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Objeto del invento son glicoproteinas-FA y un
procedimiento para el aislamiento de éstas.
Ya se ha propuesto mn procedimiento para el ——
aislamiento de una.gl—glicoproteina especifica del emba-
5 rego. En esta propuesta, no obstente, no se hizo mencidn
a que durante el embarago aparecen otras dos glicoprotqi
nag, las cuales, no obstante, no son especificag del em-
barazo, ya Que aparecen tembién en el suero de pacientes
que tienen enfermedades de diversos origenses. A causa de
10 esta aparicidén tanto en el embarazo como en el caso de -
enfermedades son denominadas glicoproteinas—FA (FA = Fa-
se Aguda).
Se ha encontrado que se pueden aislar estag ——
dos glicoproteinas-F4 a partir de placentaes o de la gan-
15 gre de mujeres embaragadas.
Por lo tanto, son objeto del invento lag dog -
glicoproteinas.
La 6l-glieoproteina~EA, caracterigada por una
velocidad de desplazemiento electroforético en el gel de
20 agar dentro del margen de las Ql-globulinas ¥y DPOr un pe-
so molecular de aproximedemente 100.000 (£ 104), v la --
u%—glicoproteina—EA, carecterigzada por wma velocidad de
desplazamiento electroforético en el gel de ager dentro
del margen de lascx2~glicoproteinas ¥ wm peso molecular
o5 de aproximademente 300.000 (¥ 10%).
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El hecho de que las glicoproteinas-FA tienen -
un mayor contenido de carbohidratos se deduce de la modi
ficacidn de su movilidad electroforética en el tratamien
to con neuraminidasa. Después de la separacidn del deido
neurdmico la Ql—glicoproteina—FA nuestra la movilidad de
una gemma-globulina, ¥y la dz-glicoproteina-EA nuestra la
movilidaed de wmsa Qluglobulina.

Un desplagemiento +tan intenso lo muestran en -
general gsélo plagmaproteinas que contienen al menos 2-6%
de dcido neurdmico o 10-30% de carbohidratos.

La velocidad de degplagamiento en wn gel de -
poliacrilamida (con 5,5% de acrilamida a pH 8,5 en el —w
tampén de tris-(hidroximetil)-sminometano-citrato~-borato,
Z. clin, Chem, 4, 58 (1966)) es de 62 para la @l-gliqg
proteine~TFA y de 32 para le c(z-glicoproteina-FA, sl ge
establece con wn valor de 100 la velocidad de desplagg~——
miento de la albimina humena,

Bs objeto del invento ademds wn procedimiento
pere el aislamiento de estas dos glicoproteinas-FA, el —
cual estd caracterizado porque se fraccionan de acuerdo
con métodos de por sl conocidos placentas o sangre de mu
jeres embaragadas.

Para el asiglemiento de las glicoproteinas~FA,
placentas desmenugadas pueden ger sometidas a extraceidn

con wma solucidn de sal débil fisioldgicamente compati-
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ble, por ejemplo de cloruro sddico. A parfif del extrac—
0 se puede separsr wn precipitado previo inactivo con -
lactato de diaminoetoxiacridina a wm pH débilmente dcido,
y a continuacidn en wm mergen de pH alcelino precipitar
lag dog glicovrotelnes de nuevo mediente precipitacidn con
lactzto de diaminoetoxiacridine. Para la separacidn del
precipitado previo, el lactato de disminoetoxiacridina -
es acongejado preferiblemente en forma de solucidn acuo-
ga en wna centidad de 5 a 10% en peso, calculado con reg
pecto al contenido protefnico del extrascto. Para la pre-
cipitacidn principal, que convenientemente tiene lugar -
en wn margen de pH entre 7,5 y 9,0, se acongeja wna can~
tidad de lactato de dieminoetoxismeridina de 10 a 30%, --
calculado con resPecto al contenido proteinico del extrac
to. Para la purificacidn ulterior es apropiada la filtrse
cidn a través de gel con dextrano reticulado, por ejem—-—
plo Sephadex G—150 y/o la electroforesis en zonas prepa—
rativa,

La filtracidn a través de gel se lleva a cabo
después de didligis frente 2 wma solucidn tampdn débil,
por ejemplo 0,0l molar, de tris-(hidroximetil)-aminometa
no y édcido clorhidrico con wn pH de 7,5 a 8,5 preferible
mente de pH 8,0, en dextrano reticulado tal como Sepha——
dex G-150. Para la elucidn puede servir por ejemplo tame

pén 0,1 molar de tris-(hidroximetil}~aminometano y dcido
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clorhidrico, el cual contiene ademéds 1 mol por litro de
cloruro de sodio. Fn este proceso de elucidn se eluye en
primer término la 0%—glicoproteina-Ea, mientras que la
@1-glicoproteina~FA sale sélo més tarde de la columma,
5 Te cxé—glicoproteina-EA es eluida inmedistamente des--
pués de la <x2-macr0globulina ¥y la Ql-glicoproteina—FA
es eluida inmediatamente después de la 7S-gemme~globuli-
na,
Ambas proteinas son precipitadas mediante sul-
10 fato aménico (aproximedsmente 2~2,5 moles por 1litro)., =
Después de la disolucidn de smbos precipitados en agua -
degtilads las solucloneg son dialigadas frente & una so-
lucidn tempdn tal como bicarbonato de amonio de pH 8,0 a
8,5 v son separadas convenlentemente de modo adicional -
15 con el mismo tampdén en la electroforesis en zonas prepe—
rativa, Las correspondientes zonas en el margen .><2 0 en
el margen @1 son eluidas con bicarbonato de amonio y se
cedas por congelacidn,
Para el aislamiento de las dos glicoproteinag-
20 -FA desde el suero, log productos del procedimiento son
precipitados en el margen de pH alcalino (pH 8-9) con ~-
lactato de dieminoetoxiacridina a pertir de suero retro-
placentario. El complejo con acridina es megzclado con s0
lucidn de cloruro de sodio, por ejemplo con una solucidn

25 el 4-6%, preferiblemente al 5%, el precipitado resultante
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es separedo y desechado, y la porcidn sobrenadante es ——
precipitada con sulfato de emonio sélido (2-2,5 moles/li
tro).

Para la separecidn de las dos glicoproteinas-FA
ge puede utiligar tembién en este caso la filtracidn a -
través de gel, siendo. eluida la <x2—glicoproteina-FA des
pués de la <x2-mac?0globulina, ¥y siendo eluida la Ql-gli
coproteina-FA despuds de la TS-gammaglobulina, A continug
cidn, - tal y como ya se he descrito en el caso del ais-
lamiento desde placenta -, se realiza wma electroforesis
en gonas preparativa, Log pesog moleculares son debermi-
nedos Por su comportamiento en el caso de la filtracidn
e través de gel.

Las glicoproteinas-FA aisladas de acuerdo con
el invento sirven para la obtencidén de antisueros. Con -
éstos, a su vegz, se buede determinar el estado de wma en
fermedad y vigilar el transcurso de enfermedades por me-
dio de métodos inmumoldgicos (ensayo de difusidn a tra—-
vés de gel, electroforesis de desplagasmiento superior, -
determinacidn radioinmunoldgica),

La deteccidn inmunoldgica de las glicoprotei--—
nas-FA es importante para la disgnésis diferenciagl, dado
que en diferentes enfermedades existen diferencias cuall
tativas y cuantitativas en la aparicidn de estas protei-

nas. Ademds de ello, su determinacidn inmunoldgica puede
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ser utiligada para ls vigilancia de la terapia. La detqg
cidn se lleva a cabo con suero del paciente.
Bjemplo 1,
Alslemiento a partir de suero retroplacentario,
5 500 wl de suero retroplacentario son diluidos
con 500 ml de ague destilada y son precipitados a pH 8,5
(solucidn 0,1 N de cloruro de sodio) con 350 ml de una -
solucidn al 3% de lactato de diaminoetoxiacridina, =l ——
precipitado es separado por centrifugacidn y megzclado —-
10 con 500 ml de solucidn al 5% de cloruro de sodio, preci-
pitando el derivado de acridina. EL derivado de scridina
seperedo es centrifugado, la porcidén sobrenadante es bre
cipiteda por adicidén de 30 g de sulfato de amonio sdlido
por 100 ml. El precipitedo obtenido contiene las dos gli
15 coproteinas-FA, Estas, después de disolver en sgua, son
separedeas por Tiltracidn a través de gel en Sephadex G-
150 en fracciones cada wna de 20 ml (columna 10 x 100 cm).
Para la elucidn sirve’tampén 0,1 molar de tris-(hidroxi-
metil)-aminometano y deido clorhidrico de pH 8,0, que —
20 contiene ademds 1,0 moles/litro de cloruro de sodio, Las
frocciones son ensayadas con antisueros especificos de -
conejos (ensayo de difusidn & traves de gel de acuerdo -
con Ochterony).
Las correspondientes fracciones, en las que se

25 detecteron los dos productos del procedimiento, son en -
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ecada cago reunidas, precipitedas con 30 g'dé sulfato de

smonio por 100 ml de solucidn, dialigadas frente a solu-
cidn 0,075 molar de bicarbonato de emonio y separedas ——
por electroforesis preparativa para la ulterior purifica
cidn. Pars ello se hace us5 del poli(cloruro de vinilo)

como soporte y de una solueidn al 0,075 % de bicarbonato
de emonio como tempdn,

Las glicoproteinas-FA son eluides con el migmo
tampdén desde las correspondientes zones, es decir el mar
gen Ql_y‘el mergen o, de lag globulinas, y Log eluatos
gon liofilisados & continuvacidn. En la eleciroforesis —-
preparativa la c<2-glicoproteina-FA se encuentra en la -
fraceidn X, y la €,-glicoproteina-FA se encuentra en la
fraccién £ 1

Ejemplo 2.

Aislamiento desde placentas.

10 kg de placentag humanas son desmenuzados en
estado congelado & baja temperatura y son extraidos con
10 litros de una solucidn al 0,5 % de clorurc de s0dio -
(durente 1 hora e 5-100C). 10 litros de la solucidn de =
extraceidn gon ajustados a pH 6,0 con dcido acético al -
20% v megclados en primer término com 1500 ml de wia go-
lueidn al 3% de lactato de diaminoetoxiacridina. EL pre-
cipitado previo inecctive es separado por centrifugacidn

y desechedo, Le porcidn sobrenadante es ajustada a pH 8,5
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con solucidén 2 N de hidréxido de sodio y es précipitada
con 3 litros de la solucidn al 3% de sal de acridina, El
precipitado, que contiene las glicoproteinas-FA, es des-
compuesto con 6 litros de una solucidn al 5% de cloruro

de sodio de modo correspondiente al Ejemplo 1. Después

de centrifugacidn se agrega a la porcidn sobrenadante 30%
de sulfato de a monio sélido. El precipitado, que se obtiene
mediante filtracidn, es disuelto en agua y dializado fren~
te a una solucidén 0,01 molar de tris-(hidroximetil)-ami
nometano y 4cido clorhidrico (pH 6,0). Para la elimina-
cibén de gamma-globulina y hemoproteinas, la solucién es
mezclada con agitacidn con 150 g de carboximetilecelulosa
humeda y a continuacién es filtrada. A partir de filtra
do se aislan las glicoproteinas-FA mediante precipita-
cidén con sulfato de smonio (al 30% en peso/volumen). El
precipitado es disuelto en agua, y desdoblado y purifica
do de acuerdo con el Ejemplo 1 mediante filtracidn a tra
vés de ‘gel y electroforesis en zonas preparativa. BEL ren
dimiento es de 15 mg de la 31-glicoProteina-FA y de 5

ng de la cxg-glicoproteina—FA.

La presente solicitud, que corresponde a la
presentada en la Repiblica Federal Alemana, el 29 de
Abril de 1972, bajo el N2 P 22 21 261.9, se acoge a los
beneficios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre

Propiedad Industrial.
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-~ REIVINDICACTIONES -

Log. puntos de invencidén propia y nueva que se pre~
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Fatente de
Invenci6n en Bspaila, por VEINTE slios, son los gue se recogen
en las reivindicaciones siguientess

18 ,~ Frocedimiento para el aislamiento de la

<Ql—glicoproteina—FA.(Fase Aguda) ¥ 1a Ao-glicoproteina—Fa,
teniendo la primera wna velocidad de desplazamiento electrofo-
rético en el gel de agar en el margen de las El—globulinas y
un peso molecular de aproximadamente 100,000, y la segunda

una velocidad de desplazaniento electroforético en el gel de
agar en el margen de la 5&2-glicoproteinas ¥ un peso molecu~
lar de aproximadamente 300,000, cargcterizado poraue se so-—
mete a fraccionamiento a placentas o gangre de mujeres em-
barazadas segln mbétodos de por si conocidos.

28 ,~ Procedimiento para el aislamiento de las gli-
coprateinas-PA de acuerdo con la reivindicacibén 1%, caracte-
rizado porque placentas desmenuzadas se soneten a extraccién
con wa solucidén de sal fisiolégicamente compatible, desde el

extracto se separa con lactato de diaminocetoxiacridina, a un

- 10 -
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valor de pH débilmente dcido, un precipitado previo inactive,
¥y a continuacidn, en c¢l margen de pH alecalino, se precipitan
lag dos glicoproteinas con lacitado de diaminoetoxiacridina.

3%,~ Frocedimiento para ol aislamiznto de las
glicoproteinas-FA de acuerdo con la reivindicacifn 12, carac—
terisado porcue se mezcla suero retroplacentario, en el mor-
gen de pl alcalino, con lactato de diaminoetoxiacridins, se
separa el precipitado, se recogen en solucidn de cloruro de
sodioy se separs el material no disuelio y se mezcla con sul-
fato de amonio sélido.

4%.~ Procedimiento para el aislamiento de la

?l-glicoproteinarlm (Fase Aguda) ¥ 1la A p-clicoproteina~Ti.

Tal y como se ha descrito en la Lemoria que an—
tecede, y con los fines gue se han eapecificado.

isba kemoria conata de once hojas esoribas a

mAquina pOr una sola cara.

hedrid, - 4 QET, 1978

I':OAO
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