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La invencidén se refiere a nuevos compuestos de
sustancias biolégicamente activas y de compuestos macrg
moleculares insolubles cn agua, a modos de procedimiento
para su preparacidén, y a su utilizacién en la cromatogra-
fia por afinidad,

En los ltimos ajios se ha lmpuesto cada vez
més entre los métodos de trabajo bioquimicos una nuova téc
nica, cuya caracteristica principal conslste en utilizar
la afinidad de sustancias biolégicamente activas, unidas
a un vehi{culo, para reacciones a realizar selectivamente,

Por medio de una formacién especifica de un com-
plejo de la sustancia unida al vehiculo con una segunda sus
tancia, que esta presente cen una mezcla, la sustancia on
cuestidén puede ser separada de la mezcla, y eventualmente
puede ser aislada a continuacién por desoreién.

Las enzimas unidas a un vehiiculo ofrecen la ven
taja de llevar a cabo transformaciones de sustancias en
los procesos continuos preparativos, y de obltener los
productos de reaccidn libres de cngina,

¥n la quimica mnalitica enzimitica, bioguimica,
se dispone de onzimas insolubles en agua como reactivos u-
tiiizables varias veces.

A causa de la propiedad de las enzimas de te-
ner afinidades no sélo frente a los substratos, sino tam-
bién frente a los inhibidores especcificos, la obtencién
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de inhibidores de enzimas con ayuda de la cromatografia por
afinidad con enziuas unidas a un vehficulo, ha manifestado
ser especialmente favorable. Yor otra parte, la unidn de
inhibildores con matrices insolubles en agua permite la ob=
tencidn preparativa de las correspondientes enzimas,

Como los llamados inmuncadsorbentes, antigenos
o anticuerpos son wunidos a matrices insolubles en agua
y posibilitan después de ello cl aislamionto de los corres-
pondientes anticuerpos o antipgenos.

Como sustancias biolégicamente activas; en co-
rrespondencia con las explicaciones anteriores, se ention-
den sustanclias activas in vivo e in vitro, naturales o pre-
paradas artificialmente, que en el sentide més amplio pue~
den ser designadas como enzimas, activadores, inhibidores,
antigenos o anticuerpos, vitaminas y hormonas, Bstas sus-
tancias biolégicamente activas, puesto que representan los
principios activos do los sistemas insolubles en agua, pue-
don ser denominadas efectoros. .

La mayor parte de los efectores unidos a un vehi
culo, descritos hasta ahora, son esencialmente mis estables
que las corresponcdientes sustancias en solucidn,

Como materiales de vohiculo, las llamadas mabrl-
ces, S50 puoden utilizar ventajosamentoe sélo las sustancias
que, Junto a la insolubilidad en sistemas acuosos, ticnen

una adsorcién no especifica lo mas baja posilble. Para ello
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tienen que ser préicticamente reprimidés interacciones hidrd
fobas, hidréfilas e idnicas entre la matriz y el participan
te en la reaccidén del efector. Deberd estar excluida una:
unién con sustancias que no son ningin participante en la
reaccién del efectar,

Las matrices utilizadas hasta ahora como vehicu-
los para sustancias blolégicamente activas pueden ser agru-
padas en las que unen a los efectores por adsorcién fisica;
a ellas pertenecen carbén activo y perlas de vidrio, y en
las que estén unidas con los efectores a través de un enlae
ce covalente, Las mencionadas en dltimo lugar incluyen pgo
lfmeros vinflicos, por ejemplo poli(4cidos acrflicos), po
1i(emidas de 4cido acrflico) y poliestireno sustitufdo con
grupos amino, carboxilo o sulfonilo, ademds la celulosa y
sus derivados, y por itltimo polipéptidos y proteinas natu-
rales v sintéticos., A causa de la interaccién equilibrada
entre matriz y efector, la utilizacién de hidratos de caxr
bono, en especial de la celulosa, del dextranc, del almidén,
del agar o de sus derivados, como matrices on sistemas acuo-
sos, ha encontrado la mayor difusidén, si bien los grupos
carboxilo contenidos con frecuericia en estas sustancias na~
turales, a causa de su reaccidén no especifica son conside-
rados como perturbadores. Ademids de ello, estas sustancias
tienen una estabilidad térmica y quimica relativamente es-
casa.

- -
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S5e¢ ha encontrado allora que los inconvenientes
que tienen los derivados de lLidratos de carbono como matri-
ces en reacciones que deponden de la afinidad, pueden ser
soslayados si como matriz se utiliza polithidroximetileno).

Por counsipuiente, son objeto de ia invencién son
compuestos biolégicamente activos, caracterizados por un
poli(hidroximetileno) insoluble en agua, con ol que esté
unida una sustancia biolégicamente activa, con conservacién
de su actividad biolSgica, i&n estos compuestos
a) la matriz de vehiculo es poli(hidroximetileno),

b) la sustancias biolégicamente activas son sustancias ta-
les como enzimas, activadores, inhibidores, antfgenos
o anticuerpos, otras proteinas de plasma, sustancias de
los yrupos sanguineos, fitohemaglutininas, antibiéticos,
vitwninas u hormonas, péptidos o aminodcidos, o efocto=-
res preparados sintéticamente,

¢) el poli(lhidroximetileno) y las sustancias bioldégicamen-
te activas estén unidos por enlaces covalentes, directa-
mente entre sl o a través de un compuesto intermedio.

EL poli(hidroximetileno) es un polimero sintéti-
co con una cadena carbonada en toda su oxtensién. Cada &to-
mo de carbono lleva un Atomo de lLidrégeno y un grupo hidrg
xilo. Su preparacién y sus propiedades han sido descritas,
entre otros autores, por N.D, Ield, J.R., Schaefgon, J,Poly-
mer Sci., Vol,58, 533-543(1962)y G.Smets, K,Hayashi, J.Poly-
mer Sci.,Vol,29, 257-274(1958). Puede scr preparado a
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partir de poli(carbonato de vinileno) por hidrélisis bési-
ca o &cida. PEn un sentido amplio, el poli(hidroximetileno)
se ha de considerar como derivado del poli(carbonato de
vinileno), La unién de los efectores con el poli(hidroxi

5 metileno) puede ser lograda por una parte por las medidas
que pasan a emplearsce en el caso de la unidén covalente de
los efectores con los grupos hidroxilo, y por otra parte
por reaccién del poli{carbonato de vinileno), mediante la
-reaccién aminolitica, igualmente conocida, de un anillo de

10 ciclocarbonato del poli(carbonato de vinileno) con una ami
na primaria, por ejemplo con hexametilendiamina, para for-
mar un poli(carbonato de vinileno) sustitufde con un dis-
tanciador o efector a través de un enlace de uretano, cuyos

grupos ciclocarbonato restantes son saponificados a conti~

15 nuaciéft para formar grupos hidroxilo:
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Para la utilizacién de los productos es especial
mente ventajoso no hacer reaccionar directamente los efec-
tores bioldgicamente activos con el poli(hidroximetileno),
sino unirles covalentemente con la matriz a través de un
miembro intermedio, deslgnado en la cromatografia de afini-
dad como brazo o, ceomo eu la bibliografia inglesa, como
“Spacer" o distancilador.

Las sustancias distanciadoras son la mayoria de

las veces estructuras hidrocarbonadas de una longitud de

[

aproximadamente 1-2 nm, Dos grupos funcionales terminales

del distanciador permiten en cada caso la reaccién tanto

con la matriz como también con el efector, siendo utiliza-
bles, en el caso de la reaccién con la mairiz, tanto poli(hi
droximetileno) como también poli(carbonato de vinileno),

en condiciones adecuadas.

Objeto de la dnvenclién son ademds procedimientos
para la unién covalente de las sustancias blolégicamente
activas con el vehiculo,

Para ello se¢ dispone de¢ una serie de reacciones
goeneralmente conocidas: la unién del efector con la matrig
se realiza de un modo espaclialmento senclillo de acuorxdo con
una activaciéu de los grupos hidroxilo del poli(hidroxime
tlleno) por medio de halogenuros de ciandgenoc, vontajosa-
mente con bromuro de cianégeno, y una posterior reaccién
de los efectores bioldgicamente activos, que contienen gru-
pos oamino, a través de estos grupos activados,

- T -
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Otro procedimiento se basa en que, en una modi-
ficacién del método de la azida de Curtius, un poli(hidro
ximetileno), tal como un polisacérido, se hace reaccionar
con un Acido carboxilico halogenado, tal como Acido cloroa
céticoy en un medio alcalino, el &Acido co?respondiente se
esterifica con alcohol, después el é&ster se transforma en
la hidrazida, y por tvltimo, la azida gue resulta a continua-
cién con el grupo amino de la proteina del efector, es uni-
da con la matriz de poli(hidroximetileno).

Otra posibilidad para la unién del efector con
una matriz de poli(hidroximetileno) consiste en la acila-
clén de los grupos hidroxilo con bromure de bromoacetilo,
seguida de la alcohilacién del grupo amino del efector.

Pueden lograrse cursos similares de reaccidn,
por ejemplo, por reaccidn de los grupos hidroxilo dol vehi-
cule con triazinas reactivas, ontrando en reaccidén una par-
te de los grupos reactivos de la triazina con el compuesto
de poli(hidroximetileno), y otra parte con grupos amino del
efector,

Aminas aromé&ticas diazotables, que a través de
o0tro grupo reactivo pucden entrar en combinacién por una
parte con los grupos hidroxilo del velifculo, hacen posible
la copulacién por la otra parte con aminoécidos activados,
idéneos para ello, por ejemplo con los radicales de tirosina
o de histidina del efector proteinico,.

-8 -



Derivados de vinilsulfona y semiésteres de 4ci-
do sulfurico de ﬁ-hidroxietilsulfoua que contienon grupos
arilamino pueden ser liechos reaccionar con los grupos hidrg
Xilo del vehifculo. IEstos hacen posible la unién del efec-

5 tor de acuerdo con la reaccidn de diazotacién antes descri-
ta.

Un enlace éter especialmente estable se forma
en el caso de la reaccién de los grupos hidroxilo del poli(hi
droximetilono) con compuestos epoxfdicos que no forman lones,

10 que contienen por lo menos 2 grupos reactivos, tales como
las epihalohidrinas o los poliepéxidos, por ejemplo epiclor
hidrine o bisepéxido,

Junto a los procedimientos citados aqui a titu-
lo de ejomplo para la obtencidén de la unidén covalente entre

15 la matriz de vehdiculo y el efector proteinico u otros efec~
tores, se podrian enumerar avn otros métodos que conducen
a la reaccién, por una parte, de los grupos hidroxilo del
poli(hidroximetileno), ¥, por otra parte,de determinados
grupos del efector, y con ello producen la unidén covalonte

20 entre mmbos, tal como la reaccidén conocida pasando por com-
puestos metadlicos formadores de complejos, por ejemplo, com
puestos de titanio,

51 poli(hidroximetilenc) se destaca, ademas de
por la estabilidad quimica y térmica mencionada, por venta-

25 Josas propiedades técnicas de translormacién, y por consiw

2205.75 - L) -
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guiente conduce a una superioridad frente a las matrices

de vehliculo consideradas como Sptimas hasta alhora, a base
de hidratos de carbono naturales. &1 poli(lhidroximetileno)
se puede preparar,por ejemplo, en forma de fibras, lilos,
léminas, particulas esféricas, o preferiblemente material
pulverizado de modo ¢ue puede ser eleglda la forma mas adle-
cuada sdgﬁn el sector de utilimacién del efector a unir so-
bre é&1.

Por la magnitud regulable, segin la técnica de
produccidn, de la superficie disponible para la unidn de
los efectores o de los distanciadores, sc manifiesta otra
ventaja del poli(hidroximetileno) Lronte a los matexriales
vehiculos del estado actual de la técnica.

Por los mecanismos de roaccidén andlogos, tal co-
mo se han descrito para la unién del efector con la matriz
de poli(hidroximetileno), se pueden unir también con la ma-
triz las sustancias distanciadoras, si, por ejemplo, los
distanciadores llevan un grupo amino como uno de los gru-
pos funclonales. Sin ombargo, la introduccidn de un dis-
tanelador ofrece también la posibilidad de introducir posi-
bilidades de reaccidén adicionales para la ulién del efector.
n el caso de que el ospaciador unido a la matriz 1llevo un
grupo c¢arboxilo libre, este grupo carboxilo es activable,
por ejemplo, por couwpuestos de carbodiimida, que des-
pués es capaz de la formacién de un enlace amida con los

- 10 -
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grupos amino del efector. Ademds, los grupos carboxilo per
miten la formacidn de enlaces aunida con ayuda de las sales
de lsoxazolio, introducidas por Woodward,

8i ¢l distanciador unido a la matriz posee un
grupo amino libre disponible, es’posible, con derivados
vinil-sulfénicos o con ésteres de Acido sulfiirico de ﬁ-hidrg
xietilsulfonas, que contienen grupos arilamino, la introdug
cién de grupos arilamino en la prolongacién del distanciaw
dor, que después son diazotados segun métodos conocidos y
a continuacién son unidos con grupos correspondientemonte

reactivos del efector;

poxr ejemplo

oll

C —

' ]
i

(9]

7\
0 NI- (ClI,) =NHI~CH,=CII =50, ~NH,

Los compuestos biloldgicamoente activos segin la
invencién son adecuados para la mayor parto de los procedimicn
tos de utilizacidn que se han conocldo hasta abora para o-
tros efectores unidos a vehdculos hidréfilos, insolubles
en agua., FPor consiguilente, las onzimas pueden ser haclias
insolubles en asua. Las enzimas insolubles son utilizadas

- 11 =~
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do modo c¢reciente para la determinacién de substratos en.
aparatos auntomlticos de anflisis y como los llamados elec~
trodos de enzimas. A causa de la elevada estabilidad, una
serie de enzimas unidas con un vehfculo son adecuadas para
la realizacién de reacciones enzimiAticas técnilcas,

Las sustancias biolégicamente activas, unidas

a un vehiculo, a causa de su propiedad como adsorbentes es-

. pecificos, han encontrado una amplia utilizacidén en la cro-

matografia por afinidad. Con ayuda de inhibidores de on-
zimas naturales o sintéticos, unidos con un vehiculo, se
hace posible la purificacidén elevada de engzimas, mientras
que las enzimas se han encontrado como sobresalientemente
adecuadas como efectores, en cspecial para la obtencién de
inhibidores naturales de enzimas a partir de extractos bru-
tos, Antigenos insolubles eon agua unidos con un vehiculo
son utdlizados para el aislawicnto de los anticuerpos que
les corresponden, que de este nmodo son obtenidos libres do
otros componentes del suero y libres de otros antigenos.
Mediante la cromatografia por afinidad pueden también ser
aislados, y también determinados cuantitativamente, anticuexr
pos no precipitables, asi como aquéllos que, a causa de su
esoasa concentracidn et el suero, no son precipitables,

n los ejemplos mencionados a continuaciédn para
ilustrar la invencidén se muestra que un vehleulo preparado

seguin uno de los procedimiontos individuales os adecuado
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para la unién de los efectores més diferentes, y que el éueg
po fundamental poli(hidroximetileno) puede ser hecho adecua
do, mediante una sustitucidén apropiada, para la unidén de

cualquier efector que se desee.

Ademés se muestra, a titulo de ejemplo, cbmo pue

den ser utilizados los efectores unidos con la matriz,

Ejemplo 14/comnqg§to deo poli(hidroximetileno )~toxoide del

tétanos

Preparacién de la malxriz a partir de-poliﬁhidroximetileno)

sustituido con grupos ﬂ»wamino-n-hexiloz:

20 g do poli(hidroximetilenc), suspendidos en

900 ml de agua, se mezclan con una solucién de 20 g de BrcN
en 50 ml de dimetilformamida y, con agitacidén y a una tomp e~
ratura lnterna de 1320, s¢ mantienen durante 6 minutos a
un valor del pH de 11,5 por adicidén lenta, gota a gota, de
lojla de sosa 2N, UDespués se filtra onsesuida con succidn,
se lava bien con hielo/agua y se exprime, Ll pold{hidroxi-
metileno) asi activado, atn Ldmedo con agua, se afiade a una
solucidén blen agitada, mantenida a temperatura ambieﬂte,
regulada a pH 8,5 con HCl concentrado, de 20 g de hexameti

lendiamina en 500 ml de H_OU, se’ comipleta con agua hasta un

2
volumon total de 1 litro, se regula ol pll a un valor perma=
nente entre 8,5-9,0, y se apita adn durante 5 horas a tem-

peratura ambiente, Después seo filtra con suceidn y se la-

- 13 -
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va bien con apgua, Una nuestra scca del poli(hidroximetilg
no) sustitufdo con pgrupos (Weamino-n-hexilo) tenia un con-
tenido de nitrégeno de 1,9%. Con el reactivo de sSanger pa-
ra el reconocimiento de grupos amino primarios libres, se

obtienen productos intensamentce coloreados de amarillo.

Preparacidn del efector unido con el vchiculo

Efector: antigeno del tétanos

10 g del velifculo segin el cjemplo 1 se suspen-
den en 200 ml de una solucidén de fosfato sédico U,5 M de
plI 10, La suspensién se calienta con agitacidén a 50¢C y
se maezcla con 5 ¢ de semiéster de Acido sulfMrico de l-aumi
nobenceno~4=-{}~-hidroxietilsulfona. Vespuds de la correccién
del valor del pil a 10U con NaOII 2 M, la carga se agita duran-
te 1 hora a 502C. A continuancidn se filtra en un filtro
de suceidn y se lava con 2 1 de agua, 2 1 do acetona y 2 1
de HCL 0,2 k. Para la diazotaclén de los grupos arilamino
introducidos en el poli(hidroximetileno), el residuo del
filtro se suspende en 200 ml de 1CL 0,2 M, sc enfria a 2¢C
Yy 86 mezcla, con apgitacién, con solucién de NaNO2 1 M has-
ta que con un papel de IlIw-almidén se puecde comprobar un li-
goro exceso de nitrito. Uespués de 1U minutos se filtra
en un filtro de succidén y el residuo c¢n el filtro se lava
con 1 litre de un Acido amidosulfénico acuoso 0,01 M a 2¢C
Y a continuacidén con 200 ml do fosfato sédico 0,2 M, de pll

- 14 -
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713y a 22C, Para la copulacidén, el producto que contiene
grupos diazonio se suspende en 150 ml de una solucidn de
2 g de toxoide del tétanos con 1260 Lf/mg * de N en fosw
fato sdédico 0;2 M, a pHt 7,5 ¥y 22C, v se agita durante 20
horas a 52C, Las partes del toxoide no unidas se separan
por lavado sobre un filtro de succién con 1 1itro de solu
cidn de NaCl 1 M.

*Una dosis Lf es la cantidad de un antigeno de tétanos qué
con una unidad internacional del antisuero especifico pro
porciona en condiciones dptimas y en un‘tiempo muy corto
una precipitacidn en forma de grumos gruesos,

Utilizacidn del compuesto de poli(hidroximetileno)=toxoide

del tétanos

Obtencidn de antitoxina del té&tanos

10 g del producto segin el ejemplo 1 se suspen=
den en 150 ml de solucidén de NaCl 0,15 M, con una adici§n
de fosfato sé8dico M/15, ("PBS") de pH 7,2, y son introdﬁ-
cidos en una columna de 3 cm de didmetro y 10 cm de altura.:
20 ml de suero de caballo para tétanos con 1650 UI de anti
toxina del tétanos/ml son aplicados a la columna, que a con
tinuacién es lavada con 500 ml de PBS de-pH 7:2. La elucién
de los anticuerpos se realiza con un tampén de glicina/lCl
0;5 M, de pi 2,5. El eluato, después de neutralizacién con
NaOH 2M vy cgntrifugacién subsigulente, contiene en total
240 mg de protefna y, tal como se calcula en un éxperimeg

to de proteccién en ratones, 12.300 UL de antitoxina del

tétanoé .

- 15 -
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Ejemplo 2 / compuesto de poli(hidroximetileno)-aminobenza-

midina

Preparacién de la matriz de poli{hidroximetileno) sustituf-

do con frupos (w-carboxi-n-pentilo):

20 g de poli(hidroximetileno), activado con BxrCN
segin el ejemplo 1, son afiadidos a una solucién acuosa de
25 g de Acido ﬁ-amiuocaproico, ajustada con lejia de sosa
dilufda a pH 8,5 vy completada con agua hasta un volumen to-
tal de 1 litro. Se agita durante 5 horas mas a temperatu-
ra ambiente y pH 8,5, se filtra con succién y se lava bien
con agua. Una muestra seca del poli(hidroximetileno) sus-
tituldo con grupos (W-carboxi-n~pentilo) tenia un conteni-
do de nitrégenoc de U,80.,

Preparacidn del efector unido con el vehiculo

Efector: aminobenzamidina

2 ¢ de un derivado de poli(hidroximetileno) pro-
parado segin el cjemplo 2, sc suspenden en 235 ml de &cido
morfolinoetanosulfénico 0,1 M y se mezclan con 1 g de clor-
hidrato de t-etil-3-{3-dimectilaminopropil)=-carbodiimida,
Por adicién de IIC1 2 M, con controldel pll, se ajusta el va-
lor del pH a 4,8. Con agitacién se afiade a la carga 1 &
de m-aminobenzamidina. La suspensidén se agita, con correc-
cién del pll, durante 1 lora, ¥y a continuacién el adsorben~
te se transfiero a una coluwina de cromatogralia de 1 cm de
didmetro. 1 adsorbente os enjuagado con 200 ml de tampén

- 16 =~
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do trishidroximetilaminometano-lCl 0,05 M, de pH §,0, con
una adicién do XCl 0,5 M (Tris~ICL).

Utilizacidén del coupuesto tle poli(hidroximetileno)-uminoben_

zamidina

Obtencidn de trombina

100 mg de trombina bruta de vacuno se disuelven
en 5 ml de Tris 0,05 M, KCL U,5 M, a pld 8,0 y se aplican
a la columa preparada como se ha descrito antericrmente,
A continuacién la columma se enjuaga con 200 ml de tampén
de Tris-KCl. La trombina unida con la m~aminobenzamidina
insolubilizada, se separa de ésta con 100 ml de una solu~
cién de m~aminobenzamidina 0,05 M el tampén de Tris=-KC1,

Las fracciones que contienen la proteina se rou-
nen y se hacen pasar a través do una columna Sephadex G-25
1l x 30 em en tampén Tris~kCl, XEn el primer pico del eluato
de la coluumna, que countienc la protedimna, se pudo encontrar,
por determinacidn do la actividad semqin Chase y Slaw,
Biochem 8, 1969, P4z, 2212, un 78% de la actividacd de par-

tida.

Liemplo 3 / coupucsto de noli(hidroximctileno)-popsina

Proparacion de lo matriz a partir de pold{hddroximetilenoc)

sustitufcdo con grupos (W-mmino-n-hexilo):

8,0 g do poli(carbonato de vinilono) reprocipie
tado a partir de dimetilformamida/mectanol, preparado segtn

- 17 -



10

15

20

25

22.5.75

N.D, Field, J,R, Shaefgen, J. Polymer Sci., Vol. 58, pégi-
na 534 (1962), se suspenden a temperatura ambiente en una
solucién de 7,5 g de hexametilendiamina en 180 ml de meta
nol, y se agitan durantc 48 lioras a temperatura ambicnts,
se filtran con succién, se lavan con wetanol y se suspenden
en una solucidn de 10 ¢ de metilato de sodio en 300 ml de
metanol al 96 por ciento, durante 4 dfas a temperatura am-
biente, se lavan con metanol y después muy intensamente con
agua. Una muestra seca del adsorbente de poli(hidroximeti
leno) sustituido a través de un distanciador de 6 grupos
CH2 con grupos amino primarios, tenfa un contenido de nitré
geno de 35,75,

Preparacidn del efector unido con el vehiculo

Tfector: pepsina

20 g de poli(hiidroximetileno) sustituldo con
grupos (wW-amino-n-hexilo), preparado segun el ejemplo 3,
se suspenden en 400 ml de fosfato sédico 0,2 M de pH 10,
g la suspensidn se aiiaden con agitacién 40 ml de una solue
cidn al 25 & de dialdehido glutérico., Después de 2 horas
de agltacién a temperatura ambiente so separa por filtra-
eidn on un filtro de sucecidn, y ol vesiduo en el filtro so
lava con 4 litros de tampdn de acetato sédico 0,2 M do pll
4,0. A continuacién el producto de reaccién se aiiade a 500
ml de una solucién de 5 ¢ de popsina, on total con 500.000
unidades, dotemiinadas segin Anson, on acetato do sodio
0,2 M de pH 4,0, y se agita durante 15 horas a 62C. ¥l pro

- 18 -
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ducto obtenido segin ello se lava sobre un filtro de suc-
cién con 3 litros dec acetato sédico/4cido acético 0,1 M,
de pH 4,0 y una adicidén de NaCl 1 M,

Utilizacién del coupuesto de poli{hidroximetileno)-pepsina

Doesdoblamicnto protcolfitico e immunoglobulinas

Bl adsorbente segin el presente e¢jemplo se sus-
poende en tampdén de acetato 0,1 M, de pll 4,0 ¥y se lleva a
cabo una determinacidn de actividad del mismo segin Anson.,
La suspensién contiene en total 21.000 unidades de pepsina
en forma unida y reconocible con este ensayo. Para el des-
doblamiento proteolitico de dmmunoglobulina humana G, el
adsorbente de pepsina se separa por Ffiltracidén y el resi-
duo se suspende on una solucién al é,5 por ciento de 30 ¢
de inmunoglobulina humana G en solucidén fisioléglca de NaCl
de plf 4,1, La carga de desdoblamiento se agita durante
24 horas a 379¢C. Después de separacién por filtracién do
la pepsina unida con el vehfculo, el producto filtrado se
mezcla con 1,250 ul de solucidén saturada do sulfato de amg
nio, Il precipitado que se forma de este modo, se separa
por centrifugacién; contiene ol fragmento F(ub)2 de la
inmunoglobulina con su actividad de anticuerpos, il sedi-

mento decantado se desoclia.

Ejemplo 4 / preparacién del gompuesto de poli(hidroximeti-

leno)=-ficido oxémico

- 19 -
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10 g de poli(hidroximetileno) se activan con
BrCN como se ha descrito en el ejemplo 1, y se hacen reac-
cionax con 5 g de tiramina, disueltos en 150 ml de bicarbg
nato de sodio 0,1 M, a 5¢C, por agitacién durante 60 minu-
tos. Las partes no unidas de la tiramina se separan por
filtracidn en un filtro de¢ succién, y el residuo on el fil
tro se lava con 1 litro de tampén de fosfato de sodio 0,1
M, de pH 7,0 ¥ a 52C, ¥l residuo on el filtro se suspende
en 150 ml de una solucién, enfriada a 5¢C, de 1,0 g de &ci~
do p-aminofeniloxémico diazotado, y se agita durante 15
horas a 52C, L1 adsorbente se lava sobro un filtro de suc-—
¢ién con 1 litro de tampén de acetato de sodlo=&cido acdti=
co 0,05 M, de pH 5,5,con una adicién de 2 milimoles de
CaCl, y 0,2 milimoles de HDTA (&cido etilendiaminotetraacs
tico).

Utilizacidn del compuesto de poli(hidroximotilenoc)=fcido

oxamico

Obtencidn de la neuraminidasa

£l adsorbente segin el ojemplo U4 se vuelve e
suspender en el tampén de acetato antes moncionado y se
transfiere a una columna de cromatografia do 2 ¢m de did-
metro. A través de osta columna se hace pasar 1 litro de
un producto filtrado de cultivo de Vibrio Chelerae con 800
Ul de neuraminidasa/ml, que previamente habia sido ajusta-
do con Acido acético 2 M a pll 5,5 y que habfa sido mezcla-
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do con CaCl, ¥ EDTA hasta una concontracién de 2 milimoles
y de 0,2 milimoles respectivamente, Las proteinas no uni-
das son separadas por lavado con 500 ml de tampén de aceta
to,

La elucién de la ncuraminidasa absorbida en ol
inhibidor unido cou el vehiculo se realiza por lavado de
la columna con solucién de¢ bicarbonato de sodio 0,1 M ¥y re-
cogida de las fraccionoes que contienen la neuraminidasa ac-

tiva, Istas contienen 86 de la actividad utilizada,

Biewplo 5

a) lleaccién do poli(hidroximotilenc) con epiclorhidrina.
50 g de poli(liidroximetilceno) sc¢ suspenden en 1 litro de
NaOH 2N, se mezclan con 250 wl de epiclorhidrina y se agi-
tan durante 2 horas a 55-60¢C, Al eabo de poco ticmpo ol
valor del pH de la suspensién disminuyoe a 10-11., VYor adi-
cién de NaOll se mantiene durante 1 hora wds este valor del
pH. Después de un tiempo do roaceidédn de 2 horas, la sus-
tancia sélida se scpara por {iltracién con succién, se la-
va con agua, con acetona y por Gltimo de nuevo con agua,
b) 50 g deo hexametilendiamina se disuelven en 1,5 litro de
agua y se mezclan con lICL hasta pH 10.- A la solucién so
afiade ol poli(hidroximetileno) activado segdn 5 a) y so a-
gita a 50-53¢C durante 6 horas, Después el producto se fil
tra con succidén y se lava con agua hasta que estid libre de

- 21 =
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hexametilendiamina.

¢) Bl producto obtenido segtin el ejemplo 5b) se agita du-
rante una hora con 50 g de &ster de Acido sulfirico de 1=l
nobenceno-h-P—hidroxietilsulfona, a 55°C y pl 10. A conti-
nuacidén la sustancia sélida se separa por filtracién, so
lava con agua, con acetona y de nuevo con agua,

d) 10 g del producto obtenido segtin 50) se lavan en un fil-
tro de suceidn con 200 uml de HCL 0,1 N y despubs se suspen-
den en 300 ml de lC1 0,5 N, La suspensidn se mezcla comn
agitaclén a 0-42C con solucidn de NaNO, 0,1 N, hasta que

en la diazotacidn es rcconocible con papel de Kle-glmidén
un pequeiio exceso de nitrito. Al cabo de 10 minutos sc fil
tra en un filtro de succidn y el roesiduo se lava con hielo/a-
gua y a continuacidén con tampén de fosfato de sodio 0,15 ¥,
de pH 7,5 a 0-h4eg,

e) 0,75 g de albluina se disuelven on 250 ml de tampdén de
fosfato de pll 7,5, se enfrfan a 42C, y se aiiade el produc-
to preparado segun 5d). La suspensién se agita durante 20
horas a 42C, después sc filtra, y la sustancia sélida se
lava con NaCl 1 M y con solucién de sal comtn tamponada con
fosfato (PNS) (solucién acuosa al 0,9 \ de NaCl ccn wi cone-

tenido de 1/15 woles de tampén de Nuqﬂvou-RH,POh de piI 7,2).

2
El producto filtrado v las aguas de lavado se investigan
en cuanto a albdwina, por ¢l método de la inmunodifusién

radial. 75 mg de albdmina se unen a 1 g del vehiculo asi

)
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preparado,

f) 2,h g de inmunoglobulina M sc¢ disuelven en 250 ml de tam-
pén do fosfato de pli 7,5, ¥y se enfrian a 42C, Se afinden

10 g del producto diazotado segiin 5 d) y la suspensién se
agita durante 20 loras a 4¢C, Después de la filtracién,

la sustancila sélida se lava con solucidén de NaCl 1 M vy con
¥rBs.

1 & del velilculo preparado seygun 5 f) une 240 mg de inmung

globulina M.

Ejemplo O

a) 10 g de poli(hidroximetilono) son activados con epiclor
hidarina como so ha descrito en el ejenplo 5§ a)b), se hacen
reacclonar con hexametilendimaina y se transforman,

b) 10 g del vehfculo asi preparale se succinoflan durante
4 horas a 10¢C y pll G, con 3 g de anhldrido de 4cido succy
nico, gue ostén suspondidos en 200 ml de agua, K1 valox
del pH so regula con NaCll 2 iv. despuébs del lavado de la
sustancia sélida con agua, el producto se apita durante 30
minutos, a pll 5 y 3¢C, con 2,5 g de p-toluen-sulfonato de
N-clclolexil-N'=((N=uetilmorfolino)=etil)~carbodiimida, sa
separa por filtroecidn y se lava rédpidamonte con agua hola-
da,

¢) 1 g do inmunoglobulina G se disuelve en 250 nl de tampén
de fosfato a pl 7,5 y se agita durante 24 horas a 42C con

- 23 -
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el vehfculo preparado segin & f). Después de filtracién,
el producto se lava con sal comiin 1 M y con PBS,
A 1 g del vehfculo sc unen covalentencnte 85 mg de inmung

globulina G.

Eiemplo 7

a) 20 g del producto preparado segin 5a) se agitan durante
6 horas a pH 10 y 50-352C, con 20 g de Acido aminocaproico.
Después de ello se filtra con succién y se lava con agua,
b) 10 g del producto preparado segin 7a) so mezclan con 2,5
g de p-toluen~sulfonato de N-ciclohexil-N'-((N-metilmorfo
1lino)=etil)-carbodiimida, y al cabo de 5 minutos se afiadon
a ello 2 g de N-hidroxisuccinimida, a pll 5, Después de 5
horas de agitacién a 242C se separa la sustancia sélida por
filtracién y se lava con agun,

c) 0,5 g de alblmina se disuclven en 200 ml de tampén de

fosfato vy se agitan durante 24 horas a 42C con el vehfculo

. activado preparado sepin 7b). Despuébs de filtracién, el

producto se lava con sal comtin 1 M y con PBS,
A 1 g del vehiculo se unen covalentomente 50 mg do albimi

na,.

Ejemplo_ 8
10 g de poli(hidroximetileno) se activan con opiclorhidri
na del modo descrito en el ejowplo 5 a)b), se hacen reaccio
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nar con hexamotilendlauina y se transforman.

a) 10 g del vehfculo asi proparado so suspenden en 100 ml
de agua y se hacen reaccionar con 500 ml de dialdehido glu
tdrico al 25 por clento. Después de {1 hora de agitacidn,
la sustancia sélida se scopara por filtracidn y se lava con
agua o con PiS,

b) 0,5 g de albduina se disuclven en 200 ml de tampén de
fosfato y se agitan durante 20 horas a 49C con el velhiculo
preparado segin 8a). Despubs do filtracién, cl producto

se lava con sal comin 1 ¥ y con PBS,

ILjemple 9

Reaccién directa de poli(hidroximetileno) activado con epi
clorhiidrina,

a) 10 g de poli(hidroximetilono) so activan con 50 ml do
eplelorhidrina, como se ha descrito on el ecjemplo 5a). Des-
pués de filtracidn, el producto se lava r4pidamente con
agua, con acetona, con agua y por udltimo con PBS,

b) 0,5 ¢ de albtmina se disuelven en 200 ml de PBS y sc agi
tan durante 60 hioras a 42C con el producto preparado segin
9a)s Después de filtracién, la proteina unida con ¢l vehi-
culo s¢ lava con sal comin 1 M y con PBS,

1 & del vehdiculo asi preoparado une 45 wg de albtmina,

Biemplo 10
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10 g de poli(hidroximetileno) son agitados a pH 9,5 (tampén
0,15 M de bicarbonato de sodio/NaOH) durante 3 dias a 252C
con 30 g de dietilenglicoldiglicidiléter, el producto se
filtra con succién, se lava bien, y se afiaden a 0,5 g de
albimina humana en 200 ml de tampén de fosfato 0,15 M de

pH 8 y se agita a 102C durante 60 horas. Después de fil-
tracién, la proteina unida con el velilculo con solucidn de
sal comin 1 M y con PDLS.

1 g del vehiiculo preparade de este modo contiene 35 myr de

albtimina unida.

Eiemplo 11

10 g de poli(hidroximetileno) son hechos reaccionar, como
se describe en el sjemplo 10, con 30 g de glicidil-tris(gli
cidiléter), son afindidos a 0,5 ¢ de inmunoglobulina G (Ig
G) en 200 ml de tempén de fostfato 0,15 M de pH 7,5 vy apgita-
dos a 4¢C durante G6C horas. Después de filtracién, se la-
va el producto con solucidn de sal comin 1 M y con PBS,
1 g de la resina proteinica preparada de este modo contie~
ne 50 mg de immunoglobulina G unida.

ELsta solicitud que corresponde a la presentada
en Repdblica Federal aAlemann, el dia 6 de Mayo de 197k,
bajo el N2 P 24 21 789.8, so acoge & los beneficios del ar-

ticule 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn, propia y nueva, gque
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidn cn Espafio, por VEINTE afics, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

13,- Procedimiento para la preparacidén de un
compuesto biolbgicamente éctivo a base de poli(hidroxi-
metileno) o poli(carbonato de vinileno), carécterizado
porque el poli(hidroximetileno)} se hace reaccionar con
una sustancia bioldgicamente activa, direétamente o a
través de un compuesto con varios girrupos funcionales,. o
el poli(carbonato de vinileno) se hace reaccionar con un
compuesto polifuncional o con un efector sintético, se
hidrolizan los restantes grupos ciclocarbonato, y even-
tualmente ¢l polimero se hace reaccionar posteriormente
con un compuesto bioldgicamente activo.

28, - Procedimieﬁto segln la reivindicacidn la,
caracterizado.porque se hace reaccionar poli(carbonato 7
de vinileno) con un efector que lleva grupos amino piie

marios reactivos, y a continuacibén se saponifican los

grupos ciclocarbonate no reaccionados.




3%,~ Procedimiento para la preparacidn de un

compuesto bioldgicamente activo a base de poli(hidroxi

metileno) o poli(carbonato de vinileno).

Tal y como se ha descrito en la Memoria gue

5 antecede, y con los fines que se han especiflicado,

Esta lemoria consta de veintiocho hojas es-

critas a mAquina por una sola cara.

Madrid,?8.DIC 1975

PLA,

20,12,76
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