ¢ ha descrite en el
mismo. Se eluye la orgoteina con 6 litres del misme
tampen de fosfate 0,005 M que tienme una cencentracion
de NaCl gque sumenta desde O a 0,10 M. Se determinea les
contenides de Cu y Zn y las abserbancias A265 y AZSG
del eluate como se ha descrito arriba. Ia arg@teina _
estd présente en el primer mixime Cen una preperciin
A265/h280 proxime 8 o mayer de 1,0 y en el que 168 Con-
tenides de Cu y Zn sen méximes. Bl corte eluide cen un

gradiente de NaCl 0,05 a 0,06 M (tubes 150-170, Velu-

- 88 -
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men tetal apreximadamente 200 ml), contiene sustan—
cialmente la tetalidad de la ergsteina en un estade

de alta purezea.

Se dializa el certe de eluyente de orgeteina
5 contra agua desienizada a apreximadamente 0,3 a 0,45

Jumhe; se filire a traves de un filtre de 0,45 micras,
y ¢ liefiliza. Se ebtienen aproximadamente 60 mg de
orgeteina (0,0125%, calculade sobre 1les glébules re-~
jos cempactades).

10 Se obtienen resultades comparables per un
reveleds escalonade de la columna cen tampén de fesfa-
te 0,005 M que centiene apreximadamente una concentra-
cien 0,015 M de NaCl para separar las gretefnas que ge
sluyen wds fdecilmente que la ergeteina, con tampen que

15 contlene apreximadamente une cencentracieén 0,03 M de
NeCl para eluir 1a ergeteina, y cen tampén que contie~
ne apreximadamente una cencentracisen 0,1 M de NaCl bg

¥

ra lavar ls columna.

EJEMPLO 4D

20
‘Se emplean 1100 ml de sangre fresca de ceno
jo en oitrate sédice al 3,8% (0,5 vel/vel). Se centri
fuga, se descempenen les glébules rojes y se dializa
como se ha descrito en el Ejemplo LD (aumento de wvolu-
25 men, aproximadamente un 100%). .

16.12.72 - 89 -
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Se aplica‘el extracto dializado & una colum
na (de 2;5 X 41 cm, volumen de lecho 201 ml) de la
misma DEAEuce;ulqsa empleada en el Ejemplo 1D, Se re-
vela la columna como se ha descrito en dicho Ejemplo.
Ia mayor parte de 1a hemoglohina aparece en el volumen
vacio, y el resto se elimina con 500 ml adicionales
(650 ml en total). Se eluye la orgoteina con 3 litros
del mismo tampon de fosfato 0,005 M que tiene una con-
centracidén que aumenta desde 0 & 0,08 M. Se determinan
los contenidos de Cu y Zn y las absorbancias A265 ¥
AZBO del eluato como se ha desorito arriba. Le orgo=-
teina estd presente en el primer pico, con un propor
cidn A265/3280 préxima a o mayor de 1,0, y 1los conte-

nidog en (h;L"H ++

y Zn¥* con absorbancia méxima. El corte
eluido con un gradiente de NaCl 0,020 a 0,030 M (tu-
bos 60 a 90, volumen total aproximedamente 240 uml) con=-
tiene sustencialmente la totalidad de la orgoteina en
un estado de alta puresza.

Se dialize el corte de orgotelna contra ugua
desionizade & aproximadamente 0,3 a70,45/umho, se i)
tra a través de un f£iltro de 0,45 micras, y se liofilj
z8. Se -obtienen aproximadamente 45 mg de orgoteina
(0,01%), caloulada sobre los globulos rojos compacte

doe. En porciones adyacentes del eluato existe orgoteina

adicional de menor pureza.
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Se obtiemen resultados semejantes por un re
velado escalonado de la columna con tampén de fosfato
0,005 M que contiene aproximadamente una concentracidn
0,015 M de NaCl para separar proteinas mds fécilmente
oluidas que la orgoteina, con un tampdn que conbiene
aproximedamente una concentracidn 0,02 I de NaCl para
eluir la orgoteine, y con un tampdn que contiene apro=
ximadamente une concentracidn 0,1 M de NaCl para la~

var la columng.

Orgoteina Post-purificads

La orgoteina obtenida de acuerdo con el pro-
cedimiento de los'ejeﬁplos anteriores se puede purifi
car adicionalmente por cromatografia en estado de gel
sobre tamices moleculares en una columna (de 3,2 cm
x 88,5 cm; volumen total de lechoy; 711l,5 ml; volumen
vacio 265,5 m1) de resina de dextrmna reticulada con epi~
clorhidrina Sephadex G-75 Superfina (Farmacia, Suecia),
recogiéndose el eluato en fracciones G6 5,4 ml y deter-
mindndose las absorciones A265 y.A280 de diochas frac
ciones. Comenzendo aproximmdamente en la fraceidn 50,
estas absorciones aumentan de vepente y aloanzan wn ve-
lor méximo aproximadamente para la Fraceidn 68. Les
fracciones 66 & 73 contlenen une mayor parte de la or-

gotelna total en un estado ultrapuro. Al llegar a la

- 01 ~
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Fraccion 98, estas abgsorciones caen & cero hasta
aproximadamente la Fraccidn 116. Las unicas impurezas
de importancia aparecen en los tubos 118-150.

la orgoteina obtenida de acuerdo con el Ejem=-
plo 1D se puede post;purificar también con ayuda de
una columna de carboximetilcelulosa. Se prepard uns,
columne de CMC de 11 ml y se equuibré con acetato
#0dico 0,01 moler, a pH 5,3. Se disolvieron 40 mg de
la orgoteina purificada con DEAE-celuloss arriba in-
dicads en tampon de acetato 0,01 wolar, & pH 5,3, ¥
se dializd contra varias sustituciones del mismo tam-
pdn. Los insolubles, en caso de existir, se separaron
por centrifugacion y el ligquado claro sobrenadante se
depositd en. forme de capa en el extremo superior de
la columna de CMO. El caudal fue aproximadamsnte de 12
ml por hora. Se lavo la columna con 30 ml de acetats’
0,01 molar, a pH 5,3, para eluir las proteinas no ad-
sorbidas. Ia elucion se continud con un gradiente lie .
neal de acetato sodico de concentracidn comprendida en-
tre 0,01 melar y 0,1 molar, & pH 5,3, en un voluumen
total de 200 ml. Se eluyd orgoteina ultrapura a une son-
centracidn comprendida entre 0,018 molar y 0,028 mo-
lar, vy ss aisld del eluato de la manera arribe descri-
t&o

La presente solicitud que corresponde a la

16012072 - 9?. jend
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presentada en Egtados Unidos de América, con fecha 7 de
Diciembre de 1,971, bajo el Nfmero 205.609 y 205.610 y
19 de Julio de 1.972, bajo el N? 273,278 y 273.277, se

acoge a los beneficios del Artfculo 51 del vigente Esta-

5 tuto sobre Propiedad Industrial.
10 REIVINDICACIONES
15

Los puntos de Invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Ya-
tente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

20 12,~ Un procedimiento para el aislamiento de
orgoteina a partir de una mezcla de proteinas solubles,
que comprende someter una solucién acuosa de una mezcla
dé proteinas que comprende orgotefna a la actividad en-
zimdtica de una enzima proteolftica, degradando as{ se-

25 lectivamente al menos una porcidn de las protefnas extra-

29-4=75 =93~
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fias, y aislar a continuacién orgotefna de la mezcla de

AT LI TR CUNI

protefnas asf{ degradada.
2% ,- Un: procedimiento de acuerdo con la reivih-
dicacidn 12, en el que la fuente de enzima es pancreatina.
5 3.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 12, en el que la enzima proteolftica es una protei-
nasa, )
Le . Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 32, en el que la enzima proteoclftica es protei-
10 nasa de Streptomyces griseus,

2.« Un procedimiento de acuerdo con la reivir-
dicacién 12, en el que la mezcla de protefnas contiene
menos de 5% de orgotefna.

6% .- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
15 dicacién 52, en el que la mezcla de partida de proteinas
es al menos una porcidén de las protefnas solubles del
higado.
78 - Un procedimiento de acuexrdo con la reivin-
dicacidén 62, en el que una porcidn de las protefnas solu-
20 bles del hfgado se insolubiliza por un tratamiento térmi-
co Yy se separa antes de la etapa de tratamiento con en-
zima,
88 ,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 6%, en el que la enzima es pancreatina.

25 98 ,- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

-9ha
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dicacidn 62, en el que el hfgado es higado de buey.

10%,~ Un procedimiento para el aislamiento de
orgotefna de una mezcla de protefnas solubles.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y
para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de noventa y cinco hojas

escritas a miquina por una sola cara,

Madrid,

30 ABR. 1975,
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