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- Estg invento se refiere a un procedimlicnto para
producir lisozima humana. Més particularmente, se refiere
'a m procedimiento para producir lisozima a partir de la
fraccién de albiming de la sangre humang.

"Lisozima' es un tédrmino generai para log ensi-
mes que cetalizan la hidrdlisis de los mucopolisacdridos
presentes en la pared celular de los microorganismos y en.
las que se disuvelven. En lg clara de elbumen de J1os huevos
de ave el contenido de lisozima es ten slto como 3% basede
‘en la proteina total, de modo que las preparaciones de 1li-
sozima se han producido predominanﬁemente a partir de la
clara de los huevos de gallina. Por otro lado, la lisozi-
ma se encuentra también en los fluidos de 1os seres humu-
nos tal como ligrimas, méquillo, sangre y orina, aungue el
contenido es béstanfe bajo excepto en las légrimes. Un conp”
“tenido mayor de lisozima se encuentra en los fluidos cor-
porales de los pacientes leucémicos. En 1967, Ossermsn =ig
16 por primera vez la lisozima humena en una forma crista~
lina a partir de la oring de los pacientes de leuwcemia mo-
nocitica por medio de adsorcidn en bentoqita (Osserman: -
Science, 155, 1536-1537 (1967)).

' Puesto que la lisozims aislada de la clara de
huevo es una proteina heterogénea en un cuerpo humano, so
restringe en dosis y via de administracidn cuando ha de.
darse a seres humanos como medicina. Ademds, su actividad
enzimtica se dice que es 1/2 a 1/3 tan ba'ja como la de la
lisozima humana. Sin embargo, la cantidad de lisozima con-|-
tenida en los fluidos corporales disponibles © en los teji
dos de 1os seres humanos normales es bastente pequefia. Por

ejemplo, el contenido en la sangre humana normal es tan
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_bajo como 2-10 ppm. Actualmente su separacién eficaz y re-

tica comercialmenge..Por todo esto, es natural que ni -~
las légrimes ni e! moquillo, ni~1a orina de los pacientes
leucémicos, puedan utilizarse como fuente de lisozima co-
mercialmente.

Tl objeto de este invento es proporcionar un pro

na y purificarla.

Los auntores del presenﬁe invento llevaron a cabo
unt estudio amplio con el fin de realizar el objeto antes
mencionado. Como resultado, descubrieron un hecho inespera
do, que la lisozime era capaz de concentrarse en la frac—
cién de albumina de la sangre. Los inventores también des-
cubrieron que la lisozima podia mislarse de la fraccidn de
.albimina por un procedimiento sencillo.

Por lo tanto, de acuerdo con este invento sz pro

porciona wi procedimiento para producir lisozima humana

gue couprende fraceionar los componentes de la sangre bu-~
meng por diferencia de solubilidad para recoger la fraecié
de alblmina, poner en contacto la fraccidén de albimina con
un intercambiador cetidnico débilmente dcido pare dejar
que el intercambiador adsorba la lisozims presente en lasv
fracciones de albﬁmina, desorber la lisozimg adsorbida ¥y
recuperar la lisozima desorbida. '

La sangre huﬁana empleada en el procedimiento de
este invénto es preferibigmente una sangre humana normal
que incluye la sangre presente en el tejido plagentario y

la sangie retroplacenfariah BEs bien sabido que ld fracciodn

cupcracién a partir de la sangre humena normal no se prac~

de albimina puede separarse de diche sangre humana de acuej

cedinmiento eficaz para separar lisozima de la sangre huma-

s
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—do con cl método de fraccionamiento por la utilizacidn de
la diﬁerencia de solubilidad, baséndose principalmente di-
cho método en el fraccionemiento con sulfato de amonio o
el fraccionamiento con alcohol a baja temperatura de Cohn.
De acuerdo con el método de fraccionamiento con sulfato de
emonio, la fraccidn de alblming de la sangre se recoge en
forma -de precipitados que se forman cuando la concentracidy
de sulfato de amonio esté. en el intervalo de 45% al 75%
de la saturacidén. De acuerdo con el método con alcohol a
baja tempefatura;de Cohn, la fraccibén de slbimina de la
sangre se recoge como fracciones IV-1 y V. Estas fraccio-
nes se purifican y venden como ung preparacidén de albumi-

' na. Un nimero de técnicas para modificar o mejorar 1os pro
cedimientos de fraccionamiento y purificacidén han sido men
cionados en publica;iones. Dichos documentos son, por ejem
plo y muy brevemente, (1) a partir del plasma o suero: una
técnica que comprende someter el liguido sobrenadante de
1la fraccidén IV-1 de Cohn de nuevo a fraccionamiento con
una concentracién de etanol del 25 al 38% (patente de
EE.UU. n? 2.958.628); una técnica que comprende separar
las sustanciass proteinicas impuras tales como lipoproteina
de la fraccidén IV-1 empleando dcidos organicos y acrinol
(patente de EE.UU. no 4.017.470); una técnica que compren-|
de recuperar la alblmina del precipitado de la fraccidn
IV~-4 (patente de EE.UU. n? 3.850.903); ung bécnica que
comprende afiadir un 4cido graso a una solucidn acuosa que
contiene albimina, calentar la mezcla resultante y luego
reouperar una albumina purificada (patente de EE.UU. ne
2.765.299 y n¢ 2.705.230); (2) a partir de placenta: una

tdcnica que comprende tratar un extracto liquido de placen
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~ta sucesivamente con deldo eitrico, fenol y carboﬁato de
sodio para eliminar las impurezas y luego recuperar la al-~|
bimina (publicacidn de patente japonesa no 7762/1973); ung)
técnica que comprende fraccionar un extracto liquido de
placenta con sulfato de amonio, afiadir dcido butirico a

la fraccidn, calentarla y luego recuperar la albtmina del
liguido sobrenidante (publicacidn de patente japonesa no
16041/1968); una técnica que comprende emplear un alcohol
y uwna sal de acido graso en lugar delhécido butirico en eg
ta Wltima técenica (patente de EE.UU. n? 3.926.939); wuna
técnica que comprende emplear acido mandélico o &cido ca-
proico y &cido etilendiamintetrascdtico en su lugar (paten
te japonesa Kokai (sometida a inspeccién piblica) no
88621/1976); una, té?nica que comprende emplear Zcido mandé
lico en su lugar (publicacidén de patente japonesa ne
40132/1976) y una técnica que comprende emplear dcido ca-
prilico y cloroformo en su lugar (patente briténica no
1.441.752).

Los procedimientos enteriores pueden emplearse .
todos para obtener la fraccién de albimina empleada en el
presente invento. Entre ellos se prefieren los prooedimiég
tos descritos en la patente de EE.UU., n? 4.017.470 y
2.958,628 cuando la moteris prima es plasma o suero. Y, en| .
caso de fuente de placenta, es recomendable un procedimien |
0 que comprende una etapa de calentar la fraccidn de albid |
mina a partir de la fuente de placenta en presencia de un
'écido orgénico que tiene de 4 a 8 4dtomos de carbono para
eliminar les sustancias proteinicas impuras, habiéndoée
‘descrito anteriormente dicho procedimiento.

Més particularmente, los procedimientos reivindis
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"son respectivamente como sigue: _

"Un método para preparer uma solucién proteini-
ca de plasma estable al calor que no muestra accidn depre-
siva de la presién sanguinea, que comprende afindir agua
destilada a una pasta IV-1, una fraccidén obtenida del métg
do de.fraccionmmiento del plasma con etanol frio, de Cohn,
extraer las proteinas solubles en grua en la pasta y sepa-
rar log sdélidos contenidos en la mezcla centrifugando pafa
obtener un'extraéﬁo aue contiene proteinas solubles en
agua, tratar con calor el extracto resultante a pH 4,5 a
5,5 a 502 g 652C con un dcido orgdnico que tiene de 4 a 8
4tomos de carbono hasta una concentracién final del &cido
orgénico de 2 a 6% en p/v, separar como precipitaﬁos por
Filtracion o centri%ugacién las lipoproteinas y glicopro-
teinas contenidas en el extracto, afiadir lactato de 2-cto-
Xi=6,9-diaminoacriding en uns centidad de 0;2 2 3,0 g por
litro del liguido sobrenadante gl sobirenadante resultante,
dejar reposar la mezcla a temperatura esmbiente o inferior
¥y separar las lipoproteinas residusles de precipitacidn:
que dan turbidez al liguido sobrenadagte; v luego separar
las sustancias depresoras de la presiodn sanguines presen~—
tes en el liquido sobrenadante resultaonte por adsorcidn
con un adsorbente inorgdnico o intercambiador catidnico
y .

"En el procedimiento de fraccionamiento de las
proteinas del plasma humano por precipitacidn fréccionada
con etanol frio, después de la separacién de todos los
componentes de coagulacién y de toda la gamma«globulina,

la etapa de precipitar una mezcla de alblmina, alfa-globu-
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L. lina y beta=~globulina é ung concentracion de etanol de 25
al 38%, un pH de 4,3 a 4,7, wa ﬁemperafura entre -2°C y
el punto de congelacién de la solucién, une fuerza idnica
menor de 0,12 y una concentracidén de proteinas mayor de
2,2%." - '

Como ejemplo del procedimiento prefefible en el
caso de la fuegte de placenta, se menciona la traduccion
de la reivindicacién de la publicacidn de patente japonega
n? 40.132/76 como sigue:

"Un procedimiento para recuperar una proteina de
plasma huwngno estable al calor a partir de placenta humang
o sangre retroplacentaria, caracterizado por emplear como
materia prims placenta humana 0 sangre retroplacentaria qu
'ha sido congelada y reservada inmediatamente despuds de su
suninistro, separar‘la gamma~globulina de la solucidn del
componente de sangre fraccionada de la materia prims para
obtener un liquido sobrenadante, afiadir al sobrenadente
decido mandélico s6lido o en solucién hasta que la solucidn
contenga el 4cido a una concentrecién de 2,5-5,0%, mante-.
ner el pH de la solucidén de reaccidn a 4,4-5,5, calentar

la solucidn a 58-622C, separar todos los precipitados for

dante".

En este invento, la fraccidén de albumina snios
mencionads 0 su preparacidén purificada puede utilizarse
eficazmente. Bsto es debido al descubrimiento de los inven
tores de que a través del fraccionamiento de la eangre por
diferencia de solubilidad la lisozima se comporte justo de
la misma forma que la glblmina y ambos ingredientes se con

centran en fracciones de albumina. Ningun investigador ha

mados y recuperar la sustancia objeto del liquido sobrena-|,

W
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- tenido conocimiento de este comportamiento de la lisozima,
¥ la lisozima concentrada ha sido éonsiderada como uha
simple impureza en la preparacién de albimina.

El brocedimientp para recuperer lisozima de acuelr
do con este invento combrende fraccionsr el plasma humano,
svero humano o sangre derivada de la placenta humsna tal
como extracto 49 placente humana o de la sangre retropla—
centarie humang paré aislar las fracciones de glbumina por
diferencia de solubilidad, poner en contacto las fraccio-.
nes de albuming aisladas con un intercambiador cetidnico
débilmente Acido para adsorber lisozima en el intercambia-
dor, desorber la lisozims adsorbids y recuperar la lisozi-
ma desorbida.

Cugndo este procedimiento se combina con un pro-

—cedimiento para obténer ung preparacién de glblmina, puede
obtenerse ligozima junto con una albimina mds purificada,

que es uno de los aspectos caracteristicos de este inven~-

to. Pdr consigulente, el material de partida empleado cn

fraccibén de alblmina que no ha sido todavia esterilizada,
filtrada, secada y formads en une preparacidén. La soluciodn
contiene una albéimina, gue tiene una pureza de 50 a 97%
basada en la proteina total.

Los intercambiadores catidnicos débilmente dci~
dos preferiblemente utilizables en este invento incluyen
carboximetil~celulosa (CM;celulosgk fosfo-celulosa (p-celu
losa), carboximetil-Sephadex (le-sephadex.@D que es dextra-
no reticulado con carboximetilo Ffabricado por Pharmacia
Co., Suecia), ¥ similares., Dicha solucién se pone en con~

tacto con dicho intercambiador catiénico a un velor de pH
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solucidén de fraccidn de zlb¥mina y dicho intercambiador de
catidn se ajusﬁan‘al intervealo antes mencionado, preferi-
blemente por empléo de una solucidén tampdén, tel como solu~
cién tampén de fosfato 0,02 M. Pueden estar.en contacto
Juntos bien mezclémdolos gimplemente juntos o haciendo pa
sar dicha solucidn de fraccidn de alblmine a través de una
columng rellena con dicho intercambiador de cazbidn. Por eg
te procedimiento, la lisozima de la solucidn es completa-
mente adsorbida en el intercambiador de cetidn, mientras
que la zlbimina permanece en la solucidn en wn estado mas
purificado. El intercambiador de catidn que ha adsorbido
la lisozimg se lava preferiblemente con la misma solucidn
tamﬁén que antes, d?spués de lo cual la lisozima se eluye
del intercambiador de catidén de la forma usugl con un elu-
yente tal como una solucidn alealina (pH 10-12), una solu~

cién muy concentrada de una sal neutrs inorgénica (por ¢ jel

T

plo, solucién abroximadamente al 5~15% de cloruro de¢ sodiol
o uvna solucidn acuosa de una sal neubra inorgénica que tig
ne una concentracidn de aproximsdamente 15 a 30% y un va-
lor de pH de 8 a 10.

Aungue no estin particulérmente liritadas condi-) .
ciones distintas s las anteriores en los procedimientos de
adsorcidn y desorcidn, la temperatura empleada puede ser
una temperatura ambiente de 3-20°C, y la cantidad de'interu
cambiador de cetidn débilmente dcido empleado egtd usualmen
te en el intervalo de aproximademente 30-100 ml por 1 li-
tro de solucidn de partida que contiene 3-10% (Q/V) de al-
bémina. '

La, concenbracidn de lisozima en el eluato se evad
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| paracién de lisozima inyectable. Finalmente, la solucidn

como une inyeccidén intra-venosa, intra-arterial o intra-mu
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teina y por turbidimetria (Proc. Soc. Exp. Biol. Ned., 119
384~386 (1965)) con respecto a la valoracién de lisozima.
El eluato: se dimliza contra egua dvrente 10-20 horas hasta
que han sido casi eliminadas las sales inorganicas. Subsi-
gﬁientemenie, su valor de pH se ajusta é 5,0-6,0 y, si es
necesario, se %rata con calor a 602C durante 10 horas con
el fin de inactivar los virus de hepatitis (la lisozima es

resistente a una'temperaﬁura alte en este limite), después

de esto se esteriliza y filtra dando una solucidén de pre-

puede liofilizarse dando una masa sélida de preparacidén de
lisozima,.
La preparacién de lisozima asi obtenida tiene

ung pureza del 60% o més y puede empleérse directemente

cular. Naturslmente, también puede administrarse g los se~
fes humanos en forma de colirio, aerosol o preparacién ors)
Puede administrarse en cualquier momento sin existencis de
resceidn alérgica en una dosis de 0,1-20 mg por 1 kg de
peso corporel cusndo se emplea en forma'de inyeceldn <
y en una dosis de 0,2-10 mg/ml cuando sé'emplea como una
légrima ertificial o un colirio.

También es posible obtener una lisozima cristali
na por una purificacion adicional de la preparacidn de li-
éozima antes mencionada. Es decir, puede obtenerse una li-
sozima cristaling filtrando con gel la solucidn de lisozi-
ma con dextrano reticulado (por ejemplo, Sephadex G—SOC>
febricada por Pharmacia, Co., Suecia) 2 un valof de PH de

5-6 para.mejorar 1a,pure2a de la lisozima hasta el 90%,

B

(124

e - s



P-

66.530

10

15

2C

25

Hoja nGm. lO

-dializar la solucién purificads contra une solucién de clod
ruro de sodio (pH 4-5) ¥y luego concentrar la solucidn dia-
lizada, E1 dibujo que se acompafia, preparado a partir de
wna fotografia, ilustra una vista ampliada (en 400 veces)
del cristal asi obtenido.

La lisozima humana producida de acuerdo con
este invento ruede administrarse oralmente a pacientes que
tengan aquellas enfermedades en las que son aplicables las
preparaciones de lisozima usuales derivadas de la clara de
huevo, También, la lisozima humana producida de acuerdo
con este invento puede administrarse eficazmente por inyec
cibén, y por tanto el alcance de aplicabilidad de la prepa-
racibn puede extenderse. Por ejemplo, la lisozima puede de-
jarse actuar sobre un foco bacteriano de supuracidon en el
cuerpo por inyeccidn directamente en el foco o por via de
la arteria. También es posible dejar inhalar a un paciente
asmdstico la preparacibén de lisozima de este invento a una
concentracibn elevada con el fin de eliminar el esputo ca-
paz de obstrulr el bronquioen el momento del ataque asmé-
tico, por lo que el atague puede aminorarse sin ninguna
reaccién alérgleca y algunas veces el paciente pucde salvar
se de la muerte asmdtica..

De acuerdo con ol procediaiento de este inveato,
puede obtenerse con elevada pureza una preparacidén de lisoq
zima humana que nunca habia sido comercializada hasta aho-
ra, aplicando el procedimiento de fraccionamiento de sangré
gue utiliza la diferencia de solubilidad, que forma el pro¢
ducto principal en los procedimientos convencionales para
la produccidn de preparaciones de albimina humana., Ademds
el procedimiento de este invento tiene el mérito subsidia-

rio, que puede obfenerse la fraccidn de albimina en una fo;

L A
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este invento es bastante valioso desde el punto de vigta
comercial. .

Ta snotacién "% (B/V)" en esta memoriz y en las
reivindicaciones muestra la concentracidn de un soluto en
una solucién en la pr0porcién del soluto en unidzd de pesd
y la golucidn 4n unidad de volumen.

Los detelles de este invento se ilustrerdn en
los Ejemplos siguientes a los que no estd limitado el pre-

sente invento.

Ejemplo 1

Diez litros de una solucidén de proteina de plas-
ma, térmicamente esteble (contenido en proteina 600 g} comp
- sicién quimica de la proteina: alblmina 95%, &£ - y ﬁ ~51.9
~bulinas 4%, proteinas que se transfieren'desde le regidn
X'al cdtodo 1%) que han sido obtenidos de la sangre pla~
centaria de acuerdo con el procedimiento mencionzdo en el
Ejemplo de la publicacién de patente japonesa n? 401327197
se reguld a un valor de pH de 7,0 £ 0,05 con solucién de
NaOH 1N. La solucién de proteina de plasma térmicamente es
table se hizo pasar g tpavés de una columna rellena con
100 g de CH-celulosa (fabricada por Seikagaku Kogyo K.X.)
lavada anteriormente por completo y ajustada & wn velor de
pH de 7,0 & 0,05, La fraccidn que pasd ers uwna fraccidn de
albumina, de la que se determiné la DOpgg nye Tenia casi
el mismo contenido de proteina que se encontrd antes de
pasafla a través de la columna, de modo Que mis de 99% de
la proteina pasé la columng ein adsorcidn. La fraccién que

pagd no qontenia lisozima en absoluto, lo que indica que

[¢))
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_1a lisosima fue completamente adsorbida por ClM~celulosa.

Con el fin de eliminer la a2lbimina que quedaba en la colum

na, ésta se lavd con aproximadamente 1000 ml del.tris~(hi—»

droximetil)aminométano~éc;do clorhfdrico 0,02 M (pH 9,0),
y luego con aprozimpdamente 1000 ml de tris—(hidroximetil)
aminometano~dcido clorhidrico 0,02 M que contenia 0,13 M
de NaCl (pH 9,0) sucesivamente. Subsiguientemente, se hizo
pasar tris-(kidroximetil )aminometano~-deido clorhidrico
0,02 U que contenia 15% de NaCl (pH 9,0) a través de la c9
luma pora eludir la lisozima adcorbida. La lisozima elui~
da tenia una pureza de uprowlmadamente 80%, Tl eluato se
dializé contrs agua corriente, se esterilizd, se filtrd,
se dividié en viales y se liofilizé. La preparacidén de li-
sozina enfriada asi obtenids tenia una actividad especifi-
ca de 3,2 mg/mg y un contenido de proteina total de 1,6
mg. El rendimiento totsl es 208 mg.

Ejemplo 2

Diez litros de una proteina de plasma térmicamen

te estable (combtenido de proteina 500 g; composicidn quimiy

ca de la proteina: glbiino 87,0%, oL ~globulina 8,4%,

f -globulina 3,6%, otres proteinas que se transfieren des=

de la regidn Bf al catodo 1%) obtenidos de la fraccidén IV-fi-

sobrenadante de Cohn de plasma humano de acuerdo con el
procedimiento men01onado en la patente de EE.UU, n®

2.958.628 se reguld a wn valor de pH de 7 040 05 con una
solucién de NaOH 1N. Por otro lado, 600 ml de p-celulosa
(fabriceda por Seikagaku Kogyo K.K.) que habia sido lavada

Prevismente con sgua completamente y equilibrads o un va~

lor de pH de 7,0 % 0,05 con una solucién tampén de fosfatol
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. 0,02 I se rellend en una colwina, a través de la cual se

hizo pasar la solucidn de proteina de plasma térmicamente
estable antes mencionada. Lo albUmina contenida en la so-

lucidn paséd sin ser adsorbida. A continuacién, la columna

se lavd con la misma solucién tempdn que se habia empleadq -

antes para el equilibrio y luego con trls—(hldrox1metil)~
amlnometano—acido clorhidrico O ,02 ¥ que contenia 0,13 M
de NaCl suce51vameate para climinar completamente la albi-
ming de la columna. Subsiguientemenﬁe, se higo pasar {tris-
-(hidroximetil )aminometano-dcido clorhidrico 0,02 M que
contenia 8% de NaCl (pH 8,5) a través de la columna para
eluir lg lisozimg adsorbida. El eluato se recogid, diali-
zé contra agua corriente,'ester11126, filtrd, repartid en
viales y liofilizé. La preparacidn de lisozima en vial asi

obtenido tenia una pureza del 60%, una actividad especifi-

ca de 2,4 mg/mg y un contenido de protefna total de 2,1 mg

El rendimiento totsl es 30 mg.

Ejemplo 3

Se recuperd la lisozima de la misma forma que en
el Ejemplo 1 a partir de 10 litros de_una proteina de plag)
mg compuesta principelmente de albimina (composicidn quimi
ca de la proteina: alblming 95%‘ 0( y ﬁ-—globulinas 4‘}3
otras proteinas que se transfieren desde la regidn z’al
cdtodo 1%) que han sidec recuperados del precipitado de la
fraceidén IV-1 de Cohn de acuerdo con el procedimiento men-
cioﬁado en el Ejemplo 1 de la patente de EE.UU. n® 4.017.4
La preparacién de lisogzimg en vial obtenido tenia una purg|
za del 65%, con una sctividad especifica de 2,6.mg/hg y

un contenido de proteina total de 1,9 mg. El rendimiento




10

15

20

25

30

28068

—total es 28 mg.

Hoja ntm. ]/

EJENPLO 4

Se recuperd lisozima de la misma forma que en el
Ejemple 1 a partir de 10 litros de una proteina de plasma
térmicamente estable que habia sido obtenida calentando
la fraccidn obtenida a partir de la sangre placentaria a
602C durante aproximadamente 1 hora a un valcr de pH de
4,8 en presencia de 4% (B/V) de 4cido mandélico y 1 mili-
mol de EDTA de acuerdo con el procedimiento menclonado en
el Ejemplo 1 de la patente japonesa de Kokai (sometida a
inspeceidn pdblica) n¢ 88,621/1976 y con lo que se elimind
un precipitado que contenia hemoglobina y fosfatasa alcalis
na, La composicibén quimica de la proteina de partida era
como sigue: albémina 95%, o~ ¥ [F-globulinas 4%, otras
proteinas que se transfieren desde la regiébn 3’ al cdtodo
1%, La preparacidén de lisozima en vial obtenida tenia una
pureza de 70% con una actividad especifica de 2,8 mg/mg y
un contenido de proteina total de 1,8 mg, E1 rendimiento
total es 150 mg,

EJEMPLO §

Una gsolucilén acuosa al 5% de lisozima obtenida
de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 1 (actividad
especifica 3,2 mg/mg; contenido total de proteina 208 mg)
se filtré con gel a un valor de pH de 5,5 con Sephadex
G-SdR. 51 filtrado se concontrd y se dializd contra una
solucidn acuosa al 5% de NaCl que tenia un valor de pH de
4,5. Por tanto, la lisozima se obtuvo en una formae crista-

lina. El dibujo que se acompafia ilustra wna vista
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- ampliada (en 400 veces) del cristal asi obtenido.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se ——
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son 1os que se
recogen en las reivindicaclones siguientes:

19.—'Un procedimiento para obtener un preparado
de lisozima humana, que comprende fraccionar una sangre hu
mana por diferencia de solubilidad para aislar una frac- -
cién de albvmina, poner en contacto dicha fraccién de albd
mina con un intercambiador de catién débilmente dcido para
adsorber la lisozime contenida en dicha fraceiln de albumi
na y desorber la lisozima adsorbida.

22,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacién 12, en el que dicha fraccién de albumina es plasma
humeno, swero humano 0 una sangre placentaria humana.

32.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacifn 18, en el que dicha fraccifén de albimina contiene -
una alb¥imina que tiene una pureza del 50 al 97% basada en
la proteina total. T

49.- Un procedimiento de acuerdo con la reiviadi
cacidén 12, en el que dicha fraccién de albimina es frac- -
¢ién IV-1 de Cohn. -

58,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacibén 12, en el que el fraccionamiento se lleva a cabo ——
por un método que comprende afiadir agua destilada a una --
pasta IV-1l, una fraccién obbenida del método de fracciona-
miento de plasma con etanol frio de Cohn, para extraer las
proteinas solubles en agua de la pasta, y separar los séli
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—dos contenidos en la mezcla por centrifugacién para obite-—
ner un extracto que contiene proteinas solubles en agua, -
tratar con calor el extracto resultante a pH 4,5 & 5,5 a -

502C a 652C con un dcido orgénico que tiene 4 a 8 dtomos ~

de carbono hasta una concentracién final de deido orgénico
de 2 a 6% en peso/volumen, separar como precipitados por -
filtracidén o centrifugacidén las lipoproteinas y glicoﬁro-—
telnas contenidas en el extracto, afiadir lactato de 2-eto-
xi-6,9-diaminoacridina en wna cantidad de 0,2 a 3,0 g por
litro del liguido sobrenadante al liquido sobrenadante re-
sultante, dejar que la mezcla repose a temperatura ambien-
te o wna temperatura inferior y separar por precipitacién
las lipoproteinas residuales que dan turbidez al liquido -
sobrenadante, y luego separar las sustancias depresoras de
la presién sanguinea presentes en el liguido sobrenadante
resultante por adsorcién con un adsorbente inorginico o un
in%ercambiador de catidn.

’ 62.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacién 12, en el que el fraccionamiento se lleva a caho -~
por un.métodb que comprende la etapa de separacién de to--

na, del plasma, y después, la etapa de precipitar una mez-
cla de albimina, alfa-globulina y beta-globulina a una con
centracién de etanol de 25 a 38%, un pH de 4,3 a 4,7, wna
temperatura de entre -22C y el punto de congelacién de 13
solucién, una fuerza iénica de menos de 0,12 y una concer-
tracién de proteinas mayor de 2,2%.

78.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacidén 18, en el que el fraccionamiento se lleva a cabo —-

por el procedimiento que comprende calentar la fraccién —-

dos los componentes de coaguiacién y toda la gamma-glpbul;_

o
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.de albidmina obtenida a partir de la fuente placentaria en
presencia de wn 4cido orgénico que tiene 4 a 8 4tomos de -
carbono para precipitar y separar las sustancias proteini-
cas jmpuras. .

88.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacién 12, en el que dicho intercambiador de catién débil-
mente 4cido es carboximetil-celulosa, fosfo~celulosa o dex
trano reticulado con carboximetilo. -

94,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacién 18, en el que dicho contacto se lleva & cabo a un -
valor de pH de 5 a 10,

108.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 18, en el que dicho contacto se lleva a cabo a wn
valor de pH de 7 a 9.

1l2,- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 12, en el que dicha desorcibén se lleva a cabo a -
un valor de pH de aproximadamente 10 a 12,

12&.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 12, en el gue dicha desorcién se lleva a cabo»gﬁ
una solucién aocuosa de una $al neutra inorgdnica que t{ene
una concentracién de aproximadamente 5 a 15%. )

132.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin~
dicacién 18, en el que dicha desorcidén se lleva a cabo en
una solucién acuosa de una sal neutra inorgénica que tiene
una concentracién de aproximadamente 5 a 15% y un valor &2
pH de 8 a 10.

148.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 12, en el que la solucién de material desorbido -
se calienta a 60°C durante 10 horas.

158,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
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~dicacién 12, en el que la solucidén de material desorbido -
se filtre con gel y se concentra para cristalizar la liso-~
zima contenida.

162.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidén 152, en el que dicha filtracidn con gel se practi
ca por empleo de dextrano reticulado.

172.~ Un procedimiento para obtener un preparado
de lisozima humana.

Tel y como se ha descrito en la llemoria que ante
cede, representado en los dibujos que se acompafian y con -
los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diecinueve hojas escritas

a méquina por una sola cara.

Madrid, 08.0(1.1377

I . .

/ P.A.
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