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PAPRNTE DR INVEHOION

por VEINTE affos

rolicitada en Enpafia a favor de NORDISE INSULINLABORATORIUN,
de naocionalided dsnesa, domieilismda sn VYed Stadion 2,
PE-2820 Gentoltes Pinameres, por "Hitodo da obtencidn de hop
“’W protefnicae”, con priorided de la colicitud danama n¢
3469/76 de focha 30 Jullo 1976, = === e owommmoue

MIMORIA DESCRIPTIVA
La prepents invenoidn se refisre a un método de aig
lemiento ¥ dn Yecuperscisn (es decir, obtencisn) de hermonas
proteinicas, derivadas 49 tefides pituitarios, por medio del
cual un extractn acuoso que contiene las hormonas protefnicas
e somete = procipitacién fraceionsda con un agente precipi-

BANEG, = e e W e ® e e

¥s particularmente el objetivo de la invencidén aie-

lar 1a hormona pura del orscimiento a partir do axtractos de
tljidﬁﬂ]ﬂ‘hﬁmoso " un M W AR M M W GA G P G A N W A R W W

Ba otro objative de 1la invencidn proporcionsy un nf
todo por medio Jel cual pusde aislarse selectivazente la hor
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mona del crssimiento & partiy de oSras hormonas provefnicas
¥ de impuresas, por 1o sual se obtisns en un sstado particn
larsante puro ¥ 0on alto rendimiento. « o = w « w w ww =~

Finnlmente, o sl objetivo de la invenoién propor~
clonnr un procedimiemto sinplificadoe por medic del ousl ee
sislan y recuperan la hormona del orsciniento y otras hormoe
nas protéinicas » partir de tojidor pitultarios. = = «w v =~ =

Bs conoolds aislar hormons del orsciwiento por mew
dio de la extracoidn de tejidos pitultarios y Ae Aa preaipi~
tacidn de lo hormona del orecimianto & partiy de) extracts
nediante un ngente precipitante, ~c r v v c A v e cw e o=

Son sjemplos ds publicaciones quo Jescriden proge~
08 para 1la recuperacidn de horwons humsns dsl creciaientes~

1) Biochemiea ¢t Biophysica Acta 1963, péginas 525~531'! - -
2) Aota ¥adworinologioa 1971, 66, phginas 478490, w = = w =

Un nétodo de separar mexclas de hormonse pituite-
riss se wencious en la pateute suiss 230.807. Las pstentes
U5 3.415.804, 3.652.530s 3.T63.135 y 3,808,139 presentsn mé-
todos da fraccionacidén de protefnss utiliszande mnmm;
ot) como sgente pregipitunte. Hin exbarge, era iwposible M

falen mimmas que el polistilsnglicol es adectisdo para is frsow -

clonacidn de hormonas pituitarias o pars la precipiteoidn sg.
lectiva de la hormona del orecimiento bejo condiciones contrg
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lades. La aplicacién de clertos copolimeros en blogue sa revs
la en la solicitud de putente danesn 3321/74s w = w e = = =

n log prooedinientor de la téonica anterior pars
1a recuperacidn de hormona humana del cracimiento se obtie-
nen los nds altos rendimisntons con glindulss pituitarias con
gelafan como malerial de partida y utilizando suavas condie
cionen de extraceidn y de precipitmeidn. %s tipico proceder

Hm.‘,gu'( W OE W A N N EN EN N Ak WA o de W e WA WY W

1) e extram gléndulas pitultariss congelades {0 "uliracen
goladas™) con un tampdn neutro o disics; ~ ~w cc o m o -

2) el oxtractc ss procipita con un agents precipitante y/o
por nsdis dol ajuste del valor de Pl 2 448y wc e v v m o w =

3) el pracipitado es axtras com un tampdn neutro o doide, -

4) ol extracto so purifies adicionalmente por precipitacio-
nes repetidse y/0 cromatograffa en columna, por ejemple fil-
trecifn con gel smobrs TephaleX 030, ~ c e e e v c v nw

Come agente precipitanto a: la anterior stapa 2 ee
utiligaba crteriormeunts, en parts, sulfato sadnico que, sin
embargo, da un products finsl impuro y, en parte, nostons
que desnaturaliza las protefnas en un grade tal que resultan
diffolimente moludlor en las extracciones subsigulentes, ori
ginando wn mel rendimiento, -~ -~ m~cc e s s o nmcocwna
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La oslidad de la hormons del crscimiento se exmal
ne utilizsndo entrs otros los sigulentsy nétodopt = = w w =

Actividad uioldgicn (anseyn 4 1m tibie)y =~ » = « -

Actividad inmmoldgiea (inmunodifusidén radial o inxunoensaye

S d."dia)i il A Al R R L R
Filtracién con gel (eximen por lo que we vefiere o polfmeros),

Elegtrofoyesis sn gel de polisorilamida (PAGE) (exfnen por le
que #e Tefiers a protefnas sxtrafing); = c = o em e

Unas hormons. purs del crsciuviento ms oaractariss pop
10, que 1) tiene una sctividad de mfs de dos unidates internacie
anles pox oads mg de proteina, 2) nds 2ol 90F we kallw dispe
nible an forma monceérics; 3) por PAGE ds 100 4 pusden he~
1larse #élo, después de 1z ccloracidn de la protefns; bandes
correspondisntes a is hormons del crecimisnte o s le horsona
15 del cregimisnto y a sup formas 1=2 desanido, = = = w - -

E) nétodo wegin la invencién se caracterizs porque
el extracte scuone prooedmnte de tejidos pituitariow es pre=-
cipitade con waa o nds povelonas do mmumgum s un vg
lov de TH de 4 a 6, ajustindose Le cmntidnd de polietilen~

0. glicol de modo que la hormona o las hormonaw protefnieas e
seaden w4 aiglen en fracelones, dsspués de 1o ousl 2a¥ frage
cionen 88 processn ds waners conovida e wl pavs sislar les
hormonas protefanions ex sotado purifiondo., = = « w = w -
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Por realizsr ol precipitado de esta forma se. obtig
ne un products puro cos alto randimients. For ejemple, ol po
lietilenglicol (PES) sstia mis ssloctivamente como ngente
presipitmts que el sulfatd smfnieco. Por ello lae hormonas
pituitarias, sspeciplmmnte la hormona del orscinjento, me of
ﬁeum o estado més puro. Adende, se evita la desnaturaliss
eidn provocada por la acetona, 1o que origina un rendimimnto

Bl método segin la invencidn no estd limisado o
uso de extractos pituitarios primarics sine que as tembdiln
aplicable al aiclaxiento de hormonas pépticas y proteinicas
B partir de, por ejemplo, medios de culiivo procedsntes de
cultivon d¢ tejidon pituitarios, =~ wc e c v eccrmoccxcee

Segdn la invencidn se prefiere resliisar la preeipi
tooidn con polietilenglicol a un valor de pH de 4,5 & 5,0,
que 2o ol valor Sptimo. Se obtisnen resultaios particulsrsen
te uenos s un valor de pl de unoe 4,8, v c v v e e m e = -

Bl polietilenglicol empleado como mganbe precipitan
te tliene prefersntenmente, segin la invencidn, un peso molacu
lar de 3000 & 6000. Sin embarge, e) métado pusde tazbién reg
liserae ton polietilenglicol de pese moleoulsy superior s
€000 0 de pasc molescular inferior a 00, w e r v v v v e -

Pars sopavar y aislar lan hormonss pituitarias mis
importentes sl método segin la inmvencién puede reslissrse oon
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venlentensnte por medie del aumento de la conceniracién esog
lonads de polietilengliosl en el extrscio, pasando graduple
xeate de O a 308 (P/V), Tor medis de ls filtracién del pree}
pitado formado despubs de cada mesole de logra uun separseidn
eficar de las horsonas pituitaries individusles. Lss fravelg
nes pusden sntonces processrse For ssparsadc para obtsner las
ROYIONAS PUYAH. = = w = w = o o ot = st w2 -

Segin una realizscidn preferida da la invenoién por
nedio de 1a cunl se recupera Ix hormona del crecimiento e
convenisnte aislar las fraccionss precipltadas del extracte
cuando ¢l extracto contiens de 10 a 145 (P/V) de podiasilen
§liool. Esto produce un alio rendixiento ds hormons precipli«
tada ds) orecimients que puede purificarse de maners otneoiw

-ﬂ‘m“. WM W e W i e A AP W W N W W R D Mk W S AR W W e

Como materisl de partids pusde u¥ilizerse en el né
todo desorits cuslquisr extracto conocide de $ejide pituita
rio o de cultivom d¢ tejido gue contengan hormonas pituita=
rise. Xl extracto pusde prepararss de maueye conocida sz sf,
2l eomo por desuenuxsdo, coriado u otra foras de dgsmttcrg :
oidn de las gléndules pituitaries, y extraocién ocon Alsolus
ciones taupén moucess. Un agante de sxtradcidn m«zuudo ]
un tempén fopfato acuons que tengs un valor ds pH de 8e9,
el ocomo 8,7. fueden tanhidn wtilizerse otros tamponss s un
valor de pH superier ¢ Infordty, wwew v v m v v vownww

2
@

s veniajoso siindir PR3 al extracto filtrade, a un
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_velor de pH Ae 39, dospués de lo cual e} valor &a il we ve

duce = 26 4,5 a 5,0, por ejemplo 4,8, por medio ds la adiocién
de un doide, tal como Seido olorhfarico, #Acido wulfirico,
folds fosférico o foide medtico. También es posible, win ewm~
targey sjustar primero el valor de pH a de 4,5 n 5,0 y luego
affadir PG, S ae demen, o) ajuste Aal pi pusde efectuarse
al mismp tiempo aua la adicidn de Py e w e e e e ww o

La contidad de PXJ depende ds la hormons pituitaria
que s dewes precipiter y ee efectila una maxele escelonada
cuando ¢s deseabla gepprar ol nimers méximo de hormonse pi-
tuitariae. Por sjemplo, el precsso pucde iniciarse por medioc
ds une edieidn ds PEG de unom 10X y la mezcla se Tiltre, des
pufs de lo cual me ajusta sl valor ds pH o 4,8, por sjemplo.
Daepués de la filtracidn, si me deses, se mescla mis PEG en
ung o rés adiciones pora obtwner unos 14% de PEG. Les frao-
cienes resultantes contienen hormona del erscimiento con al-
to rendimiento. Con nusves adiciones precipitan otras frmo-
clonem, qie conticnen, por ejemple, lan hormonas pituitaries

?Bﬂyiﬁﬂ. MU R e N Y R LY B W Ve UR RS WS OGN Ay G G Gp W G R W Gn R

Las fyacolonee precipiteins se procesan de ammera
conovida en of. 21 precipitado puade, por ejampla, simlarse
yor csutrifugecidén, despulz de redisolverlo en un tanpén, tal

" como a pH €,5-8, por ejemplo pH = 7,0. Despuds se afectdia pre

cipitacidn con disolucidn saturada de sulfato aménico. R pre
eipitado resultants me vepars por cenitrifugacién y se redi-
gsuelve on ut tampén gue se vomate a cromatografia m una co-
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lumng que contiane un tanig molecular o une resina de inter~
vanbio 1dnico, doida o bésica. Dor medio de cromatogralfa

se islmn las fracciones que contisnen las hormonas pltudte~
rias puvas, tales como la horwons 4ol crenimienty, = = « = =

' 1 método segin 1la invencidn se ilustrardé oon ma-
yor Aetslle a continuasidn por medio de alguos ejsmples. = =

" BImEPIO %

fie homogenisan 24 gléndulas pituitarias Tananee son
golades al tienpo que me sfinden 100 ml d¢ un tmupdn (I) oem=
puento cono sigues 1,87 dn bifoefato disddioo en agum, Resolg
a0 con hiaréxido sddieo N & pH = 3,7, La mascla se mmxg
gs. A 90 nl ds1 1fquido sobrensdeats ss ls afisden 24 ml de
una disolueidén scuoss deo 50 & ds poiietilanglicol 6000 en 4%
solucidn de 100 ul. Después de agitar dorante )0 minutos 1:
nexcin se centrifugn y ne sjusta ol valor del pH del sobreng
daate a 4,3 por medio de 1N de £5ids clorhidrice. Después iﬁ
osatrifugar el precipitado s extras con 60 nl 4s un twaple
(11) compuseto como sigust 1,45 de bifoafato disddico, 4,95
de bifosfato monomédlon, wesciadom oon hidréxido aSdico X a
PH = 7,0. Despuds de sgiter durante 1 horw la mescla e can-
trifuga y o) sobrenadante ss mesols con 60 wl de diwolueifn
saturadn ds sulfato sndnico. La meeola se centrifugs de nue-
ve y ol precipitado se disuslve s 25 ml de une diselueidn
(131) compuesta como migus: 2% de &cido aminoaoétivce ¥ O, 25¢

de bioarbonato wédisc. Este disolucidn se aplice s unas colum
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na de unn longitud de 79 em y de un didmetys de 2,5 om, que
contisne Sephsdox Gloo, squilibrada con disolucidn IXl. La
columna sa eluys con dimolucién III y se vecogen las frao~
oiones correspondientss al vwolumen de elucidn de 250-320 ml.
Low fracclones recogidas contisnen 260 unidades de hormona
humana del orsoimiento, com una actividad especfiica de 2,2
vaidades por cuds mg do protefna, La elsciroforesis so gel e
poliperilemids de 100 ;2 de proteina preseta vflo tres ban-
das, correspondicntes s le hormona del crecimiento y & las
foroias eenAldos m e cww e v e cnacancasnen-

RImNELO 2

98 sxtraen 250 gléndulss pituiiarias hunmmnss conge
ladas como 88 ha degerito en sl ejemplo 1 con 1500 ml de $anm
pén I. Al mobrensdnate se lo afiaden 460 ml de una 2isolueidn
conpuseta por 230 g de polistilenglicol Y00 y 270 ml de
agua. Despufs de sgitar durante 20 minutos ¥ ds centrifugar,
#e ajunta el valoy de pd del sobranadante n 4,9 oon W de 4ol
do clorhfdrico. Despude d¢ agitar durante 20 minutos y de cen
trifugayy, ol precivitado mse extras como e¢ ha indicade en el
sjenplo 1 pon 1000 ml de tempda IX. Dospuds de agitar durants
la nothe y de centrifugar ee afiaden a) sobrensdante 1000 ml
dp disolucién satursin de sulfato mwénico. La wescls we agita
do nuevd y el precipitado se diouelve en 300 ml de uua disolu
oifa de 126 g 4o urea en 207 al de tampdn XTI (véase ol ojeme
Plo 1). La dfsolucidn me aplica a una columna de una longitud -
de 100 oot y de un Aidmetro de 11,4 m@ que contiens Sephadex
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Glooy equilibrada con fampén ITI. Xa columna se eluye oon
tanpén IXI. % recogen Ifraceionss correspondientes al volue
nen de eluecidn para la kormons del orecimiento, Las fraccio-

‘nes recogidss contiensn 2900 unidedes dv hoymona humens del

erscimianto, ocon una motividad wapecffics de 2,6 unidedew
por cads ag de protefns. La elsctroforssis sobre gek d» poli

- aorilanids ds 100 S prasenta sflo dos bandss, cerrespondien~

e a 1la hormona del crscimimnts y a vne forma desmuido, ~ ~
EIB¥PI0 3

Se extraan 500 glindulas pituitarias hummnas conge
laden como we ha indlcado ou ol sjomple 1 oon 2000 ml de e
pén Y. Después de centrifugar, se ajusts ol vslor ds pM a
448, La neszols s¢ oentrifuge. ¥1 pracipitade se proocess pars
obtener la hormons purs del orscimiento por sxizaccién eon
taapén II, precipitacién, redisolucidn en tampdn III y coroms
tografia an columma coms we ha anmw s sl ejeuplo 2. Se
obtienen 3.400 unidndes 3 hormons del orscinients con uns
netividad sspecifion de 2,7 unidades por cada mg 4 protelne.

Il solrensdaite we mesola oon ung disolucida As
650 ul compusste por 325 g ds polistilenglicsd 3000 y 350 md
da sgus. La mexcla me osnirifuge. ) precipitsdo ma sowete a
extraocidn oon tewpén II, precipitacién con sulfste sménios,
redisolucidn, tempsn IIX y cromatografia en columna cono se
ha desorito en ol eferplo 2. Laa fracciones rescgidas que
con¥ienen hornons Ael oracimisnto contiensn 4230 unidndes de |
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hermona del crecimiento com unm astivided eapecffion de 2,8
unidandee porcada ug da pratefns, -~ v e v v v wm o mw e -

7. rendimiente total a purtir de lae 500 gléndulas

RIENPIO &

.. 8e extramm 500 gléndules pituitorias husanss conge
ledee com me ha descrita eu sl sjemple 1 con 2000 wd de tam
pén 1. Daspués 4o ecentrifuger se sjusta ) DX o 4,5+ La mage
cla se contrifuga de nusve. El sobrenadante se norcla con
1300 11 de disolucidn compuesta por G50 g do polietilenglie-
¢ol 3000 y 750 ml de agua. Lo meucla se centrifugs. X2 preci
pitado w2 momete a extracoién con tsmpén IT y = precipitacién
eon sulfato amfnico come se ha deserito en el sjemplo 2. Le
megzcle go contrifuga. 4 2000 ml 4el sobrsuadants se le afisden
10090m1 de disolucién compuesta por 500 g de polietilmmglicol
3000 y 585 ml de ngua. Despuds de agitar durante 1 hors la
megeln o contrifuge. Bl precipitado contiene las horumonss
pituitorica FIH Y I, v e mm ccawvaccocnannn

' ge corcentram, por ultrafiltracilc a 1 ml, 100 md

‘@8 medio ds cultive procedente del cultive de tejides de la

anterior pituitaria que contiene 5 unidades 4s hormons del
erecimisnto. Se sfiadea 9,% ml de una disolusidn acucess que
contione 9,5 £ 8o polietilengliocol 6000 por oada ml, EL valor
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ds pH de 1x disolucifn de ajusta a 4,8. ¥1 precipitade se sp
para, se disuslve en 0,5 ml de agua 7 se splica a una COdum-
na ds una langitud d¢ £3 om y & un dinetro de 0,9 cn que
contiene Sephadax Gloo, mguilibrado con sampdn IIT., Ia eluw
cidn se afeckia con tampén IIL. Se recogen las fracciones
qus contienen horsens del oresimiento. Las fracciones recogd
des contionen 1,0 unidedas de hormona humana del recimisnto
con una sotividad eepsoffics de 2,0 unidades por oada mg de _

pm“mn, W e W A O e e M e WE N AR WD S M AR W AR SR W A W R

A los afeotos ooamiguientes, ms declarmn ds novedad
y propiedsd para Bspafia, sus territorios y plazas de sobers~

nimm-_ﬂivinumimlwao o Un R W W N s N e e




.
e ”-‘gk‘
o,
A

Se

1%

13

20,

-3~
1 B Y I0NES

1o~ Wbtodo 2 obtencidn de hormomas protefnicas,
derivadss de fejfidos pituitarios, por medic del cual un ex=
trasto acuoro que contlena las hormonss pratefnicas se momg
te s procipitacién frmcolonads cen un agente precipitante,
caracteriznde porque ol extracto acuomo procedeste ds teji-

‘dom pituitarios ss precipltads con uns o més porelicnes 2s

poliatileaglicol o un valor d¢ pH & 4 o 6, ajustiniowe 1z
cantidad de polietilengd)icol ds modo que la hormma o las
hormenas proteinicas deseades 2o aislen en fracoiones, des~

de de 19 cual las fraccionet pe procesan pars aislar las
hormonas profsinicas en estado purificedo, =« m e w w e =

2v= Utodo segin la reivindicacién 1, carscterisa
do porque In precipitacién con polietilenglicol se realize a
mv&ordﬁpﬂd04,5nﬁ,o. W AR G AW R W W e A W WP N &

3o~ Bftodo wegdn la veivindionoidn 1 8 2, caracte
rizado porque el polietilenglicol utilizado como agente pre
cipitants tieno un peso molecular 48 3000 & 6000, = = « = =

4o~ Hétodo segdn cualquiern de las reivindicacies

~ 20@ 1=3, carsoterisado porque la concentracién da polietilen

glicel en ol extrsoto se musenta eucalonndamente da 0 o 30%

(Pﬂ), Bl G S NN e R A AP TR N e e ek TE N GV WR G v e e e W A

Je= H8todo sogin cuslquiera de las reivindicnciones
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i~4, caracteriyado porqus, para la recuperscidn ds la horgg.,
na del cracimiento, se aislan fracoiones pregipitadas de) "

tracto ocusnds ol extracto contiens 4¢ 10 8 147 (2/V) de pow
11’*‘-13“‘110010 - e m - - wr  a g,

6.~ "NET0ODO DE OBPENCION I'C HORKONAS PROSRINICABw,

Todo elle conforme me descrids y reivindica wn 1a
prasente memoria que tonats de tatoroe hojus folisdes y ne~
canografiadas por uns 50la 40 AUB ORTER. m v w e v = m e -

MADRIDZ 9 JUL. 1977
P.A, M. CURELL SUROL

Moot
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