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P A T E N T E  S E  I N V E N C I O N

por VEINTE aHoa

solicitada w, ̂ paNa a favor do NOEDISK INSCLINMEOEATOEICK, 
do nacionalidad dzne*â  domiciliada en Ved Etadion 3,
SMOao Nentofte. Dinamarca. par "Ngtodo do obtención do hog 
ztMMW proteíinioaa"̂  can prioridad do la solicitud danaaa n$ 
3463/76 do focha 30 Jallo 1976. - - - - - - - - - - - - - -

HüKOSlA PESCEIPTIVA

La proeza te invención oo refiera a un mótodo da aig 
lamiente y do recuperación (ao decir, obtención) do hormona* 
proteinicaa* derivadas do tejidos pituitarios, por medio del 

5. cual un extracto acuooo que contiene la* hormonae protefaieao
oo aometo a precipitación fraccionada con un agento precipi­
tante. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

No particularmente al objetivo da lo invención aie- 
lar la hormona pura del crecimiento a partir de oxtractoo do 

1$. tejido* pituitario*. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Ba otro objetivo do la invención proporcionar un md 
todo por medio del cual puede aioloroa selectivamente la hor



W* $ **'

mpxm dal craaiaiaata a partir da atraa haraanaa pretaiaieaa 
y da iapvraaaâ  per la aval aa ebtiana an ua aatada partiev 
laraanta para y aaa (Ata randiriaata.

Knalaanta# aa al ebjatiw 3a la iavanalêa prépara 
cianar va pracadialaata aimplificada par radia dal aval aa 
aialaa y raevparaa la haMaaa 3al araaiaianta y atraa haraa- 
aaa pratdiniaaa a partir 3* tajidoe pitvitariaa. ^  ̂̂  ^

Ha aanacida aialar hawana 3al araciaianta par aa-* 
Aia da la axtraaai&t da ta jidaa pitvttariaa y da la praaipi- 
taaidn da la baraana dal avaeiaiaate a partir dal axtraata 
radiant# va aganta praaipitaata.

San aiarplaa da pvbliaaeianaa qpw daaaribaa praaa- 
aaa para la racvparaaidn da harrana hvaana dal eraeiaianta!-

1) Hiaahaaiaa at Biapbyaiaa lata 7963, pdginaa 3P5*-531 y - -

P) data Hhdawiaalagiea 4977, 66, pdginaa 479-490.

Un adtoda da aaparar aaaalaa 3a haraaaaa pitvita- 
riaa aa avmaiana an la patanta aviva 930.3074 Laa patantaa 
36 3.415.604, 3.632.530, 3.763̂ 733 y 3.908.139 praaantaa ad- 
tadaa da fiaccioaaoidn da prêtajùsaa vtiliaando paliatilaagl̂  
aol awa aganta praaipitanta. Pin aabarga, ara iapaalbla dadtxd 

dalaa aiaaaa qva al peliatÜMgliaal aa adacvada para la fraa- 
cianaaida da haroenaa pitvitariaa a para la praaipitaoidn ̂  
lactiva da la haraeva dal araaiaianta bai* aaadieianaa aan^



lada*. la aplicación 4a ciertos copolímeros en bloque se re^ 
la en la solicitud de patente danesa 3331/74. - - - - - - -

^  los prooediaientce de la tácaica anterior para 
la recuperación de hormona humana del ereoisiento se obtl*-*

5. uen los más altos rendimientos con glándulas pituitarias con
guiadas coso material de partida y utilizando suaves condi­
ciones de extracción y de precipitación. Re típico proceder 
"cono sigue! - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) se extraen glándulas pituitarias congelada* (o "ultraeog 
10. galadae*) con un tampán neutro o básico, - - - - - - - - -

3) el extracto se precipita con un agente precipitante y/b 
per medio- del aguate del valor de pH a 4,3, - - - - - - - -

3) el precipitado se extrae con un tampón neutro o ácido. -

4) el extracto se purifica adicionalmeate por preeipitacic-
15. nos repetidas y/o cromatografía sn columna# por ejemplo fil­

tración con gel sobre sephadex aloe. - - - - - - - - - - -

Como agenta precipitante en la anterior etapa 3 es 
utilizaba anteriormente, en parte, sulfato amónico que, *in
embargo, da un producto final impuro y, en parte, acetona 

30. que desnaturaliza las proteínas en un grado tal que resultan
difícilmente solubles en las extracciones subsiguientes, o:& 
ginando un mal rendimiento. - - - - - - - - - - - - - - - -

— 3 —



La calidad da la horcona del crecimiento a# exm^ 
na utiliaendo entre otros ida eiguientee adtodac* - - - - -

Actividad bioldgioe (eneeyo da la tibia)# - - - - - - - - - -

Actividad inmunoldgica (jbMunodifneidn radial a inmenoeneeyo 
da radie)# ---.*-----...*-*..*..--.---<*.<*--1*

filtrecidn can gal (eximan par la que aa refiera a polímera*)*

Electrcforeaie en gal da poliaavilamida (PAOS) (eximan par lo 
que ae refiera a proteínas extrehae). - - - - - - - - - - -

Una hormona pora dal crecimianta me eavaotcriaa p ^  
que 1) Heme ana actividad da mia de Áoe unidedee iateémwio 
nalae par cada mg Aa proteína. 2) mié Ael 90% ee halla Aiag& 
nihla an farma monomirioa. 3) por ?AM Aa $ 0 0 pueden hm- 
llarea adío, Aeepaie da la oelovaoidn de la proteíaa. bandea 
covraapoadiantae a la hormona dal crecimiento o a la hormona 
dal crecimianta y a ana formar 1-2 deaamido. - - - - - -  -

31 aitodo eegdn la invencidn wa ceracteriaa pompa 
al extracto acuoso procedente de tejidos pituitarios ee pre­
cipitado con una o mis porciones do polietileaa&iool a en 
lor de pH de 4 a d. ajustindoec la cantidad da polietilea- 
gliool da moda que la hormona o lee hormonas preteínieee ee- 
aeadae aa aialen an fraceionee, deepuie da lo ocal lee frac­
cionar aa procrean de manera conocida en ai para nielar lea 
horaonaa protaínieae en astado purificado. 6* i*



Por realizar el precipitado da cata forza se. obti^ 
no un producto puyo con alto rendimiento. Por ejemplo, el po 
lietilenglieol (PSO) aetóa mée selectivamente como agento 
precipitante que el sulfato emónieo. Por eUo loe bormonaa 
pituitariaa, eapeoialmenta la hormona del crecimiento, ae ob 
tienen en ootado máa puro# Meada, oo evita la deanaturaliqa 
ción provocada por la aoatona, lo que origina un rendimiento 
cay alto#-

Si método oegdn la invención no caté limitado el 
ueo de extractos pituitarioo primarios aino que ee también 
aplicable el aislamiento de hormonas péptioaa y protefnicaa 
n partir da, por ejemplo, madioa de cultivo procedentee de 
cultivos do tejidos pituitarioo. - - - - - - - - - - - - -

Ssgón la invención aa prefiere realizar la praoipĵ  
taoidn con poliatilenglicol a un valor de pH da 4,3 a 5,0, 
que ao al valor óptimo. Sa obtienen resultados partioularoe^ 
te buenoo a un valor da pH de unoa 4,8. - - - - - - - - - -

SI poliatilengliool empleado come agente precipita 
te tiene preferentemente, aegdn la invención, un peco molsqu 
lar de 1000 a 6009. Sin embargo, al método pueda también re& 
lioaroa con polietilwglicol da paao molaoular auperior a 
6000 o da paao molecular inferior a 3000. - - -  - -  - -  - -

Para aaparar y aialar laa harmanao pitui tarima móa 
importantea al método aagda la invención puado realizarse con



vanlantamanta por madia dal aumanta da la aanaantraaldn aaqi 
lanada da paliatllanylleal an al axtraata# panando graduai^ 
manta da 0 a ̂ 0% (p/V). Par madia da la filtraeidn dal pra^ 
pitada famado daapuda da cada marnala da lagm una aapamaida 

3, aficaz da laa hamanaa pituitaria* individuala*. laa fraaci&
aaa puadaa antanaaa praeaaaraa par aaparada para abtanar laa 
hamaaaa puma.

fag^ aaa maliaaaidn prafarida da la invanaldn par 
madia da la amai aa maupam la barman* dal eraaimlanta aa 

19. eanvanianta aialar laa f raaalanaa praoipitadaa dal aalraata 
ouanda al axtvaeta aaaHaaa da %  a !# (P/V) da paliatilâ  
glioal. Paia produca un alla randlmlante da barman* praclpi- 
tada dal araaimlante aua puada purlflaaraa da sanar* eanam- 
da a* al# «t# ̂  <#<

5̂. dama matarial da partlda puada utillaaraa an al md
lada daaorita aualqular axtraata aanaolda da lapida pltuit*- 
ria a da aultivaa da tajida aaa aantan^an hamanaa pitulta- 
rlaa. xi arimela panda prapamma da manam aaneald* a* al, 
lai aama par daamanaaada, aarlada a alm fama da daaintag^ 

$0# aldn da laa glèrdulaa pituitaria*# y aatmacidd can dlaalu- 
alena* tmapdn aauaaaa. Pb agauta da axlmàcidn adpauuda a* 
un tampda faafata apuana qua taaga un vaiar da pK da 6*9# 
tal casa 8#?. Puadan tambldn utillaama alma tampona* a un
vaiar da pH auparlar a Infamar. ##/ ?

TBa vantagaaa aHadlr P$8 al axtraata flltmda# a un



?

valor do pH do B-§, daopuda do lo cuoi *1 voler da pn oo ra 
duca a da 4.5 a 3.0# por ajampio 4.0. par madia da la odiali 
da uà %oido, tal aama deido clorhidrico, dcido oulfdrico, 
daida foofdrico a doido acdtioo. TamOidn ao pooiMLa, aia am- 

3. targa, ajuatar priverò al vaiar da pH a da 4,3 a 5,0 y luogo
aHRdir PER. Oi oa daoao, al ajuete dal pH puoda afaetuaroa 
al viova tiempo qua la sdielda da PER# - - - - - - - - - - -

la cootidod do PBO dopando da la ternana pituitaria 
qua oa deeea precipitar y ao afactda una varala aooalenada 

10. quando ao dootabla vaporar al ndvaro vdxivo da hormonaa pi- 
tuitarioa. Par ajeaplo, al procoeo puada iniciaraa par madia 
do una adieidn da PB6 do unoa 10% y la vacala oa filtra, da& 
puda da la cuoi oa ajuota al valor da pH a 4,8, por adempia. 
Paapuda da la filtracidn, ai aa daoaa, aa macola mfa PB6 an 

13. una a vdo adieionaa para ottonar anoa 14% do PER. lao frao- 
cianaa raoultantoo contionan hormona dal eraeimionto eon al­
to rondimianta. Con nuavaa adicionaa pracipitan otrae frao- 
cionao, qua eoatianan, por adempio, lao horvonaa pituitariao 
FSH y M. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

8R. lao fracoionaa pracipitadaa aa proeoaon do ammara
ooaeeida aa ai. SI precipitai puada, por ajampio, aialoroe 
por co&t^fUgaoidn, dOapudo do radioalverlo on un tavpdn, 
corno a pH 6,5-8, por ajamplo pH - 7,0. Boopuda oa afootda 
oipitacidn con diaalucidn aoturada da aulfato avdnieo. 81 

83. eipitado raoultaata oa a apara por eantrifugaelda y ao radi-
ouolva an un tavp&i qua ao cornata a orovatografim a uno co-

g 
g 
i



luana que contiene un tenia molecular o una reciña da inter­
cambio idnieo, ácida a Malea. Par medio da cromatografía 
ae ialon la# fraceionee que contianaa laa bormonam pituitas 
riaa puyan, taina cama la hormona del crecimiento* - - - - -

!HL método aagdn la  invemoidn aa iluatrará oon ma­
yor detalla a coatinuaoida per medio de alguna# egemplwa. ** -

üJSMPLO 1

Ha boaegaaiman 24 glándula# pituitaria# humana# eo& 
galadaa al tiempo que ae aHmdaa 100 mi de un tampda (X) oem- 
puamto como migue* 1,8% da bifoefato dimddioo en agua, meaolg 
do oaa bidráxido addioo 1W a pH - 8,7* la manóla ao oaatrifU 
ga. A 90 al del líquido aobrenadaata me la aHadan 24 mi da 
una dimoluaida aouaaa da $0 g da polietilaaglieol 0000 en ̂  
aolueidn de 100 al. Daapud# da agita# durante 10 miautoa la 
meada ae centrifuga y ae ajuet* al valor del pH del aobrm^g 
dente a 4,8 por madio da 1W da ídido dothídrioo. Deapuá# da 
oentriíUgar al praoipitado ae extrae eea 60 al de va tampda 
(H) oempueeto oomo aiguei 1,4% de bifoafate diaddieo, 4,0% 
de bifoefato aonoeddieo, maeclMo# oon hidrdxido addioo 1K m 
pH * 7,0* Bempuám de agitar durante 1 hora la aeaolm ae cen­
trifuga y #1 aobreaadante aa maaelm con 60 mi de diaoluoida 
enturada de adíate amdnico. la aeaola ae centrifuga de nue­
ve y el precipitado ae diaualve ea 25 #1 de una diaaluoida 
(111) eompueata como aigua* 2% de- ácido emiaoaodtico y 0,2% 
de bicarbonato oddioo. Bata diaolueida aa aplica a una eolug



na de una longitud do 79 en y do va diámetro do 2.5 cm. que 
contieno Sephadox Oloo. equilibrado con dioolucidn III. La 
columna oo elsqre con dioolucidn 111 y ao recogen loo freo* 
cianea correspondiente* ai volumen de eluoiAi de 260-329 *1. 

?* loe fraccionen recogidas contienen 2̂ 0 unidades de horneas
busaca del creoimiento. con una actividad específica de 2.2 
unidades per cada mg de prcteína. la electrcfcreais en gol de 
poliacrilamida de lOÔ u de proteína presenta odio tres ban­
das. eorrespendientes a la hormona del crecimiento y a las 

13* formas dessaido*

H E B a .%

3e extraen 250 péndulas pituitarias husmas eonge 
ladea como se ha descrito en el ejemplo 1 con 1500 mi do tag 
pán 1* Al sobrenadante se lo eBaden 460 al de una dioolucidn 

15* compuesta por 230 % de polietilenglicol 3000 y 270 m  de
agua* Después de agitar durante 20 minutos y da centrifugar, 
se ajusta al valer de pH del sobrenadante a 4.9 oon 1H de 4c^ 
do clorhídrico* Scspués de agitar durante 20 miautoe y de cea 
trifugari, el precipitado se extrae como ee ha indicado en el 

20* ejemplo i con 1000 mi de tampdn II* Después de agitar durante
la noche y de centrifugar se sBaden al sobrenadante 1000 mi 
da dieolucién saturada de sulfato sménioo. la mésela se agita 
da nuevo y si precipitado ce disuelva en 300 mi do una dieolu 
oi&t do 126 g do urea en 807 mi de tampén III (véase el ajes*. 

25* pl* I)* La disolueiéa se aplica a una columna de una longitud 
de 109 cm y de un diéaetro de 11.4 mm que contiene Sephadex

-  9 -



Rico, equilibrada coa taapdn III. la columna a# aluya cea 
tampdn III. aa raccgan fraccionaa corraapcndiantaa al valu- 
man dw elucida para la hermana dal crecimiento. lea fraaaio- 
naa raeogidaa oontianan 2900 unidadaa da hormona humana dal 
araoimianto. aan una actividad aapaeffica da P.d unidadaa 
par cada mg da proteina. la alaatroforaaia aobra gal da pali 
aorilamida da 100̂ t praaanta adì# daa bmndaa. oorraapondian- 
tea a la hormona dal crecimiento y a una forma deeemido. ^

Sa extraen 500 gldndulaa pitaitariaa humanan ocngg 
ladmm aoma aa ha indicado an al ejemplo % oca 2000 ml da dam 
pda 1. Beapudw da oentrifugar. a# ojuata al valer de pH a 
4.8. la Heada a# centrifuga. RI precipitada aa proaaaa pava 
obtener la hormona para dal crecimiento por axtraceldn con 
taap&ì II. pracipitacidn. radiaclucidn an tampdn I H  y orarne 
tagraffa an columna noma aa ha danari do an al ajamplo 2. da' 
abtianan 3.400 unidadaa do harmona dal cracimianto eoa una 
aattvtdad aapaoffiaa da $.7 unidadaa por cada mg da protaina.

H  aohraaadanta aa maaala non una diaaluoidn da 
690 mi ooapuaata por 329 g da poliatilanglieel 3000 y 380 mi 
da agua, la marola aa oantrifbga. 81 precipitado aa cornata a 
extraccidn con tampdn II. praoipitaaidn con auliate madhioa. 
radiaolueidn. tampdn III y cromatografía an caluma come aa 
ha daaarito an al ajamplo 2. tac fraccionen raoogidaa qpa 
contienan hermana dal ora cimiento contienan 4230 unidadaa da



heweaia dal eraeimiaato een uaa actividad capaeifica da 2,6 
uaidadaa par cada mg da preta&m.

El ramdimiaute tetd a partir da lae 550 gldadulaa 
pituitaria? fha aaí da 7630 uaidadaa.

Sa aatraaa 500 gl&tdalaa pituitariaa huaanam ceaga 
ladaa coma aa ha daacrite an al ojwmplo 1 aaa 2000 ml da tarn 
pda 1. Baspuda da eaatrifugar aa usuata al pa a 4.0. La mar­
cia aa centrifuga da nuave. El aebraaadanta aa mazcla eea 
1300 ml da diaeluelda compuaata per 650 g da pcliatilaagli* 
aal 3000 y 750 ml da agua* la mazcla aa caatrifUga. El prac^ 
pitado aa aomata a axtracoida een tampda H  y a praeipitacida 
een malfate empiee cerne aa ha daaerite aa al ajample 2. la 
mazcla aa centrifuga. A 2000 ml dal aobraaadaate aa la zEadau 
1000iJml da diaelucida cempuaata per 500 g da peliatilanglieel 
3000 y 505 ml da agua. Daapuda da agitar duraata 1 hera la 
mazda aa centrifuga. El praeipitade centiana laa henaenaa 
pituitariaa ?SEylE.

E?^!P10 6

Sa eo&oantraa, per ultrafiltracidn a f ml, 0̂0 ml 
da madie da eultive preeadaata dal eultive da tâ idea da la 
anterior pituitaria qua centiana $ uaidada* da hermona dal 
eraeimiante. Sa Ladern 0,5 ml da uua diaelucida aeueoa qua 
centiana 0,5 g da peliatilanglieel 6000 per eada ml. El valer



-* is

d* PH 3$ la diaolueida da aguata a 4.8. ai pracipltado a# ag 
pata, aa diaualva aa 8,8 al da agaa y aa aplica a usa wlw- 
aa da ana laayltad da 63 oa y da aa dlAaatyo da 0,9 os qaa 
ooatlona Baphadax Oloo, aqallUwado ooa taapda 111. la ala-

8. oída aa afaatda con taapdn 111. 8a yacogoa laa fyaoelaaaa
qaa ooatiaaaa hoyaaaa dal ovaelaiaato. laa fyacoiaaaa yaoaâ  
daa awtiaaan 1,0 mldadaa da Mwaoaa basum* dal oraelalaato 
coa ana actividad aapaoífioa da 0,0 wnldadaa par oada ag da 
pyvtaina, — — — — —

jO. A loa afaotoa coaaigalaataa* aa dadavm da novedad
y pyopladad para Napa&a, ana tawltovloa y plazaa da aâ avâ  
nía, laa laivindioaeloaaa qna ciynan.
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R J M  v i s p l o i c i o n s s

1.̂  Mdtçdo de abtenoidn de horsonaa pratainicas, 
darivedea da tajidaa pituiterioc, per Radie del oual bd ax̂  
tracta aouaeo q^e cantiena las harmonaz proteinicaa aa sosg 
ta a preeipitacidn fracoianada con ua agent* précipitante, 
caracterizada parqua *1 ettr&cto acuese precedente da teji- 
daa pituitariaa ea precipitade con una o mda poraionea da 
polietilaaglicel a un valar de pH de 4 a 6, ajuatdndcaa la 
caatidad da polietilenglicol da aada que la hormone a las 
hOBsenas protainicaa dssaades sa aialen en fraccionea, daa- 
puda da la cual Isa fraccionas sa proceesn para aislar las 
hoïTRAnea pratainicas an astade purificndo. — ̂  —

%*- Mdtedo aagdn la reiriadicacidn 1# caractérisa 
de parqua la preeipitacidn con paliatilenglicel sa réalisa a 
un valor de pH da 4,5 a 5,0.

3*** Sdtoda aegdn la raisindieacidn ! d 2, carecte 
riaada parqua al paliatilenglicel utilisada casa agent# pM 
eipitanta tiana un peso moleoular da 3000 a 6000. * - - - -

4*- Mdtado aogdn oxalquiara da lae reivindicneic- 
naa 1-3, caraotarisado parqua la caaeantmeida da paliatil^ 
glieel mA al axtraata a* amaenta aaealaRndaaanta da 0 n 30%

5.- üdtoda eogda cualquiara de las reivindicaciaaes



1-4. caracterizado porque, para la reouperacida da la horas*, 
na dal crecimiento, aa aielws fracoioaas precipitadas del *g 
tracto cuando al extracto contiene de 10 a 14% (3/V) da pa^ 
liatilenylicol# — —

6.- "MRTOBO PE OBTENCION PE HORMONAS PBOTBINICAS*.

Todo ello  conformo we deaoriho y reieiadioa ea la  
preaaate aeaoria qaa consta de oatoroe ho^as foliadas y Be* 
eanografiada* por vas sola da sus oarss.

MADRID^ 9 JULJ977
P.A M. CUREÜ SUÑOÍ
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