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MEMORIA DESCRIPTIVA

para solicitar PATENTE DE INVENCION

a nombre de BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAPT

entidad alemana

establecida en Marburg/Lahn, Repfblica Federal Alemana

por: "PROCEDIMIENTO PARA LA DEMOSTRACION "IN VITRO" DE
GLICOPROTEINAS-FA (Fase Aguda)"

(Clase Internacional C07g)

-] -



- 10

1y

Objeto del invento son glicoproteinas-Fa y un
prdcedimiento pera el aiglemiento de éstas.

Ya se he propuesto un procedimiento para el —-
siglemiento de wna Ql—glicoproteina especifica del emba-
razo., In este propuesta, no obgtsnte, no se hizo mencidn
a que dwante el embarago aperecen otras dos glicoprotedl

nas, las cuales, no obstante, no son especificas del em-

barazo, ya que aparecen también en el suero de pacientes

que tienen enfermededes de diversos origenes. A cause de
esta aparicidn tanto en el embarazo como en el caso de -
enfermededes son denominadas glicoproteinas-TA (PA = Fa-
se Aguda).

Se ha encontrado gue se pueden aiglar egtag -~
dos glicoproteinae-TFA a partir de placentas o de la san-
gre dé unjeres embaruazadas, .

Por lo tanto, son objeto del invento leg dos -
glicoproteinas.

La gl~giiooproteina~ﬁﬁ, caracterigade por una
velocidad de desplazamiento electroforético en eL gel.de
agar dentro del margen de las Ql—globulinas ¥ por un pPe—
50 moleculer de eproximedemente 100.000 (¥ 10%), vy la —

u%—glicoproteina—F‘, caracterizada por wma velocidad de

degplagamiento electroforetico en el gel de agar dentro

del margen de lascxémglicoproteinas ¥y wn peso moleculer

de eproximademente 300.000 (Y 10%).




o

El hecho de que las glicoproteinas-FA tienen -
un umeyor contenido de carbohidratos se deduce de la modi
ficeecidn de su movilidad electroforética en el tratamien
$o con neuraminidasa. Despuds de la separacidn del dcido

5 neurémico La @L-giicoproteinafﬂm muestra la movilidad de
una gomma-globulina, y la dz-giicoproteina~EA nuestra la
movilided de wia @ ,-globulina, '

Un desplazaniento tan intenso lo muegtran en -
general sélo plasmeproteinas que contienen al menos 2-6%

10 de deido neurdmico o L0-30% de carbohidratos,

La velocidad de desplazamiento en un gel de -
poligcrilamida (con 5,5% de acrilaemida a pH 8,5 en el -
tampdn de tris-(hidroximetil)-sminometano~citrato-borate,
Z. clin, Chem, 4, 58 (1966)) es de 62 para la @l-gLiqg

15 proteina~3A y de 32 para la 0<2~glicoproteina~fw, si se
establece con un valor de 100 la velocidad de desplagg--
miento de la elblmine humana.

Is objeto del invento sdemds wn procedimiento
para ol aiglamiento de estas dos glicoproteinas-FA, el -

20 cual esté caracterizado porque se fraccionen de acuerdo
con métodos de por si conocidos placentas 0 sangre de nu
jeres embaragadas.

Para el aisloniento de les glicoﬁroteinas—FA,
placentas desmenuzadas pueden ser sometidas a extraccidn

25 con une solucidn de sal débil fisioldgicemente compati-

v
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ble, por ejemplo de clorvro gdédico. A pertir del extrace

t0 se puede separcsr un precipatado previo inactivo con -

lactato de diamincetoxiacridina o un pH débilmente dcido,

v a continuacidn en un mergen de pH alealino precipiter

lee doe glicoproteines de nuevo medisnte precipitacidn con .
lacteto de dlaminoetoxiacridina. Para la separacidn del
precipitado previo, el lactato de disminoetoxiacridina -
eg aconsejado preferiblemente en forma de golucidn zcuo-
sa en wna centided de 5 & 10% on peso, caleulado con res
pecto al contenido proteﬁnico del extracto. lara la pre-
cipitecidn principal, cue convenientemente tiene luger -
en un margen de pH entre 7,5 ¥y 9,0, se aconseja wmna can-
tided de lactato de diaminoetoximeridina de 10 a 30#4, —

celculado con respecto al contenido proteinico del extrsc

.to. Yara la purificacidn ulterior es apropieds lz filtre

cidn a través de gel con dextrano reticulado, por ¢jel--
plo Sephadex G-150 y/o la. clectroforesis en gonas prepa-
rativa. o

La {iltrecidn a través de gel se lleva o coho
despuée de didlisis frente a wna solucidn tempdn débidl,
por ejemplo Q,01 molai, de tris~(hidroximetii)—aminometg
no y deido clorhidrico con wn piI de 7,5 a 8,5 vreferible
mente de pil 8,0, en dextrsno reticulado tal como Scpha~—

dex G-~150. Prra l: atucidn duede servir por ejemplo tam-

“pon 0,1 molar de tris-(hidroximectil}-aminometano y écido
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clorhidrico, eL cual contiene ademds 1 mol por litro de
cloruro de sodio. i#n este.proceso de slucidn se eluye en
primer teriino la c%rglicoproteina—EA, mientras oue la

gl-glicoproteina-F gale s6lo mds tarde de la columa,
La ¢xé-glicoproteina-ﬁw es eluidz inmediatemente des—-
pués de la <x2-macroglobulina y la Ql~glicoproteina—FA
es eluida inmediatamente despues de la 7s-gemma-globuli-
na.

Ambags proteinas son precipitedas mediante sul-
fato amdnico (aproximademente 2-2,5 moles por 1itro), —-
Después de la disolucidn de ambos precipitados en agua -
degtilada las soluciones son dizligadas frente a una so-
lucidn tambén tal como bicarbonato de amonio de pH 8,0 a

8,5 y son separadas convenientemente de modo adicional -

.con el mismo tampén en le electroforesis en gonas DPrepe-

rativa, Las correspondientes zonas en el margen o<2 o en

el mergen @1 scu cluidas. con bicarbonato de amonio ¥ se

cedag por congelacidn.

Para el aislamiento de las dos glicoproteinas-
-FA desde el suero, Los productos del procedimiento son
precipitados en el margen de pH alcalino (pH 8-9) con —-
lactato de dieminoetoxincridina a pertir de suero retro~
placentario, El. complejo con acridina es megclado con so

lucidn de cloruro de sodio, por ejemplo con un& solucidn

~al 4-6%, preferiblemente al 5%, el precipitado resultante
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‘es separedo y desechedc, y ls norcion sobrencdente ec -
drecinitede con guifuto de gmonio sélido (2-2,5 moles/1i
$ro). )

Para la separecidén de las dos glicoproteinas-FA
'§ e 5 se puede utiliger tembidn en este ctoso la filtracidn a -
través de gel, siendo eluids la & ~glicoproteine-FA des

2 :
i N ’, . . . va

ST - pues de la txz-mncrogiobuilna, v siliendo eluides la -gli
8 ,

L
coproteina~Fi después de la Ts-gammogzlobulina., A continua

o ¢idn, -~ tal y como ya se he descrito en el caso del ais-

‘i 1o  lemiento desde placents -, se realiza wna eclectroforesis

'j.j’ en zonus drepareativa. [os pesos moleculares son determi-

’ﬁfé - nados por su comportaricnto en el ceso de la filtracidn
a través de gel,

Las glicoproteinas-IA aisladas de acuérdo con

15 el invento sirven psra la obtencicn de antisueros. Con -

éstos, a su veg, se vpuede deberuinar el estado de e en

fermedad y vigciler er transcurso de enfermedades por me-
a dio de wétodos inmunoldgicos (encayo de difusidn a tra--
vés de gel, elcctroforesis de desplagamiento suverior, -

20 determinzeidn radioinmmoldzica).

La deteccidn inmunoldégice de Llas glicoprotei-—
nas-FA es importante para la diasmosis diferencial, dado
que en diferentes enfermedudes existen diferencias cuvali

tatives y cuontitetives en la aparicidn de cstas protei-

25 nas. Ademés de ello, asu determinacidn inmunolégica puede
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ser utiligada para la vigillencia de la teraepiz, ILa detec
cidn ge lleva o cobo con suero del peciente.

Bjemplo 1. .

Alglemiento a partir de suero retroplecentario.

500 ml de suero retroplacenterio son diluidos
con 500 ml de agua destilada y son precipitados a pk 4,5
(solucién 0,1 N de cloruro de sodio) con 350 ml de wma -
solueidn sl 3% de lactato de diaminoetoxiacridine, 2L ——
precipitado es separcdo por centrifugacidén y megclado —-
con 500 ml de solucidn al 5% de cloruro de sodio, preci-
pitendo el derivado de acriding, kL derivedo de ceridine
sepaé&do es centrifugedo, la poreidn sobrenadante ec Pre
cipitada por adicidn de 30 g de suLfato de zmonio sdlido
por 100 ml. EL precipitaido obtenido contiene las dos gli
coproteinag~FAr. Estos, despues de disolver en &gua, son
senarades por iiltracidn o través de gel on Sephadex G-
150 en fracciones cada wne de 20 ml (columna 10 x lCC cm).
Para lo elucidn sirve témpén 0,1 wolar de tris—(hidroxi-
metil)-eminometeno y dcido clorhidrico de pH 8,0, que —
contiene ademds 1,0 moles/litro de cloruro de sodio., Las
froceiones non ensayadas con entisueros especificos de -
conejos (engayo de difusidn & través de gel de mcucrdo -
con Qchterony). ‘
' Las.oorrespondientes fracciones, en lags que se

detectsron Llos dos productos del procediniento, son en -
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cada caso reunidas, precipitaedas con 30 g de sulfato de
emonio por 100 ul de solucidn, dializada: frente & solu-
¢ién 0,075 molar de blecarbonato de esmonio y separadas —-—
por electroforesis preparativa pora la ulterior purilica
cidn., rara ello se hace uso del poli(ecloruro de vinilo)

como soporte y de wna solueidn al 0,075 % de bicarbonato
de zmonio como tampon.

Les slicoproteinas-J4 son eluidas con el mismo
tampdén desde las correspondientes. gonas, es decir el mar
gen Ql v el margen sz de leg globulinas, ¥y Llog eluaios
son lioTilizedos & continuscidn., En la electroforesis --~

preparativa la o ~glicoproteins-FA se encuentra en la -

o~
fraccidn c<2 y la Ql—glicoproteina—Em se encuentra en la

f_raccién %.l'

'.‘ Bjemplo 2.

. Aislamiento desde placentas,

10 kg de placentas humanes son desmenugzados en
estado congelado a baje temveraturs y son extraldos con
10 litros de una solucidn al 0,5 % de clorwro de sodio -
(Aurante 1 hora a 5-1023). 10 litros de la gcolucidn de -
extraccidn son ajustados a pH 6,0 con dcido acético al -
20% ¥ mezcledos en primer término con 1500 wl de wna so-
luecidn a8l 3% de lactato de disminoetoxiscridina, El pre- -
cipitado previo incctivo es =zeparado por centrifugacidn

¥y desechado. La porcidn gobrenadonte es ajustada a pH 8,5
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con solucién 2 N de hidrdérido de sodio y es precipitada
con 3 litros de la solucidn al 3% de sal de acridina, EL
precipitado, que contienc las glicoproteinas-FA, es des-
compuesto con 6 litros de una solucién al 5% de cloruro
de sodio de modo correspondiente al Ejemplo 1. Después
de centrifugacidn se agresn a la porcidn sobrenadante 30%
de sulfato de o monio sdlido. El precipitado, que se obtiene
mediante filtracidn, es disuelto en agua y dializado fren—
te a una solucidn 0,01 molar de tris—(hidroximetil)mami
nometano y dcido clorhidrico (pH 6,0), Para lo elimira-
¢idn de gamma~globulina y hemoprotcinas, la solucidn es
mezclada con agitacidén con 150 g de carboximetilcelulosa
himeda y a continuacidn es filtrada. A partir de filtra
do se aislan las glicoproteinas-Fi mediante precipita-
cibn con sulfato de amonio (al 30% en peso/volumen). Bl
precipitado es disuelto en agua, y desdoblado y purifica .
do de acuerdo con el Ejemplo {1 mediante filtracién a tra
vés de gel y electroforesis en zonas preparstiva. El reg'
dimiento es de 15 mg de la 91—g1100proteina~FA y de 5
ng de la c(z-glicoproteina-FA.

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

Propiedand Indusiriel.
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REIVINDICACTIONES

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

12,- Procedimiento para la demostracién "in vi
tro" de glicoproteinas-FA (Fase Aguda), caracterizado poXr
que se hace reaccionar suero de la persona sometida a ex
perimentacidn con un antisuero preparado administrando
parenteralmente a un animal de ensayoe una glicoproteina-
-FA, sea la Q’l-glicoproteinanFA (Fase Aguda) y la oA ,-gli
coprotef{na~FA, teniendo la primera una velocidad de des-
plazamiento electroforético en el gel de agar en el mar-
gen de las‘bl-globulinas y un peso molecular de aproxima
damente 100,000, y la segunda una velocidad de desplaza-
miento electroforético en el gel de agar en el margen de
laci.z-glicoproteinas v un peso molecular de aproximada~
mente 300,000, cuyas glicoproteinas~FA se han obtenido
por fraccionamiento de placentas o sangre de mujeres enm-
barazadas segin métodos de por si conocidos, sacédndole
sangre al animal de ensayo después de la formacidn del

anticuerpo correspondiente, y obteniendo a partir de ella



el suero,

28,- Procedimiento para la demostracidén "in vi

tro" de glicoprotefnas-FA (Fase Aguda).
Tal y como se ha descrito en la Memoria que an~
5 tecede, v con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de once hojas escritas a md

quina por una sola cara.,

Madrid, - 1 SE.{.. fg?5

10 P.A.

Alberto de Elavwury
tor Pod

29-8-75 -~ 11 -
1fg,
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