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La invencidn se refiere a un procedimien
40 para la obtencidn de proteinas, o de mezclas de protqi
nas, combinadas covalentemente con compuestos orgdnicos,
que se denominan conjugedos de proteinas, Puesto que el
conjugado de proteinas a obtener se diferencia de los
productos de conjugacidn no deseados y de los compuestos
orgdnicos utilizados para la conjugacidn en sus propieda
des electroforéticas, el procedimiento para la obtencidn
de. los preparados deseados se basa en que la mezela exis
tente, degpués de realizada la reaccidn de conjugacidn,

es sometida a un procedimiento de electroforesis prepara-

. tiva, y la zona, que contiene los preparados deseados, es

separada de las gue contienen los conjugados de protefnss
no deseados y los compuestos orgdnicos libres. -

Ia invencidn se refiere en especial a un
procedimiento para la purificacidn de conjugados de pro-
teina y colorante, de preferencia de sueros inmunes 0 de
fracciones,de proteinas que contienen anticuerpos despuds
de realizada la reaccidén de conjugacidén con colorentes,
en especial con colorantes de fluorescencia, por ejemplo
con fluorescein-isotiocianato, por medio de un procedi-
miento de electroforesis preparativa.

Ia invencidn se refiere ademds a conjuga-—
dos de préteinas purificados por el procedimiento deseri-

%0, ¥ & su utilizacidn para el diagndstico inmunoldégico.
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El procedimiento segin la invencidn hace
posible, por las propiedades electroforéticas de los ma-~
teriales de partida y de los productos de la reaccidn,
la separacidn del conjugado de proteinas puro, con un de
terminado grado de trasformacidn, de la proteins no reac-
cionada y de la molécula orgdnica utilizada para la con-
jugacidn, con la condicidn previa de que estos tres com~
ponentes tengan una movilidad electroforética diferente.

Los conjugados de proteina y colorante,
en sspeclal los sueros inmunes gque contienen anticuerpos
conjugados con colorantes de fluorescencia, tienen su im
portancia especial, como se muestra mds adelante, en la
llamada técnica de inmunofluorescencia,

Sin que de ello se pueda deducir ninguna li-
mitacion, la esencia del procedimiento segin la invencidn
serd puesta de manifiesto con ayuda de estos ejemplos re-
presentativos.

La técnica de la inmunofluorescencia, intro-
ducida por A.H.Coons en 1942, permite la investigacidn
combinada de la especificidad seroldgica-inmunoldgica y
de las caracteristicas morfoldgicas del material a anali-
zar. L1 fundamento de este método es la llamada reaccidn
antigeno~anticuerpo, en la que .. uno de los dos partici-
pantes inmnoldgicos - por regla general el anticuerpo -

es conjugado con un colorante fluorescente., Ia puesia en
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evidencia del compuesto de reaccidn antigeno-anticuerpo
en el preparado microscdpico se realiza por excitacidn
de la fluorescencia visible mediante irradiacidn en 1la
regidn ultravioleta,

La inmunofluorescencia ha encontrado una
gran atencidn en el diagndstico, para la identificacidn
de entigenos y anticuerpos, tanto combinados como libres.

Segun la situacidn actual de la téenica,
fracciones ricas en anticuerpos, en forma de los llama-
dos sueros inmunes, se hacen reaccionar con colorantes
de fluorescencia - de preferencia con fluorescein-isotio-
cianato. Ia purificacidn posterior del producto de 1la
reaccidén se realiza predominentemente por medio de f£il-
tracidn a través de gel y por medlo de la cromatografia
con intercambiadores de iones, sobre dietil-eaminoetil~ce
lulosa. Con ello se aislan las inmunoglobulinas conju-
gadas adon fluoresceina.

Bste procedimiento tiene el inconveniente
de que el intento de eliminacidn del colorante no combi-
nado covalentemente a partir del preparado de proteinas
conjugados con fluoresceina, por medio de filtracidn a
través de gel o por didlisis, se observa una separacidn
incompleta del colorante, en especial el colorante unido
por adsorcidn con la proteina, o el colorante unido por

un enlace covalente débil, separable con relativa facili-
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dad por hidrdlisis, no se elimina. Ademds de ello, el
colorante, que & causa de su homopolimerizacidén u homo-
condensacidén alcanza pesos moleculares elevados, es asi
mismo eliminado sdélo de un modo incompleto.

ILa utilizacidn de tales preparados, que
contienen cqlorante libre, conduce a tinciones de fluo-
rescencia no especificas en el preparado microscépico, y

.por consiguiente a afirmsciones falsas.

En el caso del procedimiento utiligado pre

dominantemente segin el estado actual de la técnica para
la obtencidn de la fraccidn de proteinas conjugada que
contiene anticuerpos, por medio de cromatografia con in-
tercambladores de iones sobre dietil-aminoetil-celulosa,

se obtiene en lo esencial sdlo la porcidén de anticuerpos

que pertenecen a la clase IgG. En las condiciones de elu

cién y de separacidn utilizadas para ello, los anticuer-
pos de las clases IgG e IgA son desprendidos sélo de un

modo incompleto o no lo son en absoluto, por lo que el pre

parado obtenido tienen en parte una pérdida considerable
de anticuerpos especiiicos deseados. En el caso de modi-
ficacidn de las condiciones de elucidn para la obtencidn
de anticuerpos IgM e IgA conjugados con fluoresceina, se
eluyen simultdneamente las llamadas XLglobulinas "sobre—
marcadas" asi como también proteinas baséfilas. A causa

de su cardcter fucrtemente deido, estas porciones de pro-
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teinas llamadas "sobremarcadas" conducen, en el caso de
reacciones inmunoldgicas, a la fijacidn no especifica con
una sqrie de proteinas bdsicas en el material investlga-
do, y por consiguiente asimismo a interpretaciones errd-
neas de la fluorescencia obtenida.

El procedimiento segun la invencidn no tie
ne los inconvenientes mencionados. Ia purificacidn elec—
troforética, llevada a cabo en un vehiculo inerte, de pro-
parados de proteinas conjusados con un colorante, de pre-
ferencia de preparados de proteinas conjugados con fluo=-
resceina, después de la reaccidn de conjugacidn, ofrece

las ventajas sigulentes:

1le.- El procedimiento hace posible una obtencidn dptima,
"a la medida", de zonas que contienen anticuerpos.
Ias fracciones de proteinas y material inerte, inde
seadas, por ejemplo exentas de anticuerpos, pueden
ser desechadas sin dificultades, durante la elimina
cién de la fraccidén deseada. ZEl rendimiento de pre
parados de proteinas conjugados con colorantes, que
contienen anticuerpos, es Optimo. En el ejemplo ex
puesto de la fraccidn de Y-—globulina marcada con
fluoresceina se recupera T0-90 % de la cantidad uti-

lizada.

ez
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28,~ A causa de la conjugacidn de protefnas con molécu~

las orgdnicas dcidas, el punto isoeléctrico cambia
hacia valores bajos con todas las proteinas que han
entrado en reaccidn con las moléculas orgdnicas, con
la consecuencia de que, en las condiciones de la
electroforesis, éstas emigran hacia el dnodo mds ine-
tensamente que las proteinas no conjugadas. La eli-
minacidn de las proteinas que se han hecho demasiando
dcidas 8 consecuencia de una fuerte reaccidn con la
molécula utilizada para la conjugacidn, no plantea
dificultades ningunas, puesto que éastas emigran mdg
fuertemente hacia el dnodo. Este resultado tiene una
importsncia especial en el caso de las proteinas con
jugadas con el colorante dcido de fluoresoéncia fluo
rescein~isotiocianato (sistem® quinoide con un grupo
carboxilo libre).

Ia eliminacidn Jdptima de la molécula orgdnica dcida
no combinada (o unida por adsorcidn), cuya presencia
en preparados conjugados con fluoresceina conduce a
tinciones de fluorescencia no especificas indeseadas,
se garantiza en el caso del procedimiento segin la
invencidn. El fundamento de la fdeil eliminacidn

de esta porcidn de colorante consiste en que la mo-
lécula dcida, propiamente dicha emigra intensamente
hacia el dnodo. La carga por la tensidn eléectrica,
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en las condiciones de la electroforesis preparativa por
zonas, conduce a una separacidén de las moléculas unidas

a las proteinas de un modo relativamente débil, y da lu
gar a una buena calidad de los conjugados de proteinas
obtenidos electroforéticamente. FEn el caso de las pro-
teinas conjugadas con colorante de fluorescencia, se ob-
serva un aumento de la estabilidad de tales preparados
durante la conservacidén en solucidn acuosa, frente a la
de los preparados que habian sido obtenidos segin el es-
tado actual de la técnica,

Si como proteinas para la conjugacidn se utilizan anti-
cuerpos, el procedimiento segin la invencidn permite la
obtencidn de todes las clases de anticusrpos conjugados
con colorantes, por ejemplo IgG, IgA, IgM. Esto tiense
importancia en especial en el cago de la utilizacidn de
anticuerpos obtenidos a partir de sueros de, por ejemplo,
hombres, cabras, ovejas, caballos, en los que, ademds de
los anticuerpos de la clase IgG, también los anticuerpos
de otras clases de inmunoglubulinas constituyen una pro-
porcidn relativemente elevada de la cantldad total de an-
ticuerpos. ZEste factor tiene también un considerable in-
terés econdmico, pucsto gque no se dispone en cantidad ili

mitada de sueros que contienen anticuerpos.

Transferido a la purificacidn de anticuerpos conju

.- gados con colorantes de fluoresceinaj el procedimiento se-
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gin la invencidn conduce a un aumento de la rela-
cidén de anticuerpos especificos (Ab) a proteinas

totales (P), es decir el llamado cociente Ab/P, lo
gue da lugar a un aumento de la fluorescencia es~

pecifica deseada.

58,~ L1 procedimiento, que prescinde del empleo de agen—
tes auxiliares cromatogrdficos caros, constituye un
abaratamiento esencial en la preparacidén de conjuga
dos de proteinas puros. El material de vehiculo
inerte utilizado puede ser usado repetidas veces,

Como procedimiento electroforético se pre
flere la electroforesis sobre vehiculo, en especial la
electroforesis que contiene el vehiculo inerte en una cu
ba horizontal. n el caso de utilizacidn de, por ejem-
plo, granulado de poli(cloruro de vinilo) como material
de vehiculo, se puede en este caso, después de la sepa-
racidén de las fracciones de proteinas conjugadas con fluo
resceina, que contienen anticuerpos, separar por corte
el preparado deseado correspondientemente & las bandas
visibles, y después de ello extraerlo del vehiculo por
elucién con disclventes sencillos.

Si el conjugado no estd coloreado, se pue

de identificar indirectamente la posicidn de las protei-
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nas, de los perticipantes en la reaccidn y del conjugado
de proteinas, por ejemplo sobre un calco por superposi-
cidén de papel, que a continuacidén es tefiido por los mé-
todos éonocidos.

Materiales de vehiculo electroforéficos
utilizados frecuentemente son, junto al poli(cloruro de
vinilo), poliacrilamida, celulosa, almidén, perlas o gld
bulos de vidrio, arena, por citar algunos ejemplos, pero
sin que segin la invencidn haya que limitarse a ellos.

Sin embargo, segin la invencidn, se pueden
utilizar también disposiciones de electroforesis segin
un tipo constructivo vertical, con y sin material de ve
hiculo. Se obtienen también muy buenos efectos de puri-
ficacidn con aparatos de electroforesis de funcionamien—
t0 continuo. _

Segin el presente procedimiento son sepa-
rados preparados de anticuerpos de cualguier origen, que
han sido combinados covalentemente con colorantes de ca-
rdcter dcido. Un colorante especialmente adecuado es en
este caso fluorescein-isotiocianato.

Sin embargo, también se pueden hacer reac
cionar con proteinas colorantes no fluorescentes, y las
proteinas tefiidas como consecuencia de la reaccidn de con
jugacidn pueden ser separadas por el presente procedimien

1o, siempre que los colorantes utilizados tengan un com-

- 10 -
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portamiento diferente de emigracidn electroforética.

En lugar de anticuerpos se pueden utili-
zar tambidn otras proteinas de origen animal, vegetal o
microbiano, si éstas, como conjugados, tienen una propie
dad electroforética que se diferencia de la de la pro-
teins de partida y de la de la molécula orgdnica utili-
zada para la conjugacidn., De preferencia, se utilizan
como moléculas orgdnicas para la conjugacidén los compuestos
cuyos puntos isoeléctricos estdn en el margen dcido dé
PpH.

La caracteristica esencial del procedi-
micnto propuesto consiste en la utilizacidn de procedi-
mientos de electroforesis preparativa para la preparacidn
de conjugados de proteinas puros, en especial de fraccio
nes de gamma-~globulinge que s8e han hecho reacclonar con
colorantes de fluorescencia. En el caso de la reaccidn
de fracciones de gamma-globulina con los colorantes de
fluorescencia habituales no es de esperar ningun produc-
to electroforéticamente homogéneo, puesto gque, como es
sabido, es diversa la estructura de las clases de inmu-
noglobulinas que entran en consideracidn para la reac-
cidn, y muchisimo mds cuanto que éstas poseen un mimero
diferente de grupos amino accesibles para la reaccidn.
Aunque en el caso de procedimientos electroforéticos es

conocida una gzona que se desplaza de modo relativamente

-1l -
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uniforme de gamma-globulinas no reaccionadas, la emigra-
cidn homogénea de las inmunoglobulinas de las diversas
clases,; que han reaccionado con el colorante, ha de ser
considerada como sorprendente. No es de esperar ademds
que los colorantes unidos por adsorcidén con moléculas de
proteins sean separados de la proteina en el campo de ro
tencial eléetrico. Finalmente, no podia esperarse de la
intensa unidn conocida de los colorantes de fluorescen-—
cia con un material intercambiador de iones, tal como en
cuentra utilizacidn en el estado actual de la téenica,
que el colorante libre manifieste en procedimientos elec
troforéticos, en especial con utilizacidn del vehiculo
poli(cloruro de vinilo), un tramo de emigracion especial
mente grande en comparacidén con el de los conjugados de
proteinas.

Por la utilizacidn del procedimiento
de electroforesis conocido de por si se obtiene un pro-
ducto con una purcza esencialmente mayor que la del que
se pucde obtener por cromatografia, Il producto obteni-
do de este modo tiene, como efecto técnico sorprendente,
una especificidad mayor en su utilizacion como reactivo
inmunoldgico gue la del producto segun el estado actual
de la técnica.

A continuacidn, la invencidn se expli
card mds detalladamente con ayuda de ejemplos de reali-

zacidn.

- 12 =
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Ejemplo 1

Una solucidn al 3¢ deiproteinas de suero
de cabra, que contiene anticuerpos, se hace reaccionar
con fluorcscein-isotiocianato de modo cdnooido,'en e~
dio alcalino. Kl antisuero conjugado esssepafado en un -

aparato de electroforesis horizontalz(dimensiones: lon~ -

‘gitud = 65,0 cm, anchura = 76,0 cm, altura = 1,2 cm), ';:fﬂf

b

que contiene 3,6 litros de poll(cloruro de vinilo) en for -wﬁi

ma de polvo (Geon X 427 de 1ld firma Serva, Heldelberg),

a un valor de pH de U,1, con una 1nbenuidad de campo de 
6 V por cm, una intensided de corriente de 0,6 A, duron-
te un tiompo de funcionamicnto de 15 horas, Ia fraccidn
de X-—globulina gque coutiene dnticuérpoé, que sin éonju— C_;fi;
gacién con fluorescein-icotiocianato permanece por regla .-
genoral en la ranura de aplicacidn o inclﬁsolehigra hapia ﬂ

el odtodo, ha emigrado claramente on direceidn al. dnodo.: ...
La coloracidn de amarillo claro & verdoso de la fraccién"
do yeglobulina quoe contione antiouerpos o destaca olara-ff{5‘5
mente de las demds fracciones de proteinaa ¥y de las pop~
ciones de colorante libre, que estdn caoloreadas de amuri~_5}ﬂ
llo oscuro a pardo rojizo. ILa deseada fraccidn def8~gld~ _?;';

buling que contiene anticuerpos, con un7cocienterF/P*6p—
timo, yue por lo demds puede ser determinnda por banaasz,7‘i”*
inuediatanente después de la 9epara01on, es aeparada por L

corte como zona de poli(clorw uro do v1n110) y extraida del.

*F/P = relacidén del colorante du iLuorL scencia unido .a

proteina, _ » : . ‘ L

- 13 -
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vehiculo por lavado con solucidén de sal comin al 0,9 por
ciento. El eluato se concentra por ultrafiltracidn a
aproximadamente 1 g % de proteinas,

Después de ello pueden efectuarse el ajus-—
te final y los controles de calidad.

En el caso de utilizacidn de 3,6 g de una
solucidn de proteinas que contiene anticuerpos, conjusm-
da con fluoresceina (120 ml de antisuero), se obtienen
0,5 g de una fraccidn de X%globulina gque contiene anti-
cuerpos, conjugada con fluoresceina.

Si se utilizan proteinas de suero de cone
jo, que contienen anticuerpos, en el caso de la utiliza-
cidn de 8 g de un antisuero que contiene anticuerpos, con
jugado con fluoresceina (120 ml) se obtiene 1,0 g de una
fraccidn de X-—globulina que contiene anticuerpos, conju-
gada con fluoresceina.

Rendimientos similares se obtienen tam-
bién en el caso de la obtencidn de anticuerpos a partir de
sueros humanos. De la consideracidn de que la proporcidn
de la fraccidn de X’—globulina en un antisuero constituye
aproximadanente 15 a 18 %, los rendimientos, referidos a
esta fraccidn de kéglobulina, han de ser considerados co-
mo optimos.

Ejemplo 2

Una solucidn al 3 por ciento de transfe-—

- 14 -
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rrina humana se hace reaccionar cn medio alcalino, de mo-
do conocido, con Fluorcscein-isotiocianato, L proteina
conjugada se uepara en un aparato de electroforesis hori
zontal (dimensiones, longitud = 75,0 cm, anchura = 76,0
cmy, altura 1,2 cm), con una capacidad de 3,6 litros de
poli(cloruro de vinilo) en forma de polvo (Geon X 427 de
la firma Serva, Heidelberg), con un valor de pH de 8,1,
una intensidad de campo de 6 V por cm, y una intensidad
de corriente de 0,6 A, durante un tiempo de funcionamien-
%o de 15 horas, 1l conjugado de transferrind: ha emigra-
do claramente en direccion al dnodo. ILa coloracidn de
pardo amarillo de la zona que contiene transferrina se
destaca claramente de las porciones de colorante lilres
que estdn coloreadas de un modo diferente, y que han emi
grado todavia mds hecia el énodo. Il conjugado de trans-
ferrina, con un cociente F/P Optimo, que por lo demds pue
de ser determinado por bandas inmediatamente después de
la separacidn, c¢s separado por corte como zona de poli(clg
ruro de vinilo) y extraido del vehiculo por medio de la-
vado con solucion de sal comin al 0,9 por ciento. EL elua
to es concentrado por ultrafiltracidén a aproximadamente
1l g % de proteinas.

Después pueden efectuarse el ajuste final
¥ los controles de calidad.

Zn el caso de utilizacion de 3,6 g de trans

- 15 -
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rrina humana, se obtienen aproximadamente 3,0 g de la

- correspondiente proteina conjugada con fluoresceina.

La presente solicitud que corresponde a
la preéentada en Repiblica Federal Alemana,con fecha 2
de Julio de 1974, bajo el mimero P 24 31 719.9, se ajus
ta a los beneficios del Articulo 51 del vigente Estatu~
o sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva,
que se presentan para que sean bbjeto de esta solicitud
de Patente de Invencidn en Espafla, por VEINTE afios, son
los que se recogen en las reivindicacilones siguientes:

12,~ Procedimiento para la purificacidn
de conjugados de proteinas, que se diferencian en sus
propiedades electroforéticas de los compuestos organico:s
utilizados para la conjugacidn, caracterizado porque, e
ra la separacidn de subproductos indeseados y de parti-
cipantes en la conjugacidén que no han reaccionado, el con

jugado bruto es sometido a una electroforesis preparativa,

- 16 ~
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ACM,

, 28,-~ Procedimiento segin la re1v1nd1ca016n la,
caracterizado porque son purificadas fracciones de gamma~
-globulina que contienen anticuerpos, conjugadas con 0010- 
rantes,

3e,- Procedimiento segin la reivindicaeidén 1%,
caracterizado porgque son purificadas fracciones de gamma~
globulina que contienen anticuerpos, conjugadas con coloran
tes de fluorescencia. R

48&,- Procedimiento segin las reivindicaciones
12 - 32, caracterizado porque los procedimientos electrofo
réticos son utilizados con vehfculos inertes. -

52,- Procedimiento para la purificacidén de conju
‘ A,

gados de proteinas.
Tal y como se ha descrito en la memoria que an

teoede, ¥ para los fines que se han especifiocado.
BEsta Memoria consta de diecisiete hojas escritas - -

& miguina por una sola cara. o ) o
\ ql‘.{adrid, | 27 fNE. 3975

P.A,
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