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to para el aislamiento de orgoteiua.

La orgoteina define una familia de congdnerss
de proteina que poseen une combinscion caracteristica
de propiedades fisicas, quimicas y farmacologicas. Ca-
da uno de estos conzéneres se carscieriza f{sicamente
por ser la forma sislada, sustancialmente pura, de una
proteina globular, scluble en tampdn y em agua que tie-
ne une conformacidn nativa altamente compacta, la cual,
sunque inestable al calor, es estable al calentamiento
durante varics minutos a 659C¢ en agus o en uwna solucidn
‘tampon que ocontenga una sal de un metal divalente que
tenga un radio ioénicc de 0,60 a 1,00 & y que en la elsc-
troforesis en estado de wel a pH 8,45 en tampdn de tris
glicina 0,01 M da un espectro caracteristico de bandas
miltiples. Quimicamente, cada uno de 1los congénerss se
caracteriza por contener tondos o todos mencs uno de los
aminoacidos esenciales, un pequefio percentaje de hidra-
tos de carbone, proporcidn nula de 1ipides, de 0,1 a
1,0% de contenido de metales proporcionado por aproxi-
medamente 3 & 5 &tomos gramo por mol de Uno © mAs meta-
leg divalenltes en forma de quelato que tienen un radig
ionice de 0,60 & 1,00 &, y una propercion sustancialmen-
te nula de metalee monovalentes en forma de quelato o

venenos celulares en 1a moldoula. Farmaccdindmicamente,



cade uno de los congéneres se caracteriza por ser una
proteina inyectabls, no tdxica ¢ inmunoldgicemente bien
tolerada, cuys activided farmacoldgica incluye una ac—
tividad anti-inflamatoris que, al igusl que su confor=
5 macion compacta, eshsd relacionada con su contenido en

metales divalentes en forma de quelato. La afinidad in-
munoldgica de un congénere de orgoteina es suficiente
para permitir que sus anticusrpos preparados en el ce=
nejo o en otro animel asdecuado reconozcen como entigene

10 g uno o mds de otros congéneres de orgoteina y/o para
gue une o mds de los anticusrpos para otroes cmngénares
de orgoteina lo reconczcan como antigeno, como se evi-
dencia en la inmuucelesctroforesis en estado de gel y/o
inmunodifusidn en estado de gel. Aunque algunae de las

15  propiedades fisicas y quimicas y el tipe'y grado de efi-
cacia farmacodinamica de la orgoteina varfian de congéne-
re a congénere, todos los congdneres de orgoteina poseen
la combinacién de propiedades arriba indicada.

Sobre la bamse de datos bibliogréficos recien

20 tes, es evidente actualmente que la familis orgoteinica
de las metaloproteinas incluye las protefnas aisladas
previamente en diversos estados de pureza a las que se
han dado los nombres de hepatocuprefna, Mann y Keilin,
Proc. Royal. Soc. for Biol. Sci., 126, 303 (1939); oce-~

25 rebrocupreina, Porter y Ainsworth, J. Neurochem., 1,
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260 (1957); eritrocupreina, Markewits y oives, J.
Biol. Chem., 234, 40 (1959); y citocupreina, Carrice y
Deutsech, J. Biol. Chem., 244, 6087 (1969). Para otras
referéncias, veanse Mohamed y Greenberg, J. Gen.
Rhysiol. ;i, 433 (1954); Porter y Foleh; Arch. Neurol.
Psychiat. 77, 8 (1957); Porter y Ainsworth, J. Neurochem.
5, 91 (1959); Krimmel y otros, J. Biol. Chem., 234, 46
(1959); Wymen, Biochem. Biophys. Acta, 45, 387 (1960);
échieids'y otros, J. Clin. Inv., ig, 2007 (1961); Marke
witz y etres, Anal. Chem., 33, 1594 (1961); Porter y
otros, Arch. Biechem. Bioph., 105, 319 (1964); Stansell
¥ Deutsch, J. Biol. Chem., 240, 4299 (1965); ibid, 240,
4306 (1965); Stemsell y Deutsch, Clin. Chem. Acte, 14,
598 (1966); MoCord y Fridovich, J. Biol. Chem., 243,
5753 (1968); MeCord y Fridovich, J. Biol. Chem., 243,
6056 (1968); Hartz y Deutsch, J. Biol. Chem., 244, 4565
(1969); Carrico y Deutsch, ibid, 245, 723 (1970); Wood
y otros, Eur. J. Biochem. 18 (1971) 187. Con estas obe
gervaciones, se ha hecho actualmente evidente que la fa-
milia de congeneres de la orgoteina incluye estas wetalo-
proteinas; como la orgoteina posee una actividad pronun-
ciada como superdxido~dismutesa, se ha establecido tem-
bién su relacidn con la forma de este enzima en los ma~
wiferos. Se ha informado que estas metalo-proteinas po-

seen una actividad muy elevada como superéxido~-dismute~—
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sas (sodasas). Véanse Lelord y Fridovieh, Jo'Bicl. Chem.,
244, 6049 (1969); Keele, MeGord y Fridovieh, J. Biel.
Chem., 245, 6176 (1970); ibid, 246, 2875 (1971).

. En la Patente de Bélgica 687.828 y en la Pa-
tente Britanica 1,160.151 se describe un procedimiento
de stapa miltiple pare el aislamiento de protefnas a
partir de tejidos animales, p.ej., del higado de bovi-
nos.

En la Patente de los EE.UU. 3,687,927 se demw
cribe un procedimiento mejorado para el eislamiento de
orgoteina a partir del higado y otros tejidos animales,
que elimina varias etapas y aumenta sustencialumente el
rendimiento.

En la Patente de lom EE.UU. 3.579:.495, se rei-
vindice wn procedimiento para el sislamiento de orgotei-
na & partir de gldbulos rojos de la sangre por un pro-
cedimiento de etapa miltiple que incluye una pre-purifi-
cacion con disolvente pars separar la hemoglobine y wma
etape de calentamiento, en un rendimiento global de apro-
ximadamente 0,01y, csloulade sobre los glidbules rojes
compactados.

Bn algunas de las referencias bibliogrdficas
citadas arriba, se utilizé una etapa de purificacicén cro-
matogréfica con DEAF-celulesa como parte de un procedi-
miento de etapa multiple pars el aislawmiento de la orge=-

tefna a partir del higado de buey y otros tejidos anima

16.12.72 ~ 5 -
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les. Bn une de estos procedimientos; de Omrrico y eotros;
JoBeCo, 244, 60E67-6093 (196%), le mezcle Ge protefnas
soléﬁles extraidas se somete a tres purifiéaciones cro-
matograficas, seguidas, en todos los casos, por didlisis
y luego por una filtracion en estado de gel son Sephadex
G-75. Egte procedimiento, si bien es aceptable en escala
de laboratorie, no es préciico en una escala industrial,
Ademds, el rendimiente giobal fue sdlo de 0,0065%.

En otra de las referencias ds bivliografia arri
ba eitadas, se utilizé una etapa de purificseidn croma-

tografica con DEAE~celulosa como parte de un procedimien

_to de etaps miltiple pars aislar la orgoteina a partir

‘ @e les glébulos rojos de la sangre. En el mds sencillo
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de estos procedimientos, los globulos rojos de la sangre
ge liberaron de hemoglobine por precipitacidn con disol-
vente y luego se fracciond con K HFO, y acetona. Una por-
cion de las proteinas solubles fracciersdas se cromato-
grafié a pH 7,4, produciéndose, a partir de 3 litros ds
glébules compactedos 190 mg de orgoteina que tenfa una
actividad como superoxido-dismutasa de 3.300 unidades/

mg (rendimiente global, 0,006%; 60% Ge recuperacidn de

la orgotefna). Este procediniento, . sl hien es aceptable

en escala de laboratorio, no es factible en sscala indus~
trial. Per ¢jemple,; pare producir 1 kilogramo de orgo-

teina se requerirfan mde de 7.500 litros de cloroformo,
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4,500 litros de etanol, 7.000 kg de KiZHPO4 y 5.000
litros de acetona, i el procsdimiente hubiera de lle-
varse & esecala mayor sin cambioes.

En una etapa del procedimiento de esta inven
cion, se eliminan proteinas extrafias a partir de una
mezcla de proteinas que compronde orgoteina por un tra-
tamiento enzimatico sencillo de la mezcla. Los fraguen-
tos de proteina resultantes se pueden eliminar fdcilmen—
te de la solucién de orgoteina por didlisis.

En otra etapa del procedimiento de esta inven-
cidén, la hemoglobina y la anhidrase carbdnica se elimi~-
nan de los globulos rojos de 1a sangre antes del aisla-
miento de las orgoteinas a partir de aquéllas por un
tratemiento al calor de los globulos rojos de le sangre
para obtener una nelucidn que retiere la orgoteina pero
que esté sustancialmente exenta de hemoglobing y de an-
hidrasa carbonica. Una tal solucidn se puede someter a
cromatografia empleando une columna cromategréfica mu-
cho més pequefia que la que se reguiere cuando se ubili-
zan globulos rojos de la sangre destruidos por una lisi-
na. Esto es particularmente cierto si la solucidn de par-
tida se concentra antes de la cromatografia, lo cual no
puede hacerse facilmente con los glébulos rojos de la
sangre destruidos por una lisina. Ademds, debido & que

menos del uno por ciento de las proteinas que se hacen

16,12.72 -7 -
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pasar a través de la culumna cromatografica cuando se
emplean glébulos rojos necesite ser sometido a cromato
grafia en la presente realizacidn de esta invencidn con
objeto de aislar la misma cantidad de orgoteina, la vi-
da Gtil en la columne de la resina crometogréfice emplea-
de es mucho mayor, los caudales son mejores y la selec-
tividad de le resina es wmayor, requiriendo asi una elu-
¢idn regulade con menor exactitud. Bl procedimiento tie-
ne la ventaja evidente sebre el de la Patente de los
EE.UU. 3.579.495 de que la anhidrasa carbénice y la he-
moglobina de les glébules rejos de le sangre, los cuge
les constituyen aproximadamente el 99% de las proteinas
de los miswos, se separan simultaneamente sin el empleo
de disolvente orgénico.

Se ha descubierto que, por la setapae cromatogra-
fice del provedimiento de esta inveneion, el disolvente
utilizade para separar la hemoglobina, sl KéHPO4 utili-
zado paera separar la anhidrasa carbénica, y el disolven-
te utilizado para precipitar la orgoteins se pueden eli-
miner, haciende el procedimiento extremadamente practi-
co en escala industrial.

En le etapa cromatogréfica de esta invencidn,
se puede aislar orgoteina sustancialmente pura con alto
rendimiento & pertir de glébulos rojos de la sangre Ges-

truidos por une lisine en una etapa de purificacidén cre-

16.12.72 -8 -
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matografica sencille sis necesidad de una purificacidn
previa o posterior con disolvente orgdnico o con sal.

La bage de esta invencidn lo constituye el hecho de que,
aunque la nemoglobina constituye 2l menog el 96% de las
proteinas solubles en lee globulos rojos de la sangre,

y el 70% o wds del rectc de las proteinas estd consti-
tuido por la snhidrasa carbénica, ambas se pueden sepa-
rar en la wisma etapa en la que se aisla la orgoteina
en_fo;mg sugtancialmente purs. La simplicided y la eco~-
nomia @el presente procedimiento son tales que los cos-
tes glpba}es de produccidn y de wateriales son aproxima-
damente la décima parte de los costes mninimos gue eran
pogibles hesta ahors en escala industrial. Igualmente
gorprendente es el hecho de gue estas enormés cantida-
des de proteine indeseada no se fijen al adsorbente de
columne empleado en este procedimiento, lo cual permite
su. fécil regeneracion y reutilizacidn.

Por el procedimiento de purifioacién cromato
gréfice de esta invencidn, se puede obtener orgoteina
de pureze farmacéuticamente aceptable en una sola stepa
de purificacién cromatogréfica, lo que hace gue el pre-
cedimiento sea extremadamente préctico en escale indus-
trial.

La simplicidad y economia de todas y cada una

de las realizaciones del presente procedimiento, son ta

16,1272 -9 -
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les que los costes globales de produccidn y ds materia
les son aproximadunente la decima parte de los costes
ninimos que eran posibles hasta ahora en escala indus-~
trial,.

Ia orgoteina se afsla a partir de una mezcla
de proteinas solubles por al menos una de las etapas
de:

(I) someter una solucidn acuosa de una mezcla
de prote{nés que comprende orgoteina a la activided en-
zimdtice de un enzima proteolitico, degradando as{ se-
lectivamente al menos una porcion de las proteinas ex-
trafias;

(I1) calentar al menos la porcién de los glo-
bules rojos de la sangre integral a un pH conprendido
entre 5 y 8, con lo que precipite la hemoglobina y a
una temperature de aproximadamente 60 a 802C, enfriar
la mezcle calentada, separar las proteinas precipitadas
de le mezcla calentada, y separar la orgoteina del 1{-
guido que sobrenada; y

(II1) aislar orgoteina sustencialmente pura
a partir de una fuente de la misma sometienrdo una mez-~
cla de orgoteina y otras proteinas solubles en tampdén
& une separacidn cromatogrifica, aplicando la mezcls
de proteinas solubles en tampén en forma de una solu~

oidn scuosa que tiene una concentracién idnice menor de

- 10 -



aproximadagente 0,01 M & una columna cargada con una re
sina de intercambio de ion que tiene grupos débilmente
bésicos, adsorbiendose de esta manera la orgoteina y
una porcion de las otras proteinas contenidas en la

5 mezcela sobre la resina, eluyendo selectivamente las pro
teinas adsorbidas de la resina con un eluyente acuoso
de concentracion idnica mayor, y aislando la orgoteina
8 partir del producto de elucicn, y carecterizadas por
el hecho de que:

10 (a) la separacidn crometogréfica se lleva &
cabo a un pH de aproximadamente 6 y con una concentra-
cion idnica de hasta aproximademente 0,01 Ii; !

(b) una porcion de las proteinas adsorbidas
g0 eluye de la columna con un eluyente acueso que tiene

15 un pH de aproximadamente 6 y una concentracion idnica
inferior a aproximadamente 0,02 M; ¥y

(¢) se alsle de la columna orgoteina susten-
clalwente pura como sigues
(1) ousndo la mezcla de protefnas solubles

20 procede de tejidoe animalea,vpor elucién de otra por-
cién de las protefnes adsorbidas de ls columne con un
eluyente acuose que tiene un pH de aproximadamente 6 y
una comcentracion idnica mayor, comprendide entre apro
xinadamente 0,02 I y aproximadamente 0,03 M mientras

25 gue se controla al menoz una ds las absorbancias A265

16.12,72 -11 -
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y A280 y se mide al rnenog uno de los contenidos en Cu

y Zn del producto de la elucion, y separando de la por
cion del producto de la elucién que tiene uns concen-
tracidén idnica de aproximadamente 0,02 a 0,03 M la frac-
cidn que contiens 1la orgoteina que tiene el contenide
méximo en metales divalentes no idnices y la absorban—

cia minima A265 6 A...3 o bien

280
(ii) cuando la mezcla de proteinas solubles
proceds de-los globulos rojos de la sangre e incluye
la hemoglobina y la anhidrasa carbonice de los mismos,
por lavade de la columna hastsa dejarla exenta de hemo-

globina y amhidrasa carbdnice antes de eluir de aguélla

la orgoteina.

I. TRATAMIENTO CON ENZIMAS PROTEOLITICAS

Sorprendentemente, para todos les fines prag
$1icos la orgoteina es sustancialmente inerte a la de-—
gredacién producida por las enzimas proteoliticas. Debi
do & este hecho, se puede emplear en el procedimiento
de esta invencidén cualquier enzima proteolitica. Se im
cluyen exopeptidasas y endopeptidasas brutas ¢ purifi-
cedas, y mezclas de las mismas gue incluyen leucina-ami
nopeptidasas y etras aminopeptidasas, carbexipeptidasas
A y B, pepsina, tripsina, (Kfquimotripsina, quimotripsi

ne B, aminopolipeptidasa, prolinasa, prolidase, catepsi

- 12 -



nag, leucilpeptidasa, dipeptidasa, papaina, bromelina,
ficina, asclepaina, mexicaina, pomiferaina, plasmina,
tetrahymena~proteinasa, proteinasa de B. subtilis, pro
teinasa de Ps. aeruginosa, proteinasa de Streplococcus,
5 proteinasa de Streptonyces griseus, p.eje., "Pronesa',
etc.y 0 extractos de tejidos pareialmente pufificadoé,
P.@Jj.,  pancreatina, o extractos de enzimas proteoliti
cas de bazo o de rifidn.
e prefieren la proteinass de Streptomyces
10 griseus, la pancreatina, la subtilisina, la papafna, y
la bromelina. De entre éstas, se prefiere especialmente
la pancreatina, que és particularmente adecuada para
eliminar grandes cantidades de impurezas de naturaleza
proteinica. Las proteinasas purificadas, p.eje., "Prona-
15 sal', son especialmente apropiadas para eliminar péque-
#ias cantidades de proteinas residuales a partir de or-
gotelna sustancialmente pura.
Como serd evidente, dade que las enzimas pre
teol{ticas son ellas mismas proteinas, el presente pro
20 cedimiento es inicialmente un "intercambie" de impure~
zag proteinicas° No obstante, ias enzimes éon en general
auto~degradantes y se pueden separar por consiguiente
fdeilmente de la orgoteina, p.ej., por didlisis, o bien
tienen propiedades de carga o tawmafic que permiten su

25 fdeil separacién. Ademds, la propoercidén en peso de en—

16.12.72 =13 -
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zime empleado & protefnss degradadas proteoliticamen—

te en la mezcla de proteinas es usualmente menor de
uno. Véase Chance, Advanc. £azimol., 12, 153, 171,
(1951). Por tanto, el efecto nets consiste en una
conversion sustancial o completa de las proteinas ex-
trafias procedentes de la mezcla de proteinas de parti-
da en fragﬁentos de peso molecular bajo en tanto que
se conserve sin alteracidn la orgo‘ce:fna°

Un medio para evitar este "intercambio de
impurezas proteinicas consiste en emplear une enéima
insolubilizada, p.ej., pancreatina o una proteinasa,
por ecoplamiento con un soporte insoluble. Véase Emery,
A.No y Kent, C.A., Birmingham Univ. Chem. Eng., 21,
71=76 (1970).

El procedimiento de esta invencidn puede em-
plear mezclas de proteinas solubles que contengen cual
quier prepercion de orgoteina, con inclusion de aqué~
llas que contienen menos de 5% y preferiblemente menos
de 1% de orgoteiﬁa, pe8j.y l& mezcla total de proteinas
solubles extraida de una fuente de orgoteina, p.eje.,
gldbulos rojos de la sangre o tejidos, p.ej., tejidos
de higado, de misculos estriados, de rifidn, de misculos
de cerazén, de los pulmones y de los intestinos; extrac
tos parcialmente purificados, p.ej., aquéilos que contie-

nan, p.ej., de 5 a 50% de orgoteina; y los que estan

161112072 s 14 -
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censtituirdos predominanienente, es decir, en una pro-
porcion supericr al 50%, por orgeteina, con inclusién
de orgoteina parcialmente purificada y orgoteina sustan
cialmente pura, p.ej., de 90% ¢ de pureza mayor. Asi,
el procedimiento de eeta invencidn se puede emplear co
mo parte de un procedimiento para el aislamiento de or
goteina o para eliminar cantidades iraza de impurezas
proteinicas a partir de orgotefra sustancialmente pura,
ya aislada. En un aspecio preferido, el procedimiento
de esta invencidn smplea como materizl de partida la $0
lucion acuosa de proteinas solubles que comprende orgo-
tefna extraida de una fuente de la misma, preferiblemen~
te de higado, y lo mds preferidlemente, de higado de
buey. En otro aspectoe preferido, se utiliza para aislar
orgoteina a partir de vna mezecla de proteinas enrigqueci-
da en orgoteina, esto es, para purificar orgoteina par
cialmente aislada & partir de un extracto de sangre o
ds tejidos, p.cj., de nigado o de eritroeitos, que se
he ecalentado para precipitar las proteinas termoldbi-
leso

En un aspecto preferido de esta invenciodn,
debido a su eficiencia, se ewplea ol tratamiento enmi-
matico para eliminar una mayor pavte, preferiblemente
al menos 60% de las proteinas extradas a partir de una

mezcla de proteinas que contenga selamente un porcenta

- 15 =
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Je muy pequefio de orgoteina, es decir, menor del 5%,
p-8j., aproximademente de 0,01l%x a lj. Ejemplos de te-
les mezclas son las proteinas totales solubles extraidas
de una fuente de orgoteina, p.ej., de los globulos ro-
jos de la sangre, de los rifiones y preferiblemente del
nigade, en especial del higado de busy.

Un aspecto econdmicamente importante de esta
invencién deriva del empleo mds efectivo de los procedi
mientos cromategrdficos subsiguientes. Sin pre-fraccio-
namiento, s6lo se pueden separar por cromatogrefis apro-
ximedamente 4 equivalentes-gramo de proteinas solubles
de higado sobre 1 ml de DEAE-celulosa. Despuce de pre-
digestion con protemsas, esta cantidad se puede aumen-
tar 5 ¢ 10 veces, como minime.

Para una descripcion de los métodos de extrag
olen de una mezcla de proteinas solubles que comprende
orgoteina a pértir de fuentes naturales de las mismas
y aislemiento de orgoteina sustancislmente pure & par-
tir de aguéllas, véanse, p.sj., la Patente Britdnica

1.160.151 y las Patentes de los EE.UU. 3.579.495 y

3.637.640.

En uns realizacion especimlmente preferida,

las proteinas solubles son amquéllas que quedan después

de un tratamiento por el calor de la mezcla total de

‘proteinas solubles extraidas, p.ej., a 60-802C, por

16.12.72 - 16 -
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ejemplo; comoe se descrivce en la Patente de les EE,UU..
3.624.251 6 en la Patente de los EE.UU. 3.5790495,

Ia mezcla de partida de proteinas que com-
prends orgoteina se somete a la accidn enzimdtica de’ la
encima proteolitics seleccionada en condiciones cuales-
gquiera de pH, teuwperatura, tiempo y proporcion de pro-
teinas a enzima que seen utiles para le enzima selec—
cionada. Estas condiciones son bien conocidas en la
téonica.

La mezcla de partide de proteinas se pusde em=—
plear en cualquier diseivente acuoso en el que la orge
teina sea soluble y estable. Preferiblemente se emplea
un tampén, p.ej., de pH 1 a 13, preferiblemente de pH
4 8 10, pedjey de pH 5 a 6 6 aproximadamente de pH 7;5,
gue contenga deseablemente una pequefia cantidad dé uneo
o més metales divalentes que tengan un radio idnice com-
prendido entre 0,65 y 1,00 &, poejo, Coy Cu, Fo, Ge, Ng,
Ni, Zn, Mn & Ca, y que tengan preferiblemente une con-
centracién idnica menor de 0,1 M.

Ia mezcle de proteinas que comprende orgetei-
na se puede emplsar en cualquier concentracion conve-
niente en el diselvente acuocso seleccionado, p.aj.,
desde una concentracion tan baja como 0,01% hasta 10%
¢ superior. Ia soluecion tiene preferiblemente una con-

centracion idnica de 0,00L M & 0,1 N, la cual se puede

16912072 - 17 -~



proporcionar por medic de una sa8l, p.s8j., NaCl, o de un
tampén, p.ej., tris,tris-glicina-fosfato, y deseablemen

te contiene une o mas metales divalentes que tengen un

redio ionico de 0,65 a 1,00 ﬁ, pe8j.s Mn, Cu, Zn y/o
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Mgo

La degradacion engimétice se lleva a cabo usual
mente a aproximadaments 20-40%C. Sin embargo, se pusden
emplear temperaturas mds bajas y mas altas, p.ej., de
0 a 609C, dependiendo la temperatura optima de la acti
vidad>j estabilidad de 1a enzika seleccionada.

Ie proporcion de enzima a mezcla de partida
de proteinas depende principmlmente de la proporcidn de
orgoteina & proteinas extrafias en la mezcla de partida,
esto es, que cuanto mayor sea la proporcion de proteinas
extrafias en la mezcla de partida, tanto meyor serd la
cantidad de enzims requeride. Le cantidad de enzims de-
pende también de la actividad de la enzime selecciona-
da., La proporcidn optima se puede calcular a partir de
la activided proteolitica conocida de la enzima y de la
cant%dad ds proteinas extrafias que se desee degradar con
teniégs en la wmezcla, y generalmente es independiente
dezééiconcentracién de la orgoteina en aquélla. Usual-
ment; se emplea una proporcién en peso de enzims a mez—
ele de partida de proteines menor de 1, p.ej., de 1:2

heste 131000 dependiendo la proporcidn exscte, como se

~ 18 -
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ha indicado arriha, se la actividad enzimdtica de la
enzima selecciousda y de la proporcién de proteinas ex
trafias en 1la mezcla,

Ie orgoteina asi purificada se puede aislar
¢ purificar adicionalmente de una diversidad de mane-~
rag. Las proteinas degradadas proteoliticamente, tanto
gi son oligopéptidos como si son aminoeécidos, se sepa-
ran fdcilmente de la orgoteina asi purificada, p.ej.,
por uno o més de entre los procedimientos de intercam—
bie de ion o cromatogrefia en estado de gel, pracipita
cidn fraceionada con disolventes o con sulfate amonico,
y/o por ultrafiltracion o dislisis a través de membra-
nas, preferiblemente al menos el ultimo procedimiento
por ser répido, sficicnte y de coste reducido.

§i quedan impurezas proteinicas, las mismas
se pueden separar, preferiblemente después de didlisis
para eliminar las proteinas degradadas proteoliticamen-
te, por adsorcion en una columma de intercambio de ion
deébilmente bésica y posterior elucidn de la misma, p.
8J.y de la manera deserita en los sjemples gque se dan
més adelante en ewbta mewmoria. Otras técnices que se pue-
den utilizar son cromatografia de filtracidn en estado
de gel; precipitacidn fraccionada con disolventey Dpeeje,
acetona o etanol, o con sulfato aménice; y calentamien

toy, Po@jo, & TO~7580, oomo se describe en log ejemplos
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que se dan més adelants en esta memoria para precipitar

las impurezas proteinicas remanentes.

IT. TRATAMIENTO TERMICO

Es sorprendente gue tanto la hemoglobina como
la anhidrasa carbdnica se puedan precipitar selectiva-
mente de manera sustancialmente completa mientras que
se mantiene la orgoteina en solucion, debido a la gran
proporcion, esto es, al menos 95%, de protefnas de par-
tide que se precipiten. Asimismo, la hewoglobine es une
proteina relativamente estable al calor, Ademds, el ca-
lentamiento no la insclubilize o la insclubiliza sdlo
parcialmente fuera del margen de pH empleado en el pro-
cedimiento de este invencidn.

En una reslizacién preferida, el procedimien
to de esta invencion comprende las etapas siguientes:

(1) Diluir sangre integral (entera) con hasta
aproximedamente 3, p.ej., de 0,5 a 1,5, volumenes de
ague;

(2) calentar la sangre integral a aproximeds
mente 65~75QC durante aproximedewente 1 hora a 8 ho-
res;

(3) enfriar la mezcla calentada, preferible
mente a al menos 402C, y was preferiblemente & la tem~

peratura ambiente o inferior;

16.12,72 - 20 -
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(4) separer laa proteinas yprecipitadas, pre=~
Feriblemente por centviingzacidn: y

(%) separar la orgoteins bruta del 1fquido
que sobrenada, preferiblemente por cromatografis con
resinas de intercambio de ion.

En otras realizaciones, se emplean une o mas
de las siguientes variaciones de esta realizacidn pre-
feridas

(2) En la etapa (1), =e emplean como mate-
rial de partida para la etapa de calentamiente glébu~
los de la sangre exentos de suero, preferibleuente sug
pendidos en 1 a 3 volumenes de agua;

(b) el calentamiento se lleva a cabo a una
temperatura mds baja durante un perfode de tiempo mds
largo, p.8j., a 602C durante 3 é mds horas, ¢ a una
temperatura mis alta durante un perfodo de tiempo méds
corto, p.eJ., a 802C durante 30 minutos a una hora;

(¢) el calentamiento se lleva a cabo & un pH
de aproximadamente T;

(d) la etapa (3) se lleva 2 cabo después de
le etapa (4) o durante la wisma;

(e) 1a orgoteina se afsla del 1{guido que so-
brenade en la etapa (5) por precipitacidn con acetona

u otro disolvente orzénico miscible con el agua;

(f) la orgoteina se aisla del liquido que sg

-~ 21 -
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brenada en la ehtapa (5} vor ultrafiltracidn o por liofi-
lizacidn;

(g) una pereidn del agua se separa del ligui
do que sobrenada antes del aislamiento ds la orgoteins
por destilacidn a vacfn, p.ej.; & 20-60¢C,

La etapa de calezvamiento se pucede llevar a
cabo sobre sangre integral, lo que se prefisre, debido
& que se eliminan lan etapss mecanicas de separacidn
del suereo y lavado Ge los gldbulos rojos de la sangre
compactados. Se puede llevar a cabo también sobre los
glébulos rojos de la saagre exentos de suero. Bsta Ule
timo produce orgoteirs algo més pura, pero esta ventaja
se ve contrarrestada por el coste de separacidn y lava
do de los glebulos rojos antes del calentamiento. Ade-
més, las impurezas protefnicas adicionales se pueden se-
parar con un trabajo adicional minimo por medio de ung
enzima proteolitica como se describe més adelante en
esta memoria. Por consiguiente, la sangre integral es
el material de partide preferide.

Aun cuando la etapa de calentamiento se pueds
realizar sobre sangre integral sin diluir o sobre gld-
bules rojos compactados exenics de suero, el hacerlo
asi lleva implicados problemas meednicor de mezclado e
intercambio ds calor. Por esta razon, le sangre integral

y especialmente los glohuloe rojos exentos de suero se
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mezcelan preferibleneric con agua, p.éj., hasta aproximg
damente con 3, y preferiblemente aproximadamente con 1

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

de ion metdlico divaleute, p.ej., Cu y/o Zn, deseable-
mente en concentraciones relativamente bajas, p.ej., in-
feriores & 0,05 k. Cuaado se utiliza sangre integral,

se puede afladir citrato trisodico u otro inhibidor de
coagulacion pars evitar la coagulacidn antes de la des-
composicion de la hemoglobing.

Le etape de calentamisnto se lleva a cabo con
preferencia aproximadamente en el punto isoeléctrico de
la hemoglobina de los gldbulos rojos, o sea, aproxima-
damente a pH 7. E1 pH isceldctrico de diversas hemoglo
bines estéd comprendido deantrc del margen de 6,5 a T,5,
usualuente de 6,7 a 7,4, A un pH bajo, p.ej., inferior
a 5, la hemoglobina se desnaturaliza pero sélo precipi-
ta parcialwente. lLa hewmoglobina de algunas especies ani-
males, p.ej., de bovinos y equinos, precipita a todos
los valores de »H comprendidos dentro del margén de 5
a B. Otras hemoglobinas precipitan sdlo aproximadamente
en su punto isoeldetrico.

El pH de los £lobulos rojos se puede ajustar
con cualguler acido ¢ base adecuados.

Le etapu de calentamiento ze lleva a cabo a

16.12.72 ~ 83~
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aproximedamente 60 a 60RC, preferiblemente a aproximeda-
menté 70-T58C, hasta qué he precipitado toda o practi-~
caménte todé la hewmoglebina. Ta temperatura y el tiewpo
exactos no son criticos, con tal que la hemoglobina
precipite de manera sustancialmente completa. Temperatu
ras més altas y tiempos de calerntamiento mds largos per
judican el rendimiento global en orgotefnas. Temperatu-
ras més bajas y tiempos de calentemiento mds cortos pro-
ducen una orgoteina menos pura., 4 aproximedamente 7520,
son suficientes de 1 a 2 horas aﬁroxim&dam&nte. El ca-
lentamiento durante una hora o incluso por mds tiempe

8 60~7520 no afecta de manera importante &l rendimiento
finel en orgoteina pura. En camblo, el calentamiento &

802C dQurente une hora destruye aproximadamente de una

.cuarta.parte.a las tres cuartas partes de la orgoteina.

la etapa de ocalentamiento se puede llevar a cabo por
cargas o bien, mediante el empleo de zonas alargadas
de ocalentamiento y enfriamiento, de manera continua.
ILas protefnas inestables al oalor, con inclu-
#ién de las enzimas, se separan de los gldbuloes rojoa
de la sangre por desnaturalizacidn al calor junto con
la hemoglobina. La snhidrass carbonica es un componsn=—
te destacado de tales proteinas inestables al calor.
Tos gldébulos rojos se calientan hasts que se inactiva

la enhidrasa carbonica. Pars une revisidn de la sensi-

16.12,72 - 24 ~
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bilided de la anhldrasa carbénica al calor, véase
R.P. Davis, The Enzimes, Vol. 5, 545 (1961). Academic
Press, ciudad de Nueve York. ‘

Una vez que ha precipitado la hemoglobina, ha
bréan precipitado también la anhidrasa carbdnice y to-
das o casi todas lag restantes enzimas y proteinas no
enzimétices inestables al calor existentes on el lfqui
do que sobrenada, dado que la hemoglobina es nds esta-
ble. Por ejemplo, a 602C, se requiere usualmente un tieme
po de calentadiento nis largo de 20 minutos para inacti
ver le anhidrgsa carbonica y las restantes proteinas
inestables al calor, y a 65%C es suficiente cen 10 a
15 minutos. ‘

Le finalizacidn de la precipitacidn de la he-
moglobina se puede comprobar Pficilmente por el color
del 1fquido que sobrenada, que deberia ser como mdxi-
mo un ross palido.

| Ocagionalmente, con sangre envejecida, es po~
glble que no precipite la totalidad del c¢oler rojo de
la hemeglobina si la etapa de calentamiento se conduce
2 un pH dcido. $i sucede este antes o después de la se~
paracion de la hemoglobina precipitada por la etapa de
calentamiento, cualguier color residual se puede preci-
pltar ajustando el pH & 7 6 por encime de 7, preferible-

mente entre 7 y 7,5, antes de la precipitacidn de la or-
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goteina, p.ej., antes o después de la separacidn de la
hemoglobina precipitada, p.ej., come parte de la preci-
pitacion previa de proteinas extrafias con acetona. El
color rojo preocipitado se puede separar de la misme ma-
nera que ig hemoglobina precipitade en la etapa de ca-
1entamientée

Después del calentamiento, los glébulos rojos
calentados se enfrian hasta una temperatura inferior a
aproximadamentes 502C, preferiblemente 2 la temperatura
ambiente o més frié, p.2j., pOr paso & través de un cem-
biador de calor.

La hemoglebina y otras proteinas precipitadas
en la etapa de calentamiento se separan luego, preferi-
blemente por centrifugacion, y se desechan. Se puede em
pleer tembién sedimentacidn o filtracidn, preferiblemen-—
te filtracidn a vacio con coadyuvantes de filtraocidn,
peej., tlerra de diatomeas.

Después de la separacidn de la hemoglobina
precipitada, se separs la orgote{na del liquido que so-
brenade, p.ej., por adicion de acetona a la solucidn
enfriada, por liofilizecion, por wltrafiltracidn, o por
adsorecion en una columna de resina de intercambio de
ion y poeterior elucidn de la misma.

Un método preferido para la separncidn de la

4 .
orgoteina del liquido que sobrenada e¢s por oronsztogra-
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fia de cambio de ion, p.ej., eupleando las téonicas des
critas en la scliciiud de Patente de EE.UU, 205.610 &

en la Patente de loe BE.UU. 3.579.495, cuyas descripcio-
nes se incorporan come referenciea.

Un método especialmente preferide que es fé-
cilmente adeptable para partidas de produccidn de orgo-
teina consiste eu hacer paser el liquide sobrenadante
obtenido en la etapa de calenbamiento a través de una
columna de intercambic de ion cargade con DEAE~celulosa
¢ similar, como se describe en la solicitud de patente
de EE.UU. Nim, de Serie 205.610, En tal etapa, el 1{-
quido que sobrenada, gue tiene une concentracién idni-~
ca inferior a 0,01 M, se hace pasar a través de una co-
lumne de intercambio de ion cargada con DEAE-celulosa
u otra carga débilmente bésica, adsorbiéndese de este
modo la orgoteina sobre la resina de intercambio de ion;
g9 lava luego la columne Cen AZUE O CON un tampén que
tenga une concentracion ionica menor gue aproximadamen=—
te 0,01 M; vy se eluye la orgoteina & unae concentracidn
idnice meyor, p.ej., de aproximademente 0,02 & aproxima-
damente 0,03 M. Dependiendo de las ocendiciones empleadas,
se¢ puede eluir de la columna desde orgoteina bruta, p.
ej., de 50% de pureza, hasta orgoteina de alta pureza.

Alternativamente, el 1iguido que sobrenada se

puede purificar por cromatografie con tamices molecula—
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res, p.ej., haciéndolc pasar a través de una columna
de resing de dextrans reticulade con epiclorhidrina
(Sephadex G-75 Superfino. Farmecia, Suecia). En un mo-
delo de produccion, la cabeza de la columna es reempla

5 zable de tal manera gue cuando la porcion superior de
la columna ha adserbido orgoteina en la cuantia permi~
tida por su capacidad, se retira la poreidn de la cabe
za y se reemplaza con resina de nueva aportacion, de-
Jjando intacteo el resto de la columna,

10 Bl 1iquido sobrenadante se puede pre-purifi-
car antes del aislamiento de la orgotefna a partir del
misme por le edicidn & aquel de umenzima proteoliti-
ca como se reivindica en la solicitud de patente de los
nismos inventores presentada en le misme fechsa de la

15 presente invencidn, Solicitud de patente de EE.UU. Num.
de Serie 273.278, presentada el 19 de julio de 1972, que
lleve el titulo "Pretemiento Enzimdtico de Mezclas de

proteinas que Contienen Orgoteinal, Sorprendentemente,

para todos los fines prédcticos, la orgoteina es sustan

aQ cialmente inerte & la degradacidn por las enzimas pro-
teolitiocus. Asi, la orgoteins brute contenida en sl 1i-
quido que sobrenada pusde purificarse por digestién se~
leotive de las proteinas extrafias, preferiblemente coﬁ
proteinase de Strep. griseus, pancrestina, subtilisina,

25 papaina o bromelira, en una proporeidn en peso de en~

16.12.72 - 28 -



zima 2 proteinas en el ifquido que sobrenada de apro-—-
ximadamente 1:2 a 1:1000, dependiendc de la enzima selec
cionada y_de la proporeidn de proteinas extrafias a or-
goteina en la mezela. Se puede aiglar orgoteina pura o

5 gustaencialuente pura a partir de la mezclas digerida de
une mauers convengional, p.ej., por ultrafiltracidn.
Los fragmentos de proteinas de la digestidn emzimdtica
¥y ol exceso de iones se pueden separar convenientemente
de la mezcla digerida por dialisis antes del aislamien—

10  to de la orgoteina de aquélla.

Si e desea separar la orgoteina del 1fquido
que sobrenads en una sola etepa, se puede precipitar
del mismo con acetona. Aproximadamente de 1 a 1,5 volﬁ
menes de acetona, calculados con referencia al volumen

15  del liguido que contiene la orgoteins, son suficientes
pere precipiter la totalidad de la orgeteina. Orgotef-
na de mayor pureza, p.ej., de pureza aproximada del
50% o superior, se puede obtener algunas veces en el
procedimiento de esta invencidn per precipitacioén pre-

20  via de una porcién de las protefnas disueltas con ace-
tona. 51 se emplea menos que un volumen igual de moeto
na, p.8j., de 0,5 a 0,75 volumenes, se precipita con
las preteimas extrafias une proporcidn muy pequefia, si
acaso, de orgoteina. Después de la separacidn de las

25 proteinas extrafias precipitadas, p.ej., de la manera
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descrita arribe pars la separacidn de la'hemogiobina
precipitada, la orgotefus se precipita después con el
resto de la acetona, p.ej., de 0,75 a 1,5 volimenes,
calculado con referencia a la solucidn acuesa. No obs~
tante, esta etapa de precipitacicn previa con diselven
te precipita une proporcicn muy pequefie de impurezas
proteinices si la etapa de calentamiento se llevd a ca
bo a 758-809¢ Qurasnte 1 & 2 horas a pH 7,0, debido al
acabed de 1a pracipitacion en la etapa de calentamienw
to.

La precipitacién previa de las proteinas ex

trafies y la orgotefina se lleva a cabo preferiblemente
en frieo, p.ej., entre 0 y 52C. No obstente, se puede
euplear cuslguier temperatuﬁa, p-ej.; desde la tempera
tura ambiente, hasta el punto de ebullicidn de la ace-
tone.

Se emplea acetona en el procedimiento de es
ta invencion por rezones de economia. Sin embarge, se-
ré evidente para los expertos en la téonica que se pue
den emplear tembién otros disolventes miscibles con el
ague de preoio mis alto pare precipitar la orgoteina,
De8Js, metil-stil~cetona y tetrahidrofurano, los cualss
son los equivalentes funcionales de la acetona en el
procedimiento de esta invencidn.

la orgoteina precipitada deberia liberarse de

16.12,.72 « 30 -
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disolvente y humedad residuales lo més pronto posible,
pe8j., por secado por congelacidén y liofilizacién, o
por redisolucion en un vehioculo acnoso para su purifi
cacién ulterior, a fin de evitar pérdidas de orgote--—
ina.

‘Aunque se puede obtener un preeipitado rico
en orgoteina exenta de hemoglobina y anhidrasa carbéni-
ca por la técnioa de precipitacién con acetona, el 1i-
quido sobrenadante exento de hemoglobina es eminente-
mente adecuado para purificacidn cromatofrdfica con
tamices moleculares o por intercambio de ion en condi-
ciones débilmente bdsicas, p.ej., de la menera descri-
ta en la patente de los EE.UU. 3.579.495. En situscio~
nes eén las gue ses incenveniente el trafamiente por
cromatografia de volimenes grandes de 1iquide, se pue-
de concentrar este ligquido sobrenadante exento de hemo~
globina antes de la cromatografia por ultrafilfracidn
o secado por oongelacion. Puede emplearse también la
edsoreidn por cargas de la orgoteina en cambiadores de

iones débilmente bésicos.

———

III.CROMATOGRAFTA

El material de partida para la etapa de Cro-
matografia del procedimiento de esta invenciotn es, 0

bien una mezecle de proteinas solubles en tampén extrai
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das de tejidos animales, o las protefnas solubles de
los glébulos rojos de la sangre, incluyendo tanto la
hemoglobina cemo la anhidrass carbonice.

El término “"tejidos mnimales”, tal como e
utilize en esta memoria, significa cuaiquier OTgano,
misculo o tejido afin. Se excluye la sangre y cualguier
fraceidn de la misma, la cual tiene una propercion muy
superior de otras proteinas solubles que de orgote{na,
e saber, hemoglobina y anhidrase carbonica, y por cen=
giguiente requiere técnicas diferentes para su separa-
cidn. De los tejidos snimales se prefiere el higado,
en especial el higado de bovinos, ya que ésbte posee
une alte concentracidén de orgotefna. Otros tejidos que
pueden utilizarse son los de rifiones, corazdn, cere—
bro, bazo, visceras, musculos, testiculos, gldndulas
cervicales, pulmeaes, lengua, timo y pancreas. Ejem-
ples de especies preferidas de animeles cuyos tejidos
se pueden emplear como fuente de mezclas de proteinas
solubles en tampon son 1los bovinos, gallindceas, por-~
cinos y equinos. Otros son ovejas, cabras, conejos, pe-
rros, ratas, seres humancs, etc. Se prefieren las prow-
teinas solubles de tejidos de “oVinos.

La mezcla de partida de proteinas solubles
en tampon que contienen orgoteina se puede obtener mez=

clando perfectamente el tejido animal con el medio de
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extreccion acuoso seleccionado. Para separar las pro=
teinas solubles de las proteinas insolubles, el tejide
debe picarse tan finamente como sea posible. Por ejem
pio, el tejido se puede triturar previamente para for-
mar una pulpa en un triturador de carne y puede mezclar—
se después perfectamenie con el liguido de extraccidn
seleccionado, p.ej., en un 2quipe de mezclado de alts
velocidad.

Ia proporcidén de medio de extraccidn a teji-
do animal no es critica y viene dictada fundamentalmen-
te por las caracteristicas fisicas de manipulacién de
la mezcla. Una proporcidn muy baja reduce um itanto el
rendimiento de orgotefna extrafda del tejide y produce
una mezcla semejante & un lodo que resulta diffcil de
separar, y la fase liquida retiene cantidades excesivas
de materia coloidal gque tiende & ohetruir la columna
cromatogréfica. Una proporecion muy elevada no presenta
ventaja alguna y de como resultado una solucidn diluida
de proteinee extraidas que es mds diffoil de manipular
debido & su volumen.

Generalmente, se emplea una proporcién 8n Vo=
lumen de medio d¢ extraccidn a tejido animal comprendi~
da entre aproximadamente 2:1 y 4:1, preferiblemente en

tre aproximademente 2,3:1 y 2,8:1.

Bl medio de extraccicn puede ser agua, W
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mezcla de egua y un disclvente organico miscible,
p.eje, acetona, metanol, etanol, preferiblemente una
solucidn tampdn de concentracicdn iouica relativamen—
te baja, p.sj., de 0,01 a 0,05 M, preferiblemente de
aproximadamente 0,02 a 0,03 M. Aungue ¢l medio de ex-
traccion puede encontrarse virtualmente a cuslguier
pH, poej., de aproximadamente 4 a 9, se prefiere un
pH ligeramente alcalinc, p.ej., entre 7 y 9, preferi-
blemente de aproximadamente 7,5 a 7,8, en especial
cuendo el tejido animal es tejido de higado,

Cuando se euwplea una solucion tampon coemo
medio de extraccidn para tejidos animales o como di-
luyente para los gldbules rojos descompuestos, el tan
pén puede ser cualguisra gue proporcione el pH seleg-
cionado. Son ejemplos las sales de &cido fosfdrico,
goido bérico, &cido cacodilico, dcido eitrice, deido
acético, dcido sucecirnico, deido maleico, colidina-HCI,
tris-glicina~HCl, etc. Véase tambidn J. Gomori, "hg-
thods in Enzimology" (Métodos en Enzimologia®), Vol.
I, pdgs. 136-146 (1?56), en especial les tampones
Nums. 5 a 8 y 10 & 18, Un tampén preferide, en espe—
cial cuando se extrae tejido del higado, es el Tampdn
de tris-glicina, de pH 7,5.

El tampon puede contener también otras sales

y otras materias paras alterar sus caracteristicas de

‘..349..
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extraccion. Se puedea ewplear NaCl, KO, MnSO4 u otra
sal no formedera Ge tampdn para aumentar 1s conceutrg
¢idn idnica del wedio de extraceidn. Un sacdrido so-
luble, p.eje; glucoss, sagarcsa, ete., se puade abtiadir
también pars facilitar la exbraccion al hacer mds se-
leotivo el tampon.

Ie mezela de particulas de tejido suspendi-
das y extracto acuost s¢ separa por cualquier medie
conveniente, p.ej., filtracicn a presidn o a vacio,

o centrifugacidn, preferiblemente dsta Yltima. EL ex~
tracto puede, =i se desea, olarificarse después por
filtracion a través de un coadyuvante de filtracidn

o por cualquier otro método convencional.

En el procedimiento de esta invencion se
pueden emplear las protefnss solubles de los gldbules
rojos de le sangre de una gran diverwsidad de especiss.
Basicamente, aguéllas que son utilizables contienen
orgoteina que ticne un punto isceléctrico que difie-
re del de la anhidrasu carbénica contenida en la mez
cla al menos en aproximadamente una unidad de pH. Se
profisren proteinas aolubles de glabulos rojos que
contengan orgoteina que tenga un punto imoeldetrice
de aproximedamente 4,5 a 5,5, Son ejemples los gldhu~
leos rojos de bovinos, polles y seres humanos. Otros

son loa de oonejo, .monn, rata, etc, Son sumamente prew
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feridas las proteines sclubles de lo
de la sangre des bovinos.

ILos gldbulos rojos, gque por término medio
constituyen aproximadamente 35 a 45% en volumen y apro-
imadamente 33 & 50it en peso de la sangre total de mu

chos mam{feros, se separan del plasra de la sangre
por centrifugacion, aun cuando sera suficiente 1la ac
cién de la gravedad por si sola. El lavado de los glg
bulos separados y la re~centrifugacion eliminan el
plasme residual adherido a los gldébulos compactados.
Se puede utilizar una solucidn salina o un tampdn,
que tengen una osnolaridad suficiente para evitar sl
riesgo de una descompcsicién prematura.

Un mé€todo especialmente preferido de descom-
posicion es el basadc sa la sonificacidn, esto es, en
la rotura de les gldbulos rojos con ultrasonidos. Es-
te procedimiento tieme la ventaja de que no aumenta de
modo importante el volumern de la solucion de partida
de proteinas y no introduce sales o compuestos crgani~
cos extrafics en la sclucion de proteinas de partida.

Después de la separacidén de los componentes
insolubles de los globulos, que constituyen aproximada-
mente 2% en pesc de los globules compactados, se pone
en contacto una solucidn de lag protefnas solubles de

’
los globulos rojos descompuestos con el adsorbente ero

Y
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de globulos rojos tisne una concentracidn idnica mayor

W

de aproximedazenie 0,01 ¥, sere necesaric reducir su
concentracion idnice con ohjeto do asesurar una adsor-
cidn preferente de la orgoteina sobre la resina de ln-
tercambio de ion. Ezto ze congigue de modo sunamente
conveniente por dilucion o por didlisis, p.ej., contra
L0 agna o preferiblemente contra un tampdn de baja concen-
tracion idnica, el cusl cerd, de menera sumamente pre=
ferible, el mismo tampon que se emplesrd en la gepars
eidn crouatogrdfica, p.sj., fosfato,
Debido & gue las sales disueltas afectan acu-
15 sedaiente a la susceptibilidad de adsoreidn de la or-
soteina sobre el adsornente cromatogréfico, le solucidn
de partida de proteinas solubles para la ebtapa cromge
tografics deberia ierer una baja concentracion icnica,
es decir, wenor de aproximadamente 0,01 M, p.ej., de
0 0,001 a 0,005 Li. Si la solucion tiems una concentracidn
ionica mayor, puede reducirse fécilmente lz miswma por
dilueidn o por simple didlisis a traves de una wewbra-
na contra sgua o contra ung solucioén tampon de concenw
tracidn idnica aproxiuzdaments 1-5 X 10”3 My preferible-

o~ N N \ N 4
23 nente ol mismo tempén a utilizar en la separacién cre

18.12.72 - 37



A 1]

15

25

16.12.72

matozrafica, p.ej., fosialcs
La naturalezs exacta de la sal gue proporcio-

dg partida no
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na la concentracion ideica = la solu
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es critica. Se prefisren %ﬁs salsg de fosfato porgue
el pH deseado de apreximadamente & se puede mantener
fdoilmente con este tampdn 2 la baja cencenbtracion
idnics deseada. Otras saieé son las de deido borieo,
dcido cacodilico, dcido citvico, dcido acdtice, &cido
succinioco, decido maleico, colidine-HCl, tris-glicira-
HC1l, etc. Véame tambida J. Gomori, "Esthods in Enzi-
mology" ("Métodos en Enziweclegla"). Vol. I, pégs. 136-
146 (1é55}w en especigl los tampones Nuim. 5-8 y
10-18,

Bl procedinierto de ssta invencidn se lleva
8 cabo preferiblementie durante toda su duracitn a un
pH de aproximadamente H, es decir, ds 5,7 2 6,3, con
inclusidn de 1a etapa de adsorcidén de la orgoteina so
bre el adsorbente cromatcgréfice. Sin embarge, e la
etapa de elucidn selectiva, mas que la etapae de adsor
cidn, aquélle cuya operabilidad es dependients del pH,
Por econsiguiente, aun cuando no se preiiere, la solu-
cién de partida de proteinas solubles puede tener un
PH alge méds alto o algo was bajo, p.ej.y, Ge 4 & Bo En
tal caso, el adsorbente cromafografico deberia equili

brarse entonces antes de la carga de la muestra y des

w35

—



10

15

20

25

16.12.72

puée de ello al pH de elucion de aproximadamente 6,
antes de llevar a cabo la elucion selectiva de la or-
goteina a partir de aguélla. |

®l adsorbente cromatozrifico empleado en el
procedimiento de esha invencion es una resina de in-
tercambio de ion gue tiene grupos débilmente bdsicos
que poseen atraccion por los iones dcidos. Son e jem-
ples las conccidas resinas de intercambio de ion de
celulosa y polisacérido, con ineclusidn de las alcohil-
amino inferior-alcohil inferior-celulosss, p.¢j., dise-~
tilamino~etil-celulosa (DEAE), trietil-asminoetil-celu~
losa (TEAE), dietileminoetil-Sephadex y QAjl~Sephadex
(resina de dextrana reticulada amincetilada cuaterna-
ria). Tales resinas tienen en general una capacidaed ad-
sorvente comprendide entre aproximadamente 1,0 y 5 mi
liequivalentes por gramo. For ejemploe, la DEAE-celulo-~
ge puede tener una capacidad de 1,0 miliequivalentes/g
(peso seco); DEAL-Sephadex, 3,5 + 0,5 miliequivalen~
tes/g; y LEAE-Sephadex, 0,55 a 0,75 miliequivalentes/g,
Se prefieren la DEAE-~celulosa, la IEAE-celulosa y las-
resinas de dextrana reticuladas que contienen grupes
dietilaminoetilec, en especial la primera. Es preferida
la DEAE~celulosa fibrosa debido & &u caudal, que es ma-

yor que la de las formas micro-granulares. Sin embar-

g0, las dltimas tienen un poder de resolucidn algo ma-

-39 -
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yor.

La orgotaina se aislae por elucicn selectiva
de la resina de intercambio de ion. El procedimiento
de esta invencion implica adsorber la orgoteina junto
con otras proteinas a partir de una mezcla en una co-
lumne que conmtiene la resina de intercambio de len,
eliminar por lavado de la columna cualguier centidad
que pueda estar pressute de hemoglobina y otras pro-
teinas no adsorbidas; eluir después de sllo selectiva
mente la orgote{na de la columna y recuperar la or-
gotein& de la fraccidn del eluato que contiene orgoe
teina sustancialmente pura. Aungue estas etapas se
llgvan a cabo ordinariamente con la resina como lecho
de uha columns cromatozsrafica, serd evidente para los
expertos en la vécnioca que se pueden enplear variacic
nes obvias equivelentes, p.ej., empastado de l&a regi~
ne con la solucidén de proteinas solubles de partidsa.

La cantidad de resine de intercambio de iem
empleada, aunque no es critica, afecta al rendimiento
¥y a la pureza de la orpoteinz aislada. Preferiblemen~
te se emplean aproximadamente 0,25 & 0,5 ml de resina
por mililitre de gldbulcs rojos compactades o EDTOXI~
madamente 100 miligramos de proteinas extrafdas, sobre
lae base. de una proporcion sproximada de 15% de protei-

nas solubles en el tejido de partida. Una proporcidn
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mayor (vel/pesc} de rzouine a proteinas ne presenta
ventajr particular aluma.

Debide & gue ocualguier cantidad de hemoglo-
bina y mioglobing en la solucidn de proteinas de par-
tida ne es adsoriida sobye la regina de intercambio
de ion por debaje de su punbo isoeléctrico, su Aepa-
racion Junto con otras proteinas ne adsorbidas se con~
sigue fdcilmente por lavade de 1z columne con un ely-
yeate acuose, preferiblements uno gue tenga un pH de
aproximadamente (. Para evitar la elucion de la orgo-
teine, la concentracidén ionice de los medios acucsos
deberie ser menor que aproximadamente 0,01 M. En esta
etapa se puede emplear asua o preferiblemente un tam-
pén como se ha definide arriba, especialmente un tam~
pon de fosfato. En muchos cesos se rdquiere solamente
varias veces el volumen vacio de la columne para Lli-
berar la columna de hemoglobina y etras proteinas no
adsorbidas. L& separaoién de heuoglobina se puede de~
terminar féoilmente & partir del color del efluente.

Una vez que ge ha eliminaedo de la columma
cualquier cantidaed sxistente de hemoglobina y de oftras
proteinas no adsorbidss, la etapa inmedimtemente si~
guiente ey la separacicn de la orgobeina de las restan-
tes proteinas adsorbidas de una manera tal que produz

oa un eluato que contenga orgoteina sustancialmente

- 4] -
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pura. Esto se puede lograr por elucidn selsctiva de

la orgeteina de la ¢olumrs ewpleando un sluyente acuo~
g0 que tengs un pH de aproximadamente 6, este es, de
5,7 & 6,3, y variandc la concentracidn ionica de tal
modo que se eluyan sucesivawente 1las proteinas adsor-
bides. Un aspecto vital de esba invencion, que emplea
una etapa crematografica simple para aislar orgoteina
sugtencialmsute pura, es la elucion de las proteinas
en una secuencia que preoporciona una fraccion de elusto
que contidne orgcteina sustancialmente pura. Para con
seguir estc, las proteinas adsorbidas se eluyen'gra~
dualmente de la columna y se controla el contenido

en metales divslentes y, preferiblemente también, las

absorbancias Aygs y/0 A2 0 del aluato.

8
Como se ha indicado arriba, es sumawente im
portante gue sl pH de los medios de elucion sea apro-
xloedamente 6 & las concentraciones idnicas utilize-
das. A otros velores de pH se sluyen otras proteinas
al mismo tlempo que la orgoteina, en cantidedes tales
qus dan como resultade la produccion de orgoteina muy
impura, en lugar de orgoteine sustancialments purs.
Un método conveniente para conseguir la elu~
cion sucesiva de las proteinas adsorbidas de la resi-
na consiste en el empleo de un tampdn de une concentra-

4 ’ o, .
cien ionica que suments gradualmente desde por debajo
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de aproxiwademente $,01 i naste por encima de 0,03 M.
En el cz2so de la DEAB-celnlosa, se eluye vna porcion
sustancial de Jas proteinas no deseadas a una concen-
fracién idnica mener de 0,02 M. Ia orgoteina se eluye
corn un fempon de concentracidn aproximadamente 0,02 a
0,03 M, ¥ las proleinawz ny deseadas restantes se elu~
yen # una comcentracids idnica mayor. Generalmente,
se emplea une concentracidn ionica final de al menos
aproxiwadamente Oyi M ¥ nasta aproximadamente 2 M, pa
ra asegurar la llupisza de la columna, a fin de que
pueda ser regensrada pare su reutilizacidn.

En lugar de un gradiente de concentracion
idnicae gradualmente crsciente, se puede emplear un
gradiente escalonade, p.ej., de aproximadamente 0,001
a 0,005 M pare eluir las impurezas de proteinas que
se eluyen fécilmente, aproximedamente 0,02 a 0,03 M
para eluir la orgoteina, y aproximedawvente 0,1 a 2,0
M para libverar la columna de impurezes de proteinas
residuales,

Con indifereccia de si la resina se eluye
con tampon de concentracidén idnice gue auments aone
tinnemente o que aumente de manera escalonads, con
el fin de obtener orgeteina de alta purez& &8s impor-
tante que se tome un corte gue se haya smeleccionade

del mejor modo que sea posible. As{, en cierte grade,

w 43
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el rendimiento global Sendra que estar equilibrado con
tra la pureza final. Ne obstante, si el corte =e toma
exactamente en el punto eptimo, se obbiene un alto ren-
dimiento de orgoteina sustancialmente pura. Un aspecto
esencial de esta invencion consiste en determinar con
exactitud el punto en el gue debs temarse el corbte de
orgete{nae

Ie localizacidn de la fraccién del eluato que
contiene orgoteina sustancimlmente pura se puede deter
minar a partir de las medidas del contenido en metales
divalentes, y preferiblemente también de &l menos una
de las absorbancias del eluyente a 280 nm y 265 na,
continuamente o & intervalos regulares frecuentés. Co
mo el eluyente no contendrd de ordinarie, por otra par-
te, cantidades importantes de iones metalicos divalen=~
tes, la elucion de la orgoteina se puede detectar por
un aumento acusade en el gontenido de metales divalen-
tes del eluato. Como la orgoteina se presenta usualmen-
te en su e stado natural en forme de un gquelato mixto
Cu~Zn, la medida del contenido de cobre o preferible-
mante de ambos contenidos de cobre y zine proporeige
na un wétodo preciso para detectar orgoteina en sl
eluato,

Para obtener un corte que contenga orgoteina

de la méxime purez2, se miden también las sbsorbancias

16012@72 - 44 bt
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del oluato Ao 7Aoo Demtro de la fraccion de eluaw
to gue tiene contenidos sustanciales de Cu y Zn, se to-
ma el comienze del corts de orgeteina cuando se emplean
proteinas solubies procedentes de tejidos animales co

5 mo material de partida, en el punto en que se registra

-

un aumento en los ctontenidos de Cu y Zn acompaliado por
vna disminueids ei las absorbancias & 266 y 280 nm. ElL
final del corts se acusa por un descenso bruscoe en los
contenidos de Ou y Zn ¥y por un sumento brusce en las
10 absorbancias & 205 y 280 nm. Solamente es necesarie to-
mar uno de los contenidos de Cu y Zn y una de las &b-
sorbancias a 265 y 230 nm para determinar estos pun-
tes. Sin embarge, preferiblemente se determinan la te-
talidad de los cuatro valeres. Cuando se toman subas
15 absoroancias a 26% y 280 nm, e puede determinar tam~
bién el comienzo del corte de orgoteina por la Propors-
¢ion Abe/A ; 69 decir, que me tome el corte de or-
goteina en el punte an gue egta proporeidn alcanza un
valoy méximo, esto es, cuando esgte préxima a uno, o
R0 es mayor de uno. Kl final del corte de orgoteina se
toma en el punto en gque disminuye de nuevo la propore
¢idn A265/A280’ 10 gue indica un sumente en el conte-
nido de proteinss distintes de le orgoteina.
Para obtensr un corte que contenga orgeteina

25 de la mdxima pureza, se miden también las absorbancias

16u-12.o72 e 45 -
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hygy ¥ Aogg del eluale. Dertro dz la fraccién de elua
te que tiene contenides sustanciales de Cu y Zn, se
tome el corte en el punito en que la proporeidn de
A265/A280 alcanza un valor méxime, es decir, estd prd
xima & uno o es mayor de une. El final 4del corte de orw
goteina se fomz en el punto en que los contenides de

Cu y Zn disminuyen y la proporeidn AZGS/A28O disming-
ye tambign, lo cual es indicativo de nn aumento en el
contenido ds proteinas diferentes de la orgoteina.

Un método cdmodo para determinar instantdnea-
mente el contenido de nmetaleg divalentas es por e3pec-
trofotometria de absorcidn atdmica. Un aparato util
pare la medida simultdnea de cobrs y zinc es el Modelo
353, de Imstrument Latoratories, Inc., Lexington,

Mass.

las absorbancias 3265 ¥ £280 se pueden deteor-
rminar de wanera continua o intermitente de un modo con
vencional, o bien pueden registrarse directamente las
properciones per medio de un espectrofotometro diferen~
cial,

Representands las curvas de los conbtenidos

de Cu y 2n y las absorbancias A, . A .. del sluats
yoany 265 ¥ f280
procedente de la cromatografie de intercampio de ion,

Peej., como se describe en el Ejemplo 2C, realizando

nedidas para cade parte alicuota de sluato, los conte~
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nidos de Cu y Zn aumenten repentinamente cuando la mg
laridad del eluato alcanza aproximedamente 0,018 M. Des-
pués de alcanzar un méximoe de aproximadamente 0,022 a
0,025 I, estos contenides descienden repentinamente.
Las absorbancias A265 Y A280 revelan un aumento brus-
co en el contenido de proteinas distintas de la orgo-
teina a 0,022 K, con un descenso en la proporeién
A265/A280‘ Esto va seguido por un aumento gradual de
absorbvancisa hasta un méximo, aproximadamente & 0,04 M,

Las curvas de log coutenidos de Cuy Zn y
las ahbsorbancias A265 y A280 del eluato de la croma-
tografia de intercambio de ion se describen en el
Ljemnplo 1D, haciéndose determinaciones para cada par—
te alicuota de eluato. Como muestran las gurvas, 1os
contenidos de Cu y Zn se elevan repentinamente cuando
la molaridad del aluato 2lcanza aproximadamente 0,02
M. Después de llegar a un valor mdxime aproximadamen—
te a 0,02 M, estos contenidos disminuyen repentinamen
te. Las absorbancias A280 ¥y A265 nm revelan un aumen-
to bruscc & 0,025 M, con la relacidn A265/h280 en el
maximo o cerca del mismo. Esto va seguide por une
disminueion gradual en absorbancia y luego por un nue-
vo aumento & aproximadamente 0,034 M.

Se puede producir orgoteina pura por un tra

tamiente térmico de la orgoteina previamente purifica

- 47 =
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da con DEAE-celulosa come se describe en lg Patente de
los EE.UU. 3.579.4%4.

En otra variacién, se puede utilizar una co
lumne de tamafio grande de flujo répide de 0,5 & 5 ml/ml
de gldbulos rojos compactados como columna de separa-
cidn de hemoglebina pars las proteinas solubles de
globulos rojos exentos de plasma, descompuestos y diali
zados, liberandese la columna de hemoglobina con un
tampon de baja concentracidén idnieca, p.si., fosfato
0,005 I, después de la aplicacidn a la columne de ce-
da partida de proteinas sclubles de los glébulos ro-
Jos. Este procedimiento se puede continuar haste el
momentc en que aparecen en el eluwato trazas de orgo~
te{na (detectadas por la aparicidn de activided come
superéiido~dismutasa y/e por un aumente en les conteni-
dos de Cu y Zn). Ia orgoteina se puede eluir ¢ separar
gselectivamente de la columna exenta de hemoglobina y
cargada oon. orgoteina con un tampon de concentracidn
intermedia, p.ej., de concentracién idmica 0,02 =2
0,04 M. Si se separa la orgoteina de la columna por
errastre, la orgoteins separada se puede libsrar des-
pués de anhidrase carbonica y etras impurszas por una
etapa ds calentamiento como se describe en este memo-
riga. Daspués de seperar las proteinas precipitedas y

dislizar a une concentracidén ioénica inferior & 0,01

16.12.72 - 48 -
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M, la orgoteina puede, si se desea, purificarse ulte-

riormente an una segunda columna de-intercambio de ion
con DEAB-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 variacion adicional, leos gldbules ro—
jos de la sangre, descompuestos y dializados, se sus=-
penden en apreximadamente 0,25 a 1 vol/yol de la re-
gina de intercambio de ion de DEAE~celulesa, y la sqé
pengion se filtra o centrifugs después y se lava has-
ta que este exenta de hemoglobina. Ia resina exenta
de hemoglebina se suspende ¢ se 1avé luego con uns can-
tidad minima de tampon de concentracién idnica moders
da, p.ej., fosfato 0,005 M llevade a coencentracion
idnica 0,04 M con NaCl, para redisclver ls orgoteina
en el tampdn. Le resina puede liberarse de preteinas
adsorbides residuales con un tampén de concentracidn
idnica mayor, p.ejes; Q0,1 M; y luego se regenera y se
equilibra de la menera descrita en ests memoria. La or-
goteina y otras proteinms disueltas pueden adserberse
después y eluirse selectivamente en una columna con
una cantidad mds pequefia de DEAE-~celulesa, p.ej., de
0,1 & 0,25 ml/ml, como se ha descrito arrida, y/o so-
neterse a une etapa de tratamiento per el caleor o de

tratamisnto con enzimas proteoliticas.

- 49 -
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¥n etras variaclienss del procedimiente cromg-
togréfico arriba deserite para el aislamiento de la or-
goteina a partir de tejidos animales, la columna que
se ha liberade de todas las proteinas que se pueden re-
tirar de la misma con un eluyente de concentracion ig-
unieca inferior a aproximadamente 0,0l ¥, sa libera de
la mayor parte o la totalidad de las proteinas residue-
les distintes de la orgoteina adsorbidas en la misma
calentando la columna a 65-~70¢C durante aproximedamen=
te 5 a 20 minutos, p.ej., haciende pasar a su través
tampén de fosfato 0,005 M caliente.

La orgotefna se puede aislar del eluato de
une maners convencional, p.ej., por liofiliszacion, pre
feriblemente después de didlisis contra agua desiouizs-
da para eliminar los iounes del tampon.

l Le orgoteina aislada por el procedimiento
de esta invencion es de alta calidad y puede ser inyec-
tada sin reacciones secundarias inmureldgloas. Como se
describe en la patente de les EM.UU. 3,579,495, en la
patente de Belgica 687.528 y en la patente Britdnica
1.160.151, la orgoteine es ubid, exntrs otras cosas,
come agents anti-inflamatorio. La orgoteina asi aisla-
da puede, sir embargoe, conteuner cantidades traza do
proteinas extrafias que, aun cuanlo no producen ung reudc-

o 7 N 4 . : . . <
clon inmunologieca inwediata, tisnen capaecidad potencial
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para hacerlo asi dasPués da la administracién parentew
ral prolongada. Estas protelnas traze se pueden elimi-
nar de diversss waneras. Una do talew maneras es por

filtracidn en estade de pel ubilizando nna resina mi-

& Groporosa, pefi~, Seoredex G~75 (resina de dextrana re-
ticulade con epislorbidrina, Farmacia, Suecia). Ta re
sina Sephadex se ha hinchado, refiunado y lavado per
tdons.cas normalizadas descritas en la bibliocgraffe del
fahricante. Los colummas rellenas se equilibran con

10 tampén de 0,05 tris-H¢l de pH 7,5, RG1 0,150, 0,005

44 o o 5 oLl :
T b n’ ¥y se ajustan & un

glicina, Gu 10 7 Lk, y 10

caudal de aproximadamente 2,0 ml/om2 per hora. La adi-

cidn de 5 a 10X de dexbross o sacarcss & 1z solucidn

me jora le uniformidad de aplicacion, lo cual hace que
15 zejore la remolucidn suosizuicute. Después de aplica-

¢idn & la columna, se revela esia con solucidn tampén

adicional. 3e racogen las fracciones individuales. Ia

aparicidn de wmixisos se detarmina midiendo la absor-

bancia en cualguier punte comprendido entre 200 y 280
20 Hble

Se puede producir tanbién orgeteina ulbra-pu-
ra a partiv de la orgoteina aislade con DEAR-celuleosa

por un post-tratamiento por el calor de la porcidn del
T » , 44 44 .
eluato que contiene la crgotelna y Cu ¥y Zn 5 De®fes

5 a 65~752C durante 15 minutos & un pH de 5,8 seguido

1.:.%3.2-»72 <o 51 -r
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vor centrifugacidn v odidlisis 53 por una segumde purdifi_
cacion oromatogrdfica de intercanbio de iocn con DEAR
~geluloga; o por tratamiento con un enzima proteclitim
coy; todo ello como se ha descrito arvive.

Los ejemplos gue siguen son ilustrativos de

esta invercidn, la cual no estd Limitada a ellos.

¥ TRAVALTYLAC ENZIMATICO

EJENPLO 14

Se mezclo 1 kg de higado de buey con 2 litros

v

de tampon Tris, de »d 7,5, en sacarosza 0,3 ¥ y KC1

CD
S
-—1

1, La susvension se cemtrifugd a 13.000 x G du-
rante 1 a 2 horas. El liguido turbio sobrenadante te-
nie un volumer de 2350 mi ¥ un pH de 6,3.

Porciones de 106 ml del liquido sobrenadan-
te (60 mg ds proteinas/ml, 0,15 mg 0,3 mg de orgoteina/
ml) se puelercn on digestidn 2 la Tempsrabura amblen-
te durante aproxivadamente 20 horas con las enzimas
protecliticas que se mucstran en 1a Tabla siguiente.
Ia cantided seleccionada de cada enzima =e basaba en
sus costes relatives (1,34 Pts/ml, excepto la pancrea-
tina a 0,67 Phs/nl), mds bhisn que en su eficiencia e
perada, dadc gque un chjehivo fundemental cre desarro
1lar un procedimientc industrial con la mixime venta-

ja econdmica.

POOR
QUALITY



CAELA T

, Cantidad de pH;  tampon Purificacion
Kum,  Enzime enzima (por
100 wl de *
extracto da
vd zade )
8. Proteniasa 200w G0 291 FTrig 1 M 4 1 nl 100 veces
dﬁ . :.ﬁ; 1'91? o 1'3‘_:' ) c}a H ‘f' (-uo]_ o ,t'i“a] 114
CrLEeus vl )
(Pronssa )
b, Panereatring 15 g 7,5 cop O ag

1 M (vol. 20 vee
ml

)

uhtilisina 0w 745 ocon Trig 1 M (volo 10 veces
final 105 ml)

is
final 150

FEN
o~
S

'J
s
[

d. Peptidasa de 166 mg 7,0 con Trdz 1 M (vol. 1,5 veces

eerde final 112 ml)

¢ Papafne (obte 16 mg 3
nida & parti? (vol. final 100 ml) 7 veces
de carioca pa-~
paya)

f. Broeelics Qg 5,2 con acetoato sdédice 7 veces
(Anansnea) 1My, pH 5,0 (136 ml)

¥ la purificscidn ccmpleta corresponde a aproximadaments
300 veces,
£l endlisiz del electreforograme (despuds do

20 dj8lisis para separvar las protefnas degradades, y fil

tracion) del 1iquido ecbrenadante convertido con enw

zine mostrd que, con las cantidedes eupleadas, Prong-

. o4 () 4 ’ . £

sa y pancreatina elinminsbsn la mayor proporcicn de lm-

puresas prOt@ihiC&%, glendo le subbilisive la enzina

25 uls eficiente despuds de aquéllas, seguida por papaina
le.12,.72 - 53 =

) ~ - | POOR
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y bromelina. Los rosultades mes deficientes so obtu-

vieron con la peptidasa de cerde. Lac impuresas de
ot €% despuss d¢ la digestien con pan

profeinas vemenented ACEPLE - U=

creatina y bromelina se separan cou gran facilided

- - 1 3 WeTa) v cAT. P e
5 por Qrgmatotjrafj{a 6('; Lm&@f@g@b.\.o ae 1on ccrn JEAR CP..lL‘
losa.
LJSMPLO 24
Se mezelarcn 408 g de higade fresco oon
10 816 wl de Trip €,02% €, pll 7,5; ewn sacaresa G,3 M y
XC1l 0,05 M. Le suspensidn se centrifugs a 13000 x G
. . "
durante 1 hora. El 1{quide turbip sobrensdaste tenia
un volumen da 800 wl 7 G0 pH de 6, 3.
Porciones ce 10D wl del liguidc sobrenadan
15 te, que coutenfan de 15 & 30 sg de oryotefns, uc some
3 " ~ 3y e e s 2
tieren durante 2 dias 2 3720 8 Gigestion con una can-
tidad de una enziwa proieoliiica en las cendicicnes
que se nussiran ex la Tebla siguiemte (con adicidn
de 0,17 de azida ge sodio como amgente de conserva-
20 cion), seguida por didlisis.
25
16012072 -~ NE
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LABLA T1

» y Cantidad de , Purificacicn
R, Enzina eazima (100 pll; tampon resultante
ml de extrac deapués de
o) la digestidn
#o  Pronasa 40 ng ph &,0 con T{%s 1
£ 1 ml d Ca*v¥ Q0,1 M 20 veces
b. Pancreatina 6 g PH 745 con Tris 1 M 20 veces
¢s  Bubtilisina 8 my pH 7,5 con Tris 1 M 10 veces
d, Papaina 352 mg o4 6,2 5 veces
16 Se obtuvieron leos mejores resultades oon pan

creatine, Pronsse y subtilisina. También en este caso,
la proteina residual se separd con la méxima facilidad
despues de 1a digestion con pancreatina por oromatoegre
fia de intercazbio de ion com DEAE-celulosa.
ip
BEJEMPLO 3A
Se mezelaron 300 g de higzado con 600 ml de
Trig 0,025 M; glicina 0,025 M en Mn¥* 0,01 M, pH 7,5.
Se centrifugd la suepensién. El residuo se compactabe
2 mucho mejor en este tampén. Bl 1{quido sobrenadante
(110 mg de proteinas/ml) tenia un volumen de 570 ml.
Se sometleron porciones del wismo a digestidn enzimd-
tica con pancreatine o Pronasa de las concentraciones
que ®e muestran abajo, y se efeotud lnego didlisis pa-

25 re meparar la orgoteina de las proteinas degradadas.

16.12.72 - 55 -



TACLA 111

Cantidad de Purificacien

Num. Enzima Condiciones enzime (100
nl ds ex-
tracte )
Qo Pronasa  389C, pH 8,0 con Tris 2 ng 3 veces
L Wy 0,1% de agida de
Na; cat+ 0,001 ¥
b.  Premasa 382, py 8,0 con Tris 4 ng 5 veces
1 M 0,1% de azida de
Ra, ca*t 0,001 M
o Pancrea~ 38°¢, pH 7,5 con Pris
tina 1 M 0,1% de azida de Na 200 mg 20 veces
do Pencree~ 3820, pH 7,5 con Tris 600 ng 20 veces
tina azida de

20

1l M; 0,1% de
Na’ )

la pancreatina exhibidé practicamente igual
ofectividad a todas las concentraciones ensayedas (de
3 a 150 mg/ml). La prouasa fue wenos efectiva ouande

se Ailys desde 2 mg/ml & 6,02 3 0,04 me/nl,

BJEMPLO 4A

Se mezclé hizado de buey cen Tris 0,025 M,
glicina 0,025 M en Mn™* 0,01 My & pH 7,5 en una pro-
porcion de 2 wl de tawmpdn por g de nigado. Le pasta
se centrifugd a 02C y & 20.000 % G durante 60 minutos
(proteinas extrafdas, 6C g/litro de liguide zobrena-
dante; orgotefna, sproximadamente 150 mg/litre). Se

preparc ung solucion madre de pancreatina (100 mg/ml)

™,
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(Calidad VI, de panciess de cexds; actividad aguivalen
te & 4 x NF) en tanupdn Tris~HULl 0,05 ¥ de pH 7,5. A
liguide sobrensdante del extrecte de hizado de buey,
con un pH de 6,7, se valor¢ & pH 7,5 con Tris 1 M.

A ceda 100 w) de extraeto de higade de buey se afiadie-
ren & wl (0,6 g) da solugion madre de penereating v 1
ml de agpida ds wodio al 10%. Ia mezcla (pH 7,5) se in
cubd 8 37%C durante 2 diae, en cuyo btranscursc el oo-—
lor de la mezcla cambid de roje a parde. (proteina re-
sldual, aproximadamsuie 3 g/i; orgeteinay apreximada-
mente 150 mg/l).

Te mezcla de incubacidn se dializd despuds
contra agua desionizada durante una noche y finalmente
en tampén de fosfate 0,005 M de pH 6,0 (tampen col.).
El producto dializado se centrifugd a 02C, en condi-
clonss de 20000 x g duracte 1 hora, y luego se Filtrd
a ftravées de un wicrofiltro Versapore. Bl filtrade te-
nfa un pH de 6,3 y una conductividad de aproximsdamen-
ta 250 /umhoa

Bl contenide de orgoteina de las proteines
remanentes en eaquél era mayer del 5%, en comparacion
con aproximedemente 0,2% en las protefnas solubles ex
trafdas de la suspension de partida. Se¢ aislé orgo-
teina pure a partir del filtrado de la manera que se

describe & continuacion.

- 57 -
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Se rellend uua columne de intercambio de ion
de pequefias dimensiones con dietilaminocetil-celulosa
DEAE 52, de 8,5 ml de volumen de lecho. Se equilibré
con tampon de fosfate 0,005 M, de pH 6,0, EL caundal
fue aproximadamente de 20 @l por hora. Se ciargaron en
la columna 253 ml del filtrado arriba descrite, equi-
valente a 82 g de nigado (9,6 g de higado/ml). Se lavéd
despuds la columna con 30 ml de tampon de fosfato
0,005 M, de pH 6,0. Se eluyd la orgoteine con un gre-
diente lineal de fosfato 0,005 M, de pH 6,0, a fosfa-
te 0,005 M en NaCl 0,075 M, de pH 6,0, en wn veoluuen
total de 170 wl. La posicion del pico de la orgeteina
ge localizo con mancha de enzima NBT, y las impurezas
por electroforegramas de manche de proteins azul
Coomassie sobre agarcsa. Los tubos que contenfen orgo-
teine y unae proporcion esencialmente nula de impurezas
se reunieron en una sola fraceion, y aquélles que con
tenfan orgoteina junio con cierta preporecién de impu-
rezes en obra fraccion. Ambas fracciones se dislizaron
por separado, e afind1d, en oaso deseado, sacarosa Co-
me estabilizante, se filtraron y se liofilizaron.

¥l rendimiento de orgoteins pura fue de 27,6
mg (0,034%, besado er el higado de partida; 62% del
teorice). El rendimiento de orgoteina sustancialmente

pura fue de 10,0 mg (0,012%; 22% del tedrico), lo que

- 5§ =
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daba una recuperacion total de orgeteina de 84% del
valer teorico.

Le orgoteina sustancialmente pura se puede
recirculer ¢ purificar adicionalmente per un trata-
wiento enzimdtice con otre enzima proteolitica, p.ej.,
Pronasa, 0 per crometografia en estade de geol o cro-

matografin de intercambiec de iome
EJEMPLO 54

Se slgue el procedimiento del Ejewple 1A ¢
2A empleando una cantldad de pronasa copulada & hidp&
zlda de acetil-celulosa o carboximetil celulosa (Enzi
ta), enzimdticamente equivalente a la pronass empleg=-
da en aquél ejemplo. Después de digestidn, se separa
la pronassa per filtracidn y se aisla la orgoteina del

filtrado de l&a manera arriba descrita.
BJEMPLO 6A

Se sigue el procedimiento del Ejemple 54,
empleando una solucidén al 1% de ergeteina (70-97% de
pureza) que contiene proteinas extrafias residuales, en
Tris 0,025 M, glicina 0,025 M y Ga012 0,001 M. Deg~-
pués de 2 dfas a 379C, la solucidn de orgoteina estéd

coupletamente exenta de prote{nas extrafias. Se alsla

la orgoteina purs por filtracién, didlisis y liofili-

- 59 -
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Z8G610n.
EJEMPLO TA

Se separan las proteinas solubles de las ma
terias insolubles contenidas en higado de buey de la
manera que se¢ ha descrito en el Bjemple 44, & despuds
de rotura de las células por sonificacién, o por file
tracién a alta pregién. Después de centrifuger, se
ajusta el pH del liguido sobrenadents & 6,0 y se ca-
lienta con rapidez a 65-808C, wmentenierdo dicha tempe-
ratura durante 15 a 90 minutos. Se enfria a 3792C y se
separa el precipitado abundante formado per eeﬁtrifu—
gacién o filtracion. (Protef{nas residuales, menes
del 10% de las proteinas extraidas; orgoteina, apro-
ximadamente 200 mg/l. }

Se ajusta el pH del extracto trataede térmica
mente a 7,5 con tampon de Tris 1 M y se afaden &
aquél, a 37¢C¢, aproximadamente 3 & de pancreatina o
aproximadaménte 50 mg de pronasa por litro de extrac~
t0. Al cabo de dos dias, se enfrfa a la temperature em-
biente y se dializa cowo se ba descrite en el Ejemplo
44, Bl producto dializade contiene orxzoteina gue se
puede aislar del mismo, si =e desea, por cromatograf{a
an une columne de intercamblo de ion cargade con DEAE-

¢elulesa, p.ej., como se ha descrito en el Ejemplo

- 6O -
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EJELPIO 84

Se sigue el procedimiento del Ejeuplo TA,
5 excepto que se calienta la meacla total de higado
de buey homogeneizado y extracto acueso antes de la
centrifugacicn en lugsar de hacerlo despuss, elimindn.
dose con ello una de las etapas de separacion. Esta
variaeion reduce en uds de 80% las proteinas extrafias

10 extraidas juntameote con le orgotefna del higado.
EJENPTO 9A

Se sigue el proesdimiento del Ejemplo TA ¢
BA, excepto que se euplea primeramente pancreating y
13 luego, dos dfas mds tarde, pronasa adsorbida sobre
un soperte inscluble en la etapa de tratamiente con
enzima, cada una de ellas en las cantldades indicadas

en el Ejeuple VII.

EJEMFLO 104

20
Se sigue el procedimisrto del Ejsmple 84,
excepto gue se reduce el volumen de tampon empleado
en la extraceidn en un 25 & T5%.
EJEMPLO 114
25

16.12,72 - 61 ~
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Se sigue el procedimiento del Ejemplo 84,
empleando un peso igual de eritrocites lavades y com
pactades de bovino, eguino o de seres numanss en lugar

de higado como material de partida.
EJEMPLO )24

Se glguen los procedinientos de los Ejemplos
1A~44 6 TA~9A, excepto que, después de la digestidn
cén pancreatina, se¢ precipita fraccienadamente con
0,5 ¥ 1,5 vol/vol de acetona para reducir mas las im-
purezas protefinicas ocxtrafias ¥ para concentrar adiocioe~
nalmente la orgoteina. Se puede llevar a cabe una pu~
rificacién subsiguiente por crometografia, p.ej., con
DEAE~celulosa, del precipitado, con una carge de mues-—
tra de al menos 30 g squivalentes de higado por ml de

adsorbenta.
EJEMPLO 134

Pera determinar el sofecto de llevar a cabo
la etapa de digestidn proteolitica en diversas fases
del sislamiento de 1ls orgOﬁe{na, ag sowetieron higado
integral de buey, proteinas solubles del higade de
buey y proteinas solubles de ufgade de buey tratades
térmicamente & une purificacidn enzimdtica con pancreati

ne .
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Para obbener an extracto de las proteinas so-
lubles de nigado de buey, se mezclaren 500 g (150 g de
sélides) de higado de buey en un mezclador con un li~
tre de una solucion tampdn de Tris 0,25 M, glicina
0,025 K y Mn ** 0,01 1, de pH 7,5, para dar 1380 g/ml
de suspension. Se sometiercn poreciecnes de 100 ml dé
la suspensidén rseultants a uno de les tratamientos si-
&ulentes: I

A. Se centrifugéd la suspensidn, en condicio-
nes de 13.000 x g durante 1 hora, para dar 78 ml (apro-
ximadamente 6 g de =z0lides, alrededor de los 2/3 del
total) de liquido sobrenadsnte, que contenia 160% de
les proteinas solubles y 100% de la orgoteina conteni
da en el higado de partida.

B. Los 78 ml del liquido seobrenadante de la
etapa A Be sometieron a degradacien proteelitica cen
300 mg de pancrsatina; pH 7,5; 3780, 24 a 48 horas.
Después de diche tratamiente, quedaba el 100% de la
orgoteina y menos del 10% de 1as prote{nas selubles
totales del higade de partida.

U. Se sometieron 100 ml de la suspensidn
de higedo de partida & un tratamiente térmico a 652¢
durantse 15 nminutoes; se enfrid y ®se cenbrifuge para’
dar 78 ml de liqﬁido sobrenadante y 7,6 g (89,5%) de

proteinas inselubles precipitadas. Los 78 ml de liqqi

w 63 -
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de sobrenadante se sowetierom después el tratamiento
enzimgtico de la etapa B. Después de diche tratamisn
to, quedaba el 100% de l2 orgoteina y menos del &%
de las proteinas selubles totsles del higado de par-
tida.-

D. Los 78 ml de 1fquide sobrenadante proce-
dentes de la etapa de centrifugmeion de la etapa A se
sometieron & la etaps de tratamiente térmice de la
etapa C. La centrifugacién proeduje 60 ml (2,70 g de
polides) de 1iquido sobrenadante y 2,05 g de precipi-
tado. Les 60 ml de liquido sobrenadante se somstieren
luego al tratamiento con enzime proteolitica de la ete-
pa B. Después de diche tratamiente quedaba del 3 al 6%
de las proteinas solubles.

De los resultades obtenidos en el Ejenplo
13A se deduce claramente que une etapa de tratamiento
térmice antes del tratamiento enzimdtico hace que éste
0ltime sea mds eficiente, debide & que en las etapas
C y D solamente quedaba de 3 a 6% de las proteimas so

lubles totales, mientras que en B quedaba més del

6%0

TRATAMTENTO TERMICO

EJEMPLO 1B

3¢ descompusieren eritrocitos de bovine en

16.12.72 » - 64 =
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des veces su volumen de agua que contenia 1/ug de
cutt ¥ gt por cada 5mg de orgoteina estimada en
log gldbulos rojos de la sangre, y se calentaron &
T70=-758¢ durante 1 & 2 noras & un pH de aproximadamen-
te 7, es decir, al pH del punto isceléetrice de la
hemoglebina. Se diluyd de 2 & 3 veces, ee enfrié y

se centrifugé la pasta resultante s 42C. Se dializé

y se liofilizd el 1{quide sobrenadante, que contenia

orgoteina sustancisluwente purificada,
EJENPLO 2B

Se lavaron en suspensien y se congelaron
para dejarlos exentos de suero globulos rojos compac
tados de equine, en dos veces su volumen de agua. Se
ajusto el pH & 5,5 con dcido acético. Se calanto la
guspensién durante 15 minutes & 652(¢, Se enfrid a apre-
ximadamente la temperatura ambiente ¢ & temperatura
maés baje, y 8@ separaron per centrifugacien lag pro=-
tefnas precipitadas. Se ajustd el pH a 7,5 para pre-
cipitar el color rojo, y se centrifugd. Se mezcls el
1{quido sobrenadante con las tres cuartas partes de
su volumen de acetona enfriada con hielo. Se centrifu '

g6 y se desecné el precipitade.
De la orgoteina brute sel producida se po-

dfe aislar orgoteina sustancislmente pura por filtra-

- 65 w
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cidén en eostado de gel con tamiz moleculsy utilizande
dextrana reticulada (Sephadex G-75) come se describse
en la Patente de leos EE.UU. Num. 3u579e495 & por cro-
matograf{a con resinas de intercambio de ion wtilizan
do DEAE-celulesa como se describe en la Preparacién

Nuw. 3 de la Patente de los EE.UU. NUm., 3.637.640.
EJEMPLO 3B

Se siguié el procedimiento de los Ejemples
1B ¢ 2B empleando gldbulos rojos de la sangre de bovi
nes, seres humanes, polles, ovejas o cerdes, y se ca-
lento aproximedawente a sus respectives puntos isceléc-
trices de hemoglobina, p.sj., & pH 6,8-7,4, preferible=-

mente & aproximaedamente 7,0,
EJEMPLO 4B

Se siguio el procedimiente de los Ejemples
1B, 2B 6 3B, excepto que se calentaron los glébules
rejoe en ausencia de agua adicional o en presencia de

un volumen igual de agua.
BJENPLO 5B

Se siguiod el precedimiento del Ejemplo 2B,
excepto que se afiadieren 1,5 volumenes de acetona en

une sele vez, Se obtuve orgoteina de menor pureza. Le

16'-12972 s 66 hd
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trituracion del precinitado con un volumen minimo de

agua extrajo selectivamente la orgotsina del precipi-
tado. La centrifugacion dio una solucitn de orgobeina
de sproximadamente la misma pureza que la obtenida en

el Ejemplo 2B.
BJERPLO 6B

Se siguid el procedimiento de les Ejemplos
2B é 3B, excepto gue se omitid la primere centrifuga~
Qiéno
EJENPLO 78

Se siguid el procedimiento de los Ejemplos
2B, 3B, 4B; ¢ 6B, excepto gue ne se separd ningune de
los precipitedos haste despuds de ls adicién de los
primeres 0,75 veldmenes de acetons.
EJEMPLO 8B

Se siguié el procedimiento de cualquiera de
los Ejemplos 1B & 7B, excepto gque se c¢alentd a §0¢¢
durante aproximadamente 30 minubtos en la etapa de ca-

lentamiento.
BJEMPLO 9B

Se siguid el procedimiento del Ejemple 2B,

- 67 =
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pero empleando ultrafiltracien en lugar de la precipi
tacién con acetona con objeto de reducly el volumen

que hubiera de someterse a la cromategrafia.
BEJEMPLO 10B

Se siguio el procedimiento del Ejemple 2B,
pero empleando la liefilizacion en lugar de la preci-

pltacion con acetona.
EJENPLO 11B

' 'Se miguioé el precedimiento del Ejemple 1B,
excepto que se cslentaron glébules rejos de beovino o
de seres humencs, diluides con agua en relacion 1:2,

a pH 7,0, durante 18 horas a 652(,

EJENMPLO 12B

20

25

16.12.72

Se siguio el procedimiento del Bjemple 2B
wtilizande globules rojos de bevines, equinos, seres
humenes, poellos, evajas o cerdvs, pereo utilizando uns
digestion enzimdtios de las impurezas proteiniocas en
lugar de le precipitacién con acetona, p.ej., por adi-
cien al 1{quido sobrenadante resultante de la etapa de
calentamiente de 1 a 3 mg de pancreatina por ml de
glébules rojos compactades de partide s incubacidn a

eproximadaments 372C durante 1% e 48 horas. Bsencial-

- 68 ~
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ments la totalidad de las proteinas excepto la orgo-
teina se convirtieron en fragmentos digerides peque-
#os y dializables. De la mezcla digerida se podia ais-

lar orgoteina esenzialmente pura por ultrafiltracién.,

EJEMPLO 13B

Se sizuid el procedimiento del Ejemple 1B,
perc empleande como material de partida sangre inte-
gral estabilizada contra la coagulacion con citrato

s6dico.

Se mezclaron des volumenes de ssngre de bo-
vine recientemente recogida (85 mg/ml de proteinas to-
tales, 20/ug/m1 de orgoteina) con 1 volumen de solucion
acuose patron de citrato trisddico al 3,8k, y dos velu-
menes de agua gque contenis 25/ug/ﬁl de Cutt M y 25/ug/m1
de zn™* N, ovtenidndese as{ una solucidn de sangre in
tegral que contenfa 1000/ug de iones cutt y gn** por
cada 100 ml. &s calentc & 7%2C y se mantuve & dicha
temperatura durente 2 horas. Se¢ enfrid & aproximadamen-
te 102V por adicidn de 150 ml agua de hido. Bsta dilu-
¢ién elimine también la necesidad de una atapa de la-
vade separada después de la centrifugacicn. Se centri
fugo y se sapard el liguide sobrenadante (234 ml). El
1{quide sobrensdante contenie un total de 1,6 mg de

proteinas y 12 a 17/ug/ml de orgoteina, 16 cual repres~
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senta 2l menos unsa purlficacién de 40 veces y un T0%
de recupsrmocion de la orgoteina contenida en la sangre
de partida. Esto se compara con un 90% de recuperacisn
de orgote{na y al menos una purificacion de 50 veces

5 cuando se parte de gldébules rojos sin lavar (90 mg/ml
de protefnas toteles) en lugar de sengre integrals

Se aislo orgoteina sustancialmente pura del
llquldo sobrenadante por licfilizacidn, come se descriw
be en el Ejemplo 1B, ¢ filtracidn a través de tamiz mo~

10 lscular, o cromatografis con DEAE-celulosa como sSe ha
descrite en el Ejemple 2RB.

Para purificar adicionalmente la orgoteina
entes de su aislamiento como se ha descrito arriba, ss
mezclaron 59 wl del liquide sobrermdante de la etapa

15 de purificacidén térwica que contenia de 12 a 17/ug/h1
de orgoteina con 50 & 150 mg de pancreatina y 0,15 de
azida de sodio (para impedir el desarrellc de lus bac
terias), y se martuve a 37¢C duraute 15 horas, enfridn-—
dese despues. Le solucieén centenfe 1 mg/ml de protefnas

é@ totales y 12/ug/m1 de orgoteina.

Bn la reelizicidn de los procadimientos arri
be indicados, la sencillez y la cowodidad estdn com-
pensadas en cierto grado frente a la pureza deseada pa-
ra la orgeteina aislada del 1iquide scbrenadante obte=

25 nide después de la separacidu de las protefnas precipi
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tadas de los gldbulos rojos calentadoe. Asi, la preci
pitacion con acetona produce una orzoteina mds pura
pere tiene la ﬂésventaga de requerir el empleo de di-
solvente orginite. La cromatografia en columna por in
tercambio de ion con sEaB-celuloss produce orgoteina
de pureza satisfactoria, pero presenta ls éesvenﬁajé
de requarir una etapa de didlisis para llevar la con-
centracidn icnica a niveles adecuadamente bajes, y 1&
cromatografia de grandes volumenss de 1{quido., La l-
tima desventaja, sin embargo, se puede eljminar'por
concentracidn previa del 1fquide scbrenadants medien~
te liofilizacidn o eveporacidén a temperatura baja de
8616 una poreidn del liquido sobrenedante. La adsor-
cién por cargas, suspendiendo el 1{quido sobrenadante
bon una resing de iptercambio de ien, es mds odmoda
que la cromatografia evn columna, perc s menos efi-
cienta. La liofilizacidn, & no ser que vaya precedi-
da por didlisie, no produce purificecién alguns por sf
misme, pevre es un método muy céuode para aislar la ore

goteina & partir del Jran volumen de 1{quido sobrena~

dante.

Orcoteing Purificada

La orgoteina brute obtenids de acuerdo con

el procedimiento de cualguiera de los ejeuplos ante-
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rieres se puede mislar eu ferma pura por cromatografia
en estade de gel con tauices moleculares de hasta 2 a
5 g de la orgeteina bruta en una columne (de 3,2 cm x
86,5 cm; volumen tetal de leche, 711,5 ml, volumen va
cie, 265,5 ml) de resina de dextrana reticulada cen
epiclorhidrina Sephadex G-~T75 Superfina (Farmacia, Sug=
cia), recogida del eluate en fraccienes de 5,4 ml y
medicién de las absorcienss Apgs ¥ Apgy del misme. Co-
menzande apreximsdamente cen le fraccién mim. 50, es-
tas absorcienes asumentan bruscamente y alcanzen un ma~
ximo aproximadamente en la fraceién 68, Las fraccionss
66 & 73 contienéh la wayer parte de la orgoteina total
en estade ultrapure. Hacia la fraccion 98, estas absor-
cienes descienden a cero, hasta llegar apreximadamente
a la fraccidn 116, Las unicas impurezas imporiantes
aparecen en los tubss 45 a 60 ¥y en los tubes 118 a
150,

Alternativamente, se amplica una selucién
acuosa de hasta sproximadamente 10 g de la orgateina
bruta ebtenide en el Ejemple 1B a una columna ( de
2,5 x 30 cm; velumen de lecho, 147 ml) de DEAE-celulo-
sa (DEAE-23 Fibrosa, Reeve-Angel) equilibrade coen tam=—
pén de fosfate 0,005 i, de pH 6,0. Se revela la colum~
na & un caudal de 240 ml/hr con tampén de fosfato 0,005

M. Le elucién de la ergoteina se efectda cen 4 litres
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del wisme tampon gue tiene una concentracién de NaCl
creciente desde O & 0,08 k. Se determinan los conteni
des de Cu y Zn y las absorbsncias 5265 ¥ Apgp del eluate,
Po@j., como 88 ha descrite en los ejemples dades en es
5 ta memoria. Aparecen tres pices principales, todos
ellos con esﬁruotura fina, que comienzan a 575 ml,
750 ml 5 1.425 ml del eluato que auments emcalonadamenw
te. La orgoteina (segunde pico) estd presente en la
porcien del eluato en la que la relacidn de absorban~
10 cia A265/1280 es 1,27 y los contenidos de Cu y Zn
son méximes. La porcién de 750 ml & 1030 ml (0,025 @
0,035 M) del eluato que aumenta escalenadamente oon—»
tiene sustancialmente la totalidad de la orgoteina en
un estade de gran pureza.

15 PURIFICACION CROMATOGRAFICA EN UNA SOLA ETAPA

EJEMPLO 1C - Cremat@gfafia'de Orgateiha Procadén%e de

.H{gado de Buey.

Se corta higaedo de busy (212 g) en tiras de
2 em de anche, se eliminan el tejide .cenjuntive y les
20 vasos sanguineos, se lava pars eliminar la sangre y se
homogenize & la méxima velecidad en un mezolador de al~
ta velocidad (esterizer) con 3,8 ml/g de nigade de tam-
pon 0,025 M de tris-HCl, de pH 7,5, en sacarosa 0,3 M
¥y HC1 0,05 M. Se centrifuga (20,000 G; 08C; 60 min);

25 ge separa el producte centrifugede; se dializa el 1i-
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quido sobrenadante en tosfato 0,005 M, a pH G,0; se
centrifuge de nueve y se filtra a traves de un filtre
de tipe micrepero (Versapore) para cbtener una sslu-
cion clara.

Se aplica el filtrade directamente a uns ce
lumne de intercambio de ien cargada cen dietilamineetil-
celulesa (apreximadamente 40 g; de 2,5 em x 40 cm)
(DE-23, fibrosa, W. & R. Balston, Ltd., Herdstone, Kent,
Inglaterra). Se lava la coelumna (caudal: 200 ml/hr) con
un litro de tampdén de fosfate (0,005 M, & pH 6,0) j
después cen cuatre 1litres del mismo tampén que contie~
ne NaCl en una cantidad continuvemente oreciente cen un
gradiente poco acusado desde 0 a 7,5 x 1072 M; caudals
200 ml/hr. Se determinan las abserbancias A265 ¥ Aygq
del elueto y se comprueban coentinuamente les contenides
de Cu y Zn del misme por espectrofetemetris de abser-
cidn etomica., (Instrumentatien Laboratories, Inc., Le~
xington, Mess,, Modelo 353). Despues de recoger un li-
tro de eluato que no contiene nada de NaCl y 750 ml de
eluate que coentiene cantidades grédualmente crecientes
de NaClL ¢ KCl, en cuyo punto la molaridad alcanza gra-
dualmente aproximadamente 0,018 M, les valeres de ab-
goreidn Aygs ¥ Aygy nm descienden a valores bajes y
los contenides de Cu y Zn aumentan brusceaumente. El

eluato que se recege desPués de ello, hasta el punte
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en que el contenide de Cu desciende de nueve & un mi=-
nime y la molaridad llege a ser aproximadamente 2,8 x
1072 i (550 ml de eluate) centiene 240 mg de orgeteina
de pureza satisfacteria. Cuante mas estreche es el cor-
te tomade de esta percién del eluate, tante mayer se-
rd la purezae de la orgoteina aislada del nisme, y me-

nor el rendimiente en aquélla.

Ia orgoteina de la wdxima pureza estd presen
te en el eluabte que tiene una concentracicn ionica de
aproximadamente 0,022 M (& 950 ml de eluate tetal). En
este punto, ambas curvas de absercién de Cu y Zn exhi-
ben méximes. La didlisis de la fraccidn de 750 wl &
1300 ml del eluato contra agua & una cenductividad de
0,04 jumhe, la filtracien a través de un filtre de tipe
wiorepore (Millipere,ds 0,22 /1) y la liefilizacion en
condicienes estériles, preferiblemente después de mez-
clar cen aproximadamente des veces su pese de sacaresa,
calculade sobre la orgeteina, preduce orgeteins inyeo-
table aislada, plenamente activa, no antigens, de una
calidad cemparable a la que se prepara en la actuslidad
cemsrcislmente para us¢ veterinarie.

Si se desea, el lavado de la celumna paras se-
parar pretefnas ne adsorbidas y ligeramente adsorbidas
antes de eluir la orgoteina se puede llevar a cabo tam-

bien & una cencentracieon ionica censtante o bien & una
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cencentracion ienica gue aumente escalonadamente o
de menera continua, p.ej., eluyendc la columna cen
la. sclucien tampén arriba descrita que tiene una con-
centracion idnica de apreximadamente 0,012 M a apro-
ximadamente 0,015 M, haste que las absorciones A

265

y A descienden a valores minimos, y eluyende luege

280
la orgoteina a una concentracidn idnica censtante (p.
ej., aproximadamente 0,Y2 Ii) ¢ & wna concentracién
ionica que aumente escalonadamente ¢ de manera centi-
nue dentre del margen de aproximadamente 0,018 M a
aproximadamente 0,028 M. La columna se puede liberar
luegoe de preteinas adsorbidas residuales aumentande
la concentracicn iénica del sluyente a apreximadamen—
te 0,1 M ¢ mayor.

Siguiendo el procedimiente del Ejemple 1C,
se obtienen resultades comparables utilizande PEAE~
celulosa y una resine de dextrana reticulada que con=
tiene grupos dietilaminocetile (DEAE-Sephadex).

Siguiendo el procedimiente del Ejemple 1C,
se obtlenen resultados comparables partiende, reaspec-
tivemente, de las preteinas selubles extraldas del
cerebre, rificnes, baéo, pulmenes, testioules, pén-
ereas, time, visceras y tejido musoular de bevinos,

asi como de los mismos tejides precedentes de cordes,

caballos, ovejas y pelles.

w 6 -



BJEMPLO 2C ~ Crematografia de Orgetei{na Procedente de

Higade de Buey

Se sigue el procedimiento del Ejemple 1C, uti-
ligando DEAE~celulesa NMicrogranuler, DE-52, come re-
5 gina de intercambioc de ion. Esta resina tiene la ven-
taja de dar una separacidon mas neta entre la orgoteina
y las otras proteinas, pero presenta la desventaja de
un caudal mém bajo. El espectro de eluccion se muestra
en la figura 2C.
10 El gradiente de elucioén parae el corte de or-
goteina estd comprendide éntre 0,020 y 0,025 M (tubes
85 a 110, de 10 ml cada uno), obteniéndese 165 mg de
orgeteina de pureza satisfactoria. Preferiblements, el
corte se toma desde 0,020 a 0,023 M (tubes 85 a 100),
15 dado que el corte més estrecho da orgeteina de mayor
purezg, practicamente sin pérdida aiguna Qe la ergoteina.
Certes aun més estrecuos, p.ej., de les tubes 88 a 92,
preporcienan mencres rendimientos de ergotelna de pure-
ze ‘todavia mayor.

.20 EJEMPLO 3¢ -~ Crematografia de Orgoteina Previamente pue-

rificada Precedente de Higado de Buey.

Si se desea, una porcieén de las proteinas so-
lubles extraidas del nigado como se ha descrite en el

Ejemple 1C se puede someter a un fraccionamisnte de pu~

25 rificacién previa con sulfato eménice. Se ajusta el 1i
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quide sobrenadante (eproximadamente 1600 ml, de pH

6,5 a 6,8) precedents del extractc centrifugade & pH
7,5 con NH OH 3 N. Se afiaden 25 g/100 ml de sulfate
aménice ségido a la temperatura ambiente cen agitaw
cién para llevar la solucion & 40% de saturacien. Se
mentiene el pd 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 02¢
durante apreximesdamente dos horas. Se decanta elrli—
quide sebrenadante y se valera a pH 5,0 (42C) con

H,80, al 10%, afiadiéndese después 22 g $ 35 €/100 ml

4
de (NH4)2SO4 sélide a @yuél en porcienes, para llevar
18 concentracién al 70% 6 al 80% de la saturacion.

Se centrifuge el precipitade abundents a 20.000 G
(02¢) durante 1 hera apreximadamente. Se desecha el
liquida sobrenadante y se disuelve el preacipitade en

un velumen minime (100 ml) de sgua desionizada. Se

dialize en tampen de fesfate 0,005 M.(pH 6,0) hasta
reaccidén negativa de 804= (apreximedamente 6 cambies
de 4 litres cada une), Se clarifica per -centrifuga-
cién a 20,000 G (0%C). Se ajusta el 1f{guido sobrena-
dante a pH 6,0. Esta solucion se puede aplicar luege
a una celumn& cremetegrafics de DEAE-celulesa de la

menera descrita en el Ejemple 1C.

Orgeteina Posteriorments purificada
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Para preducir orgeteina ultrapura, utilizan
de un gel micreporsss que actue coms un tamiz mele—
cular, se disuelve el liofilizade de ergoteina ebte-
nide come se ha descrite arriba en el Ejemple 1C en
tampon 0,05 M de tris-HOL (pH, 7,5; KCLl 0,15 My gli=-
cina 0;005 ¥, aszida de scdie al 0,02%, Gu++ 10”4, Zn++
10'5, 49C) a une concentracien de aproximadamente 70
mg/ml. Se olarifica por centrifugacién, si es necesa-
rie, y se aplica a una celumna de Sephadex G-75 (de
352 x 96 om, velumen de lecho aproximadamente 775 ml),
calibradae cen el mismo tampén que contiene cutt 10™4
Ny Zn++ 10"5 M. Se recoge el eluate en fracciones de
5,4 ml y se miden las absorbancias A265 ¥y Apgo de las
mismas. Comenzando aproximadamente en la fraccien 50,
eptas absorbancias aumentan de repente y alcanzan un
méximoe al llegar aproximadamente & la fraccion 68. Las
fracciones 66-73 centienen una meyer parte de la orge-
teina total en un estado ultrapure. Hacia la fraccién
98, estas absorciones desclenden a cere hasta lleger
sproximadamente & la fraceisn 116. la unica impureza
impertente aparece en los tubes 1186-150.

la orgeteina oblenida de acuerdo cen 18
ejemplos 1C~3C anteriores se puede purificar también

per repeticidén de le crematografis sobre une resina

de intercambie de anien.
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Para preparar la columna, se agitan 30 g de
DEA~celulesa~52 Whatman, micregranular (¥. & R. Balsten,
Hardstone, Kent, Inglaterra) em 300 ml de tampén de
tesfato G,1 N, a pH 6,0. S¢ deja que sedimente la sus
pension y se decanta el liquide sobrenadante. Se afiade
tampén de fesfato 0,01 M, de pH 6,2, y se agita la mez
cla a fende, Se deja que la suspensien sedimente duran—
te 10 minutes y se decanita el liquide seobrenadante. Se
lava la celulesa con el tampon de partida hasta que
tante el pH come la conductividad permanecen constantes
an los valores cerrectos. Se aplice un vacie suave a
le suspension para eliminar el aire y el didxido de car-
beno ocluides. La suspensién deberia utilizarse inme-
diatamente pare el relleno de le columna. Si 18 resine
se deja en contacte cen tampones o polislectrelites du-
rante mds de una semaua, debe afiadirse un agente de con
gervacion, p.oj., toluenc.

Je provee uns celumna de vidrie de 1,5 cm
de digmetre con una red de nylen y Se menta une unidad
soporte de filtre Millipere en el fendoe, verticalmente,
Se llena la celumna con tampen de fesfato sédice 0,01
M, & pH 6,2, y se vierte la suspensién equilibrada y
relativamente espesa de DEAE-celulosa (aproximadamente
120-150 per ciento del volumen original) en la celumna

a través de un embude unide al exbtreme superier de la
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columna. Se mantiene la llave de fondo de columna cé~
rrade hasta gue se haya sedimentade en ol fonde 1 cm
de la celulosa, y luego se abre la llave de fonde de
columne para dejar que se proeduzce un fluje libre. Se
rellena una columna de apreximadauente 20 c¢m utilizan-
do tieupos de gedimentacion de 20-30 minutos. Se reti-
ran les fines que sedimenten lentaments por el extre-
mo superior de la columns, per aspiracion. Se equili-
bra la celumna hasciernde fluir a su través el tampén
de partida durante varias hores & duranta una noche.
Se centrelan el pH y la conductividad del eluate para
agegurar un equilibrio cempleto entre el intercambia-
der y el tampon. Se ajusta el caudal por presidn hi-
drostdtica dispeniendo la fuente de tempén aproximada-
mente & 40 cm por encima de la cabege de la columna,
1o ocual producirg un caudal de aproximsdamente 30 ml
per hora para una columna de 1,5 cm de didmetroe y 20
cn de altura, con un velumen de lecho de 30 ul.

Se disuelven 100~200 mg de la orgoteina de
partide en 2 a 4 ml de tampén de partida, y la solucién
verdosa resultante se depesita cuidadosamente en foruma
de capa sobre la superficie del leche. Despudés de le
ebsercien, la solucién de ergeteina aparect come une
banda verdesa ancha cerca del extremo superior de la

columng., Se conecta la columne al depeosite de tampén
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¥y se comienza la elucion con tampén ds fesfate 0,01
M, de pH 6,2, Se recogen fraccienes de ecince mililitres,
utilizande un celector de fracciones Simplex (B. Braun,
Melsungen, Alemania Occldental). Se trabaja con la cg
5 lumna & la temperatura ambisnte y se enfria el eluate
con agua de nielo. Se separa wna banda de coler rosa=-
de pardusce de la zena de la musstra contenida en la
columma por aplicacidn del tampén de elucidn, que se
desplaza cen rapidez hacia abaje y se eluye inmediata-
10 mente después del velumen vacis, requiriende un volumen
de tampén de 40-50 ml. Después de reunir las fraccienes
que contienen las jmpurezas que 56 eluysn con rapidesz,
se continva la alucidn cen tampon de fosfate 0,01 M,
a pH 6,2, hasta un volumen tetal de aproxinadamente
15 300 ml. Después de haberse recoglde apreximadamente 120
nl de eluate, se eluye un material adicienal coen absor-
bancia menor pronunciada a 280 e No pedria eluirse
més material cen tampoén de fesfate 0,01 M, & pH 6,2,
La elucién de la orgeteina se lleva a oabe
20 por aumento escalenado o centinue de la concentracion
| idnioca del tampén. Ne se observe una elucién impertan-
te hasta que la concentracién iénica se aumenta & apro-
ximadamente 0,015 M. Llegade este meomente, l& zona que
gueda en el extremo superier de la columna emigra ha=

25 cia abajo en forma de una banda de color verde clare.
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Se censigue la elucién coupleta con tampén 0,028 M.

Las fraccienes de eluate gque contienen la er-
goteina se reﬁnen, se dializan extensamenie y luege se
liefilizan.

En otro método de purificacidn pssterivr de
la orgotefna, se anaden & Los 950 ml sin dislizer de
eluate del Ejemplo 1C que contienen la orgeteins (con-
centracién icnica de 0,018 a 0,028 ¥) 5 ml de acetate
cupross 107 ¥ y 5 ml de zinc 107> M para llevar su
concentracion en el eluate a apreximadamente 10"4 ¥
10“5, respectivamente. Llevar sl eluate rdpidamente a
7520, y mantener a egsta teamperatura durante 15 minutos,
préferiblemente en atmésfera de nitrdgens. Se enfria
en bafie de hielo & temperatura inferier & 10°C y se
separa el precipitade abundante, efectuindese después
une didlisis contra agua desienizeda. Se estabiliza
por disolucién en aquél de 180 mg de sacarcsa. Se es-
teriliza por filtracidn & través de un filtro micrepe-
ro pasando a una ampolle esterilizada para obtener uns
solucidn esteril, la cual se puede licfilizar pare dar
orgoteina pura.

La ergoteina ohitenida de acuerdo con el Ejem-
plo 1C so puede purificar pesteriormente también cen
una columna ds carbeximetilcelulesa. Se preparé una co-

lumna de CNC de 11 wl y se equilibre coen acetate sédi

- 83 -



10

25

co 0,01 melar, de pd 5,3. Se diselvieren 40 mg de la
orgoteina purificada con DEAB-celulesa arribe indicada
en tampén de acetatu 0,01 molar, & pH 5,3, y se diali-
%6 centra varias cargas del mismo tempén. Les inselu-
bles, en caso de existir, se separaren per c¢entrifuga-
cién y el 1{quide clare sebrensdante se dapesite en
forua de capa en el sxtreme superior de la celumna de
CMCG. EL caudal fue aproximadamente de 12 ml per hora.
La columna se lavé cen 30 ml de acetate 0,01 melar, a
pH 5,3, para eluir las proteinas no adserbidas. Se con~
tinué luege la elucion cen un gradiente lineal de ace-
tate sédice 0,01 melar & 0,1 melar, a pH 5,3, en un ve-
lumen tetal de 200 ml. Se eluye orgeteina ultrapura en
un intervalo cemprendide entre 0,018 melar y 0,028 me-
lar, y se aisle del eluate de la manera que se he des-

crite arriba.

BJEMPLO 1D - Cremategrafia de Orgeteina Preocedente de

Sangre de Bugy.

Se recoge sangre fresca de bevino (870 ml)
en oitrate sedice al 3,8% (0,5 vel/vel). Se éentrifuga
& 4000 revs. per min. & 0%2C. Se desscha el plasma y se
lavan les glébulse rojos compactados (PRC) tres veces
con solucién salina al 0,9%. Se desemmpanén los glébu~
les rojes cempactados per senificacien durante 5 wminu~

tes 8 la temperatura ambiente (Biesenik III, ajuste Nim.
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70). Se dlaliza primeramente centra sgug destilada y

luege contra tampén de fosfate 0,005 M, & pH 6,0 duran
te 24 heras a 42%C (4 sustituociones de 4 litres cada
ung); aumente de volumen, apreximadamente 110%,

Se aplica el exfracte dializade a una co-
lumna (de 2,5 x 30 cm; volumen de leche, 147 ml) de
DEABE-celulesa (DEAE-23 Pibresa, Reeve-Angel) equilibra-
da con tampen de fesfate 0,005 M, a pH 6,0. Se revels
le columns & un caudal de 240 ml/hr con tempén de fos-
fate 0,005 M. La mayor parte de la hemoglobina apare-
ce en el volumen vacie, y el reste se separa cen 230
ml sdicionales (450 wl en total). Ia elucion de la er=
goteina se efectia cen 4 litres del mismo tampén que
tiens una cencentracisn de NaCl,que aumenta de 0 a
0,08 M. Se miden los centenides de Cu y Zn y la abser—-
bancia del eluate A265 ¥y AQSO come se ha descrite arri-
ba. Aparecen tres pices principales, todeos elles cen
estructura fina, qué comienzan a 575 ul, 750 ml y
1425 ml del eluato que aumenta escalenadamente. La e
geteina (segunde pice) estd presente en la percidn del
eluate en la que la proporcion de abserbancias A265/
Argy €8 1,27 7 Les contenides ds Cu y Zu son meximes .
Le percien de 750 ml a 1030 ml (0,025 - 0,035 M) del
eluate que aumenta escalenadamente contienes sustanoisl-—

mente la totalidad de le orgeteina en un estado de pu-
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El espectro de la elucisn se muestra en la
figura 1D, en la cual se representan les contenides de
Cu y Zn y las absorbancias &265 y A280 del e¢luate. Co=-
me se ve en la figura, les contenidos de Cu y Zn cemien
zan a aumentar de repente hacia el tube 6C. En el tu-
be 70, cemienza a aumeniar la abserbancia A265’ y apre-
ximadamente en el tube 80 sobrepasa a la abserbancia
A280u Esta percieén del eluate centiene ergeteina de la
méxima pureza. Bl contenide de impurezas se eleva des-
pués cemo se deduce del aumente en las absorbancias
A265 v Apgo acempafiade por une disminucién en 1les con-
tenides de Cu y Zn. Se recege el centenido de les tubes
70 & 92, y se aisla de les mismes la ergoteina.

Se dializa el corte de ergeteina contra agua
degienizada a aproximadamente 0,3 a 0,45/umh0, se fil-
tre a través de un filtre de 0,45 micras, y se liofili
z&o Se obtienen apreximadamente 52 mg de ergeteins,
lo que equivale 2 un rendimiente de 0,013%, calculado
con respecte a los globulos rojes cempactadea, con ac-—
tividad de sedasa de 2500 unidades/mg, lo que represen—
ta cerca del 75% de la actividad tetal de supercxide--
dismutasa eriginalmente presente en el preducte resul-
tante de la retura de leosz glebulos rojes, come se de-

terming por una cembinacion de les procedimientes de
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MeCord y Fridevich, JBU 244, 6049 (1569).

La columna se puede regenersr para velver a
ser utilizada iavéndela con tampen de una concentra-
¢idn idnica al menes 0,1 i y hasta 2 M, y enjuagdndo-
la después con agua desicnizada.

Sigulends el procedimiente del Ejemplo 1D,
se aisla ergeteina précticamente pura a partir de glo-
bules rejos de @eres humanog, de coneje, de rata y de
pelle, respectivamente.

Siguiende el procedimiente del Ejemple 1D,
se obtienen resultades cemparables utilizande TEAE~ce-

lulesa y una resina de dextrana reficulada que centie-

ne grupes dietilamincetile (DEAE-Sephadex).

EJEMPLO 2D

Se sigue exactamente el precedimiente del
Ejemplo 1D, excepto que la cslumna liberada de hemo-
globina se libere de proteinas fdcilmente eluibles
con aproximademente 500 ml de tampén de fesfats 0,005
M llevado a una concentracidn ienica 0,02 M cen NaCl,
se eluye la ergoteins con aproximadamente 1000 ml del
mismo tampén llevads a wna cencentramcién iénica 0,035
M con Na(l, tomédndese el corte de orgoteina de la por-
cion del eluate en 1la que la preperelén de abserbancias

Apg5/hyg, @8 aproximedamsnte 1 ¢ mayer y les contenides
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de Cu y Zn son maximes, y la celumna se lavs con apre-
ximadamente 1000 ml del misme tampén llevade a una cen-

centracieén ienica 0,1 M cen NaCl.
EJEMPLO 3D

Se penitrifugsn, se descempenen y e dializan
2 unidedes de sangre humana pasada de fecha en Anticeagu
lante ACD (1 unidad ~ 450 wl de sangre en 67,5 ml de
ACD; 100 ml de ACD centienen 2,45 g de dextresa, 0,80
g de acido citrice, y 2,2 g de citrate sodice, calcula-
do en forma hidratada), come se ha desorite e¢n el Ejenm-
ple 1D.

Se aplica el extracte dializade a una celum-
na (de 2,5 x 38 cm; velumen de leche, 136,2 ml) de la
nisna DEAE~celulesa equilibrada empleada en el Ejemple
1D. Se revela la columne come 86 ha descrite en el
misme. Se eluye la orgoteina con 6 litres del misme
tempen de fesfate 0,005 M que tiene una cencentracién
de NaCl que aumenta desde 0 a 0,10 ¥. Se determinan leos
contenides de Cu y Zn y las abserbancias A265 ¥ Aogg
del eluato ocomo se ha descrite arriba. Ia ergeteina
estd prdsente en el primer miximo cen una prepercién
A265/AQBO proxime & o mayor de 1,0 y en el que les cen-
tenidos de Cu y Zn son méxiwmes. El certe eluide cen un

gradiente de NaCl 0,05 a 0,06 M (tubeg 150-170, velu=
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men tetal aproximadamente 200 ml), centiene sustan-
cialmente la tetalidad de la eorgeteina en un estade
de alta purezsa.,
Se dializa el certe de eluyente de orgeteina
5 centra ague desionizada a aproximadamente 0,3 a 0,45
/umhe; se Tiltre a través de un filtre de 0,45 micras,
y se liefiliza. Se ebtienen apreximadamente 60 mg de
orgesteina (0,0125%, calculade sobre les glébules ro~

jos cempactades).

10 Se obtienen resultades ceuparables per un
revelads escalenade de la celumna cen tampon de fosfa-
to 0,005 M gue contiene apreximadamente una concentra-
cién 0,015 M de NaCl para separar las proteinas que se
sluyen mas fdcilmente que la ergeteina, con tampen que

15 contiene apreximadamente una cencemtracién 0,03 M de
NaCl para eluir la ergeteina, y cen tampén que contie-
ne apreximademente una concentracién 0,1 M de NaCl pa

)

ra lavar la celumna.

EJEMPLO 4D

2
L Se emplean 1100 ml de sangre fresca de cone
S jo en citrato sédice al 3,8% (0,5 vel/vel). Se centri
fuga, se descemponen les glébulps rojes y se dializa
como se ha deserito en el Ejemplo LD (aumento de volus
25 men, aproximadamente un 100%).

16.12.72 - 89 -
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Se aplica el extracto dializade & una colum
na {(de 2,5 x 41 em, volumen de lecho 201 ml) de la
misma DEAB~celulqsa empleada en el Ejemplo 1D. Se re-
vela Ja coluwmngz como se ha deserito en dicho Ejemplo.
1a mayor parte de la hemoglobina aparece en el volumen
vacio, v el resto se elimina con 500 ml adicionales
(650 al en totel). Se eluye la orgoteina con 3 litros
del mismo tampon de fosfato 0,005 M que tiene una con-
centracidn que aumente desde O & 0,08 M. Se determinen
los contenidos de Cu y 4n y las absorbancias A265 §
A280 del eluato como se ha descrito arriba. La orgo~
te{ne este presente en el primer pico, con una propor
cidn A265/A280 proxima a o mayor de 1,0, y 108 contew

nidos en Cu4+ o

y Zn™% con absorbaencie wéxima. El corte
gluido con un gradiente de NaCl 0,020 a 0,030 M (tu~
bos 60 & 90, volumen tqtal aproximademente 240 ml) con-
tiene sustencialmente la totalidad de la orgoteine en
un estado de alta puresza,

Se dializa el corte de orgoteina contra agua
degionizade a aproximadamente 0,3 & 0,45/umho, se fil
tre a través de un f£iltro de 0,45 mioras, y se liofili
z&. Se obtienen aproximadamente 45 mg de orgoteina
(0,01%), caloulada sobre los glébulos rojos compacte

dos. En porciones adyacentes del eluato existe orgoteina

adicional de menor puresd.
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Se obtienen resultados sewejantes por un re
velado escalonado de la columna con tampon de fosfato
0,005 M que contiene aproximadamente una concentracidn
0,015 M de NaCl para separar proteinas mds fdcilmente
eluidas que la orgoteina, con un tampdn que contiene
aproximadamente una concentracidn 0,02 M de Nall para
eluir la orgoteina, y con un tampon que contiene apro-
ximedamente una concentracidn 0,1 M de NeCl para la-

var la columng.

Orgoteine Pogt-purificads

Le orgoteina obtenida de acuerdo con el pro-
cedimiento de los ejemplos anteriores se puede purifi
car adicionalmente por cromatografia en estado de gel
sobre tamices moleculares en una columnae (de 3,2 cm
x 88,5 om; volumen total de lscho, T711,5 ml; volumen
vacio 265,5 ml) de resina de dextrmna reticulada con epi-
oclorhidrina Sephadex G-75 Superfina (Farmacia, Suecia),
recogiéndose el elusto en fracciones de 5,4 ml y deter—
mingndose las absorciones A265 y A280 de dichas frac-
ciones. Comenzando aproximadamente en la fraccidn 50,
estas absorciones sumantan de repente y aloanzan uwn vé-
lor médximo aproximadamente pars la Fraccidn 68. Les
fracoiones 66 & 73 contienen una mayor parte de ls or-

gotefna total en un estado ultrapuro. Al llegar e la

- 01 -
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Freccion 96, estas absorciones ceen & cerc hasta
aproximadamente le Fraccidn 116. Las unicas impurezas
de importancia aparecen en 1os tubos 118-150.,
la orgoteina obtenide de acuerdo con el Ejem-
5 plo 1D se puede post-purificar también con ayuda de
una columna de ocarboximetilcelulosa. Se prepard una
columna de CMC de 11 wl y se equilibrd con aceteto
sédico 0,01 molar, a pH 5,3. Se disolvieron 40 mg de
la orgotei{na purificada con DEAE-eelulose arriba in-
10 dicada en tempon de acesato 0,01 molar, & pH 5,3, y
se dializd contra varias sustituciones del mismo tam-
péno Los insolubles, en caso de existir, se separaron
por centrifugacion v el 1liguido clero sobrenadante se
depositd en forma de capa en el extremo superior de
15 la columna de OMC. ElL caudal fue aproximadamente de 12
ml por hora. Se lavo la columna. con 30 nl de acetato
0,01 molar, & pH %;3, para eluir las protefnas no ad-
sorbides. La elucion se continuo con-un gradiente li=--

neal de acetato sddico de concentracidn comprendida en-

20 tre 0,01 molar y 0,1 molar, & pH 5,3, en un volumen
total de 200 ml. Se eluyd orgoteina ultrapurs a uns con=
centracidn comprendida entre 0,018 molar y 0,028 mo-
lar, y se aislo del eluato de la manera srriba descri-
ta.

25 Le presente soliciftud que corresponde a la
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presentada en Estados Unidos de 4Américe, con fecha 7
de Diciembre de 1.971, bajo el HNifmero 205.609 y 205.610
¥ 19 de Julio de 1.972, bajo el He 273.278 y 273.277,
se acoge a los beneficios del Arifculo 51 del vigente

Bstatuto sobre Propiedad Industrial.

~ REIVIITDICACIONES -

Los puntos de Invencidn propia y nueva que
se presentan para gue secan objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidn en Zapalia, por VEINTE afios, son
los que se recogen en lag reivindicaciones siguientes:
8,- Un nrocedimiento para el aislamiento de
orgoteina a partir de uno mezcla de vroteinas solubles,
que comprende calentar 21 menos la porcidn de los gld-
bulos rojos de la stngre integral a un pH comprendido
entre 5 y 8 y a uno temveratura de aproximadamente 60
a 802C, con lo gue precinita la hemoglobina; enfriar

la mezcla calentada; separar lac proteinas precipita~
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das de la mezcla calentada; y separar la orgoteina del
1{guido sobrenadante.

22,- Un nrocedimiento de acuerdo con la rel-
vindicacidn 1, en el que los glébulos rojos son de bovi-
0.

32, Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindiezncidn 12, en ¢l que se emplea sange integral como
material de partida.

48,- Un procedimiento de acuerdo con la rei-

vindicocidn 12, que comprende diluir el materisl de parti-

u
[
re}

ara la etana de calentamiento con hasta aproximadamen—
te 3 vellmencs de agua antes del calentamicnto.

2,- Un procedimiecnto de acuerdo con la rei-
vindicacidn 12, en ¢l que los gldbulos rojos se calientan
a un pH de aproximedamente 6,8 a 7,4.

2,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 12, en el gue la etapa de calentamiento se
lleva a cabo & anroximadamente 65-752(C,

72,- Un procedimiento de acuerdo con la rei~
vindicacidn 62, en el gue la eiapa de calentomiento se
lleve a cabo a enroximadamente 752C durante aproximada—
nente L a 2 horas a un pH de a2proximadamente 6,8 a T,4.

62,- Un procedimiento para el aislamiento de
orgoteina a partir de¢ una mezcla de proteinas solubles.

Tal y como se¢ ha descrito en la Memoria gue
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antecede, represcntodo en log dibujos gue se acompa-
flan y pare log fines cue se han egpecificado.

Fato Memoxria congta de noventa y cinco

hojas eseritos o ndeuina nor une solo cara,

28 MAYD 1973

Madrid,

PQA..
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