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Ia invencién se refiere a una proteina es-
pecifica de tejidos, es decir a una substancia que es c¢ompo;
nente de tejidos de drganos, ¥ a un procedimiento para su
obtencion. '

A partir de drganos desintegrados de mami-
feros se pueden aislar varias substancias ya descritas, en
forma relativamente pura. DIs conocida por.ejemplo la pro-
teina ferritina ferruginosa, que puede obtenerse a partir
de tejido de placentas, pero también se ha detectad6 su
presencia en el éstémago, bazo, higado, rifiones, ﬁtero N
“pulmén. '

Objeto de la invencién €8 una nueva pro-
teina de tejidos{ Se caracteriza ésta por una porcién pro-
teinica, que comprende fundamentalmente aminodcidos tipo
X, de 9 + 3%; |

una porcién de hidratos de carbono de 5,k + 2,2%, de ella

" hexosas 3,0 + 1%, hexosamina 1,2 + 0,5%, fucosa 0,2 + 0,%2%,

—

dcido neurdmico 1,0 + 0,5%,

=0,1
0w
un punto isoeléctrico de 4,9 + 0,3, medido con placas de

un coeficiente de sedimentacion Sg de 3,5 S 4 0,5 S,
gel de poliamida, y de 4,5 # 0,3 medido en una columna de
enfoque eléctrico
una movilidad electroforética en la gama de las globulinas
C><’2 y l?l, ‘ .
un coeficiente de extincidn Ei%cm(278 nm) de 11,9 + 1,0 y
una reaccidn inmunoldgica especifica con un anticuerpo di-
rigido especi{ficamente contra la proteina.

Como distintivo especial de ia nueva pro-

teina de tejidos se puede afirmar que se puede detectar su

. N i « !
presencia tanto en 4rganos fetales como también en drganos




10

15

20

25

30

6-9-77

|_adultos de mamiferos., Fn los primates, especialmente en

1 mg/ml en una celda de sedimentacién en capas de una ul-

Hojn nfun., 2

el ser humano, la proteina ha sido detectada en los si~
guientes drganos fetales: corazdn, higado, rifiones, pul-
mén, estémago, cercbro, ademds en los siguientes organos
adultos: corazdén, pulmon, piel, estdémago, rifiones, Utero,
higado, bazo, glandulas suprarrenales, colon, recto, vejiga
Con métodos inmunoldgicos cuantitativos se pueden detectar
en este caso generalmente por lo menos 10 mg de la proteina
en 100 g de tejido., También en la placenta estd presente
el producto en el orden de 10 mg/l00 g de tejido. Sin em-
bargo la placenta se aconseja especialumente para'el ailsla~
miento de la proteina. In eritrocitos se puede detectar
un contenido de 1 mg de proteina/100 ml de eritrocitos,
pero en cambio no se puede detectar la proteina en el plas-
ma o suero de personas sanas.

Para aclarar las caracteristicas distirtivas
de la préteina se puede citar lo siguiente:

La determiracién del coeficiente de sedi-
mentacién se efectud en una ultracentrifuga analitica a 1
60.000 revoluciones/minuto en celdas de sector doble con
ayuda de las bandas de la substancia que se desplazan en el
ultravioleta con la longitud de onda de 280 nm, utilizaﬁdd

agua como disolvente y una concentracidn de proteina de

tracentrifuga analitica ayudandose de lo descrito en Ving
grad, Proc. Acad. Sci. USA, 49, 902 (1963). '

' El peso molecular se calculd por una parte
en la ultracentrifuéa por medio-de la determinacidn del
equilibrio de sedimentacion segin Yphantis. Resultd un va-

lor de 37.100%1.400.
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Por otra parte en la investigacidn de la
proteina en un gel portador que contiene 0,1% de dodecil
sulfato sédico, que consiste en poliacrilamida, la mayor
parte de la proteina se descompuso en dos subunidades con
un peso molecular de 22,000 + 2.000. De agui se puede de-
ducir respecto a 15 proteina nativa un peso molecular de
1,000 & 4.000.

- Para determinar el punto isoeléctrico se
aplicé el procedimiento del enfoque isoeléctrico utilizandg
aparatos ¥ reactivos vendidos para esto por la firma LKB,
Estocolmo.

31 se utilizan placas de gel de poliamida

de Ja firma IKB, resulta un punto isoeléctrico de 4,9 + 0.

pero si se aplica en cambio una columna de enfoque eléntridt

co de‘la misma firm con los reactivos recomendados para
esto se encuentra un punto isoeléctrico de k5 + 0,3 en
relacién con la proteina segin la invenciédn.

1a movilidad electroforética se determind
utilizando ;cetato de celulosg como ldmina portadora.

) Los hidratos de carbono se determinaron

segun Schultze, H.E.; Schmidtberger, R.; Haupt, H.;
Untersuchungen_ﬁber die.gebundenen Kohlenhydrate in iso
lierten Plasmapfoteinen. Biochem. X., 329, 490, (1958).

Un andlisis de aminodcidos se efectud se-
gun Moore, S.; Spackmann, D.H.; Stein, W.H.; Chromatograph
of amino acids on sulfohated.plystyrene resins. Anal;
Chem. , 30, 1185, (1958) utilizando un cromatdgrafo de 1i-
quido. ' |

Aqui se manifestd que los aminodcidos re-

presentados con la mayor frecuencia en la cadena peptidica

a)
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| son leucina, dcido glutdmico, dcido aspdrtico y glicina.

La caracterizacidn inmunolégica de la subs-
tancia se efectua de la manera mds sencilla segin un pro-
| cedimiento de difusidn conocido, en el que el antigeno,

5 ‘es decir la proteina, y un anticuerpo dirigido contra la
proteina, o el'antisuero no enriquecido con respecto al
anticuerpo, se difunden uno, respecto al otro en un medio
portador tal como por ejemplo agua. Si ambos componentes

7 de la reaccidn se encuentran mituamente en una proporeion
10 favorable, se forma un precipitado visible. Segin este
conocimiento es evidente para el técnico que todas las téc-
nicas inmunoldégicas se pueden utilizar para la deteccidn y
para la determinacidn tanto de la nueva proteina de tejidos
como también de los anticuerpos dirigidos contra la prote{ne
15 de tejidos.

Objeto de la invencidn son ademds procedi-
mientos para la obtencién de la proteina caracterizada an-
teriormente, que 'se distinguen por el hecho de que extrac-
. tos de Organos, gene}almente extractos acuosos de organos,
20 que contienen esta proteina, sé fraccionan tomando como b&-
se los siguientes criterios hallados segin la invencicn:

 la proteina puede ser precipitada con saleé
neutras. Con el sulfato de amonio utilizado habitualmente
para esta clase de precipitaciones se precipita la proteina
25 con una concentracion de satufacién de la sal de 30 a 60%
en una gama de pH proximos al punto neutro.

Segﬁn.su peso molecular la proteina puede
obtenerse mediante medidas que son adecuadas para la sepa-
'racién de substancias con pesos moleculares comprendidos

30 entre 35 y 50.000. Para esto se utilizan ventajosamente

6~9-77
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_ 1os métodos de la filtracidén a través de gel o de la ultrad

}
. biadores de iones débilmente bdsicos, utilizdndose ventajo-

Hiojn ntun. 5

-

filtracion.
Ia proteina de tejidos, con un valor de

pH neutro o ligeramente alcalino, se adsorbe en intercam-

samente en este caso una solucidn tampon comparativamente
poco concentrada, pues mediante aumento de la concentracidn
de sal o también disminuyendo el valor de pH se puede im~
pedfr la adsorcidn. Por otra parte; conociendo este com-
portamienﬁo, se ofrece la posibilidad de adsorber la pro-
teina de tejidos y de volver a eluirla utilizando solucio-
nes salinas mds concentradas o soluciones tampdn con valo-
res de pH reducidos.

' Se ha puesto de manifiesto gue la proteina
de tejidos no se precipita con las bases orgdnicas solubleg
en agua de las series de acridina y quinoleiﬁa, que se uti-
lizan habitualmente_bara procedimientos de precipitacion
de protefnas. FEn la concentracidn habitual en estos proce-]
dimientos aduélla permanece en la porcion sobrenadante acud-
sa. Segin esto se puede utilizar para la precipitacién'de
proteinas acompafiantes por e jemplo una base acridinica, talf
como el lactato.de 2-etoxi~6,9~-diaminoacridina o una base
quinolénica tal como clorhidrato de bis~(2-metil-h-amino
quipoleil-é)-carbamida,' permaneciendo en la porcion sobre-
nadante la proteina de tejidbs segun la invenciodn.

Similares consideraciones pueden aplicarse
al ufilizar hidroxilapatito como adsorbente para proteinas.
La pfoteina'de tejidos no presenta ninguna afinidad espe-
cial con el hidroxilapatito, y en cambio una serie de pro-

teinas acompafiantes es retenida por el hidroxilapatito.
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Sobre la base del conocimiento de la movi-
lidad electroforética se puede utilizar la electroforesis
preparativa por zonas para el enriquecimiento, o aisla-
miento, de la proteina de tejidos.

La afinidad de la proteiﬁa de tejidos en
virtud de su comportamiento inmunologico se puede utili-
gar para ehriquccer la proteina con ayuda de los llama-
dos procedimientos de inmunoadsorcién. Para esto se puede
obtener de forma en si conocida un inmuoadsorbente, es
decir un anticuqrpo fijado a un portador, céntra la pro-
telna de tejidos, que sea capaz de fijar especificamente
la protefna de tejidos. ILa proteina puede eluirse nueva-
mente después de esto modificando las condiciones del me-
dio.

Mediante una combinacién selecta de los ié-
todos mencionados, que conducen for una parte al enrique-~
cimiento de la proteina de tejidos y por la otra a su se-
paracidén de las restantes proteinas acompafiantes, puede te-
ner lugar el alslamiento de la substancia segun la inven~
cién. En consecuencia, como objeto de la presente inven-
cidn deberdn considerarse las diversas‘etépas de enrique-
cimiento, para la proteina dé tejidos y los procedimientos
para su purificacién resultantes gracias a la combinacion
de las medidas para el enriquecimiento.

. Bl probedimiento para el enriquecimiento ée
caracteriza por la aplicacidn de ‘al menos una de las me-
didas siguientes a extractos de érganoé o & soluciones ob~
tenidas a partir de ellos, que contienen la proteina c: e~
Jidrr ozilur y por la obtencion subsiguiente de la frac-

cidn enriquecida con respecto a la proteina de tejidos:
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_fato de amonio a un valor de pH aproximadament e neutro

‘fato de amonio.

Hoja ndm, 7

a) Adicidn de derivados solubles en agua de
una base acridinica o quinoleinica, preferentemente del
lactato de 2-etoxi-6,9-diaminocacridina, en la gama de

valores de pH de 5 a 10, preferentemente a pH 8 aproxi-

0,8% (peso respecto a volumen), permaneciendo esencialmen-
te en la porcidn sobrenadante la proteina de tejidos.

b) Adicidn de sales ncutras hasta la precipl

! ,
tacion de la protefna de tejidos, preferentemente del sul-
hasta 30 - 60% de la concentracidn de saturacién del sul-

¢) Adsorcion de la proteina de tejidos en un
intercambiador de iones débilmente bisico, como dietilami
noetilcelulosa, con una conductividad de la solucion de
0 a2mdyun valor de pH neutro o débilmente alcalino,
por e jemplo utilizando un tampdn aproximadamente 0301 M-
con el va1?r de pH'de aproximadamente 8. Un tampon que
se ha de usar preferentemente es tris-hidroximetilaminomg
tano~-HCl. Ia elucidn de la proteina de tejidos puede lo-
grarse mediante desplazamiento del valor de pHa < pll
7,0 o mediante aumento de la conductividad a  >5 mS.

d) Separacién en virtud del tamafio moleculai
(fraccionamient o por tamiz molecular). Es especialmente
adecvada la filtracidn a través de gel en una columna,
llena con un polimero de tamafio de poros adecuado, por
ejemplo de dextrana reticulada con epiclorhidrina, que es
fabricado como SEPHADEX(R) por la firma Pharmacia, Uppsald,
con el-objeto de enriquecer protefnas con un peso molecu-

lar de aproximadamente 50.000. Sin embargo, se pueden
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. utilizar también productos tales como ULTROGEL(R) de LKB,
Bromma o BI0-GEL P'®) e Bio-Rad Laboratories, Richmond,
California.

e) Realizacidn de una adsorcidn con hidroxil
5 apatito. Como en condiciones que se observan habitualmen~
te en la bioquimica prepafativa la proteina de tejidos no
es fijada por el hidroxilapatito, éste es un agemte ade~
cuado para eliminar de la solucién proteinas acompafiantes
de la proteina de tejidos. La solucidn de proteina de te-
10, jidos se regula convenientemente para esto a un valor de
PH en torno al punto neutro y la conductividad de la S0~
lucidn se mantiene en 1 mS aproximadamente.

f) Electroforesis preparativa en zonas.

La solucidn que contieﬁe la proteina, que
15 es adecuada paré la realizacién.de una electroforesis de
proteinas, preferentemente una solucidén tampdn alcalina,
por ejemplo un tampén de dietilbarbiturato sédico con el
pH 8,6, intensidad idnica :O,l; se introduce para esto en
un aparato ?ara la electroforesis preparativa, tal como se
20 describe por ejemplo por N. Heimburger y R. Schmidtbetger
en Behringwerke-Mitteilungen, cuaderno 43, péginas 83 y'
siguientes, especialmente en las piginas 119~120. Este
aparato consiste en la disposicidn horizontal de wa elec-
troforesis a través de portador en una cuba abierta, en la
25 que el material portador se enfria hésta por debajo de 102(
para evacuar el calor de Joulé que aparece durante la elec-
troforesis. Como material portador sirven substancias in-
diferentes respecto a proteinas, ventajosamente poli(clo
ruro de vinilo), o sus copolimeros en forma de wn granula-

30. do fino.

6-9~77
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Es recomendable efectwar Ja electroforesis en
el margen alcalino de pH, ventajosamentc & un pH de apro-
ximadamente 8,6, con una intensidad idnica de 0,08 a 0,12
y con una intensidad de campo de'h-é voltios/cm. Si se
utiliza tampdn 0,1 M de dietilbarbituréto sédico con el
valor de pH 8,6 -1la proteina de tejidos se desplaza en el
campo eléctrico en la zona de las proteinas de plasma cla-
sificable como zona ©(, y ﬁl’ -

Para la oﬁtencién de la ¢{-globulina de ele-
vado peso‘molecﬁiar se separa por corte esta zoma y se
eluye respecto de material portador inerte con ayuda de
agva o de soluciones salinas acuosas, por ejemplo de una
solucién de sal comin al 0,5 a 1%. En una Gltima etapa
de purificaciéﬁ el eluato se puede sémeter ventajésamenbe
a una filtracion a través de gel, por'ejemplo sobre un ul-
trafiltro, después de uma coﬁceﬁtracién previa.

Para la obtencién de la nueva proteina de te~
jidos se combinan entre si varias de las medidas citadas
y se vuelve a tratar en tal caso cada vez la fraccion que
contieme la proteina de tejidos, mientras que se desechan
las restantes fracciones. ‘ ‘ _

Sin que haya que deducir de ello restriccion
alguna, a coqtinuacién se va a mostrar a modo de ¢jemplo
una posibilidad sobre cémo se puede obtener la proteina
de tejidos a partir de un tejido de drganos.

Para ello se desmenuzan ﬁor ejemplo placentas

) . .
" humanas y se extraen con agua o con una solucion salina

diluida, convenientemente inferior al 10%, ventajosamente
con una solucién de sal neutra al 0,5%, como por ejemplo

de cloruro de sodio. Convenientemente por 1 kg de placen-
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tas aproximadamente se emplearan 1 a 5 litros de las S0~
luciones de extraccidn. Las porciones no disueltas se
separan del extracto mediante centrifugacion o filtra-
cion. ‘

Se ha manifestado ventajoso cfectuar los tra-
bajos durante la obtencién de la proteina de tejidos por
debajo de la temperatura ambiente, por ejemplo a 102C.

El extracto de placenta desde neutro a 1igefameate alcalid
n6, ajustado.preferentemente a pH aproiimadamente 8 se
mezcla a bontiﬂuacién con un derivado soluble en agua de
una base acridinica, por ejemplo con el lactato de 2-eto
xi-6,9-diaminoacridina, hasta una concentracicn de

0,8 4 0,4% o con un derivado soluble en agua de wna base
quinolefnica, ventajosamente con clorhidrato de bis-(2=
—metil-h~aminoquinoleil-6)~carpamida hasta una concentri-~
cion de 0,3 + 0,15%., E1 precipitado que se forma en este
caso se desecha. Ia porcidn sobrenadante contiene la péé—
te principal de la proteina de tejidos que se ha de enriqie
cer. Después de esto es Conveniente separar el agente -
precipitante en exceso mediante adiciénqde compuestostéﬁe
son capaces de formr un precipitado con el agente preci-
pitante. Las bases acridinicas forman, por ejemplo con
halogenuros, compuestos dificilmente éolubles, por lo que
se aconseja utilizar cloruro de sodio para la separacidn
de la base acridinica. Se consigue una separacidon satis-

factoria con una concentracién de aproximdamente 3 a 7%

{pesosvolumen) de cloruro de sodio. A la solucidn de prof

- i . .’ ) .
teina sobrenmadante se afiade a continuvacion una cantidad

Tr

de una sal utilizable para la precipitacién de substanc ias

proteicas suficiente para que la proteina de tejidos se




A

)

10

15

20

30

6-9-77

Flojn o, ll

expulse de la solucidn. Como sal se utiliza ventajosament
sulfato de amonié: para esto se utiliza convenientemente
una concentracién de saturacion del sulfato de amonio de
30 a 60%, preferentemente de 40 a 50%. E) precipitado

1 $ s .
que se forma tras la adicidn del sulfato de amonio se

obtiene mediante centrifugacién o filtracién, y se disuel-

ve nuevamente en agua. GComo tales precipitados obtenidos
mediante precipitacion salina siguen incluyendo por su
par%e genera;mente todavia agenté,precipitante, es reco-
mendable Efectuar a continuacion una dialisis. Ia solu-
cidn frente a la cual es dializada la solucidn de proteina
es convenientememte una solucion tampdén poco concentrada.
Es oportuno utilizar aqui soluciones tampén que son ha-
bituales en la cromatografia por intercambio de iones y
que permiten una adsorcién de la proteina de tejidos en
un intercambiador de iones débilmente basico.

la solucidn dializada de la protefna de teji-

dos se mezcla a continuacidn en un medio tampdn poco con-

centrado con el intercambiador de iones débilmente bdsico,

por ejemplo dietilaminoetilcelulosa y después de ofectua~
da la adsorcidn de la proteina de tejidos en el intercam-
biador de iones éste se separa, por ejemplo, se filtra de
la solucidn restante. Si la adsorcidn se efectud por
‘ejemplo en un medio ligeramente alcalino (aproximadamente
pH 8,0) ¥ un tampdn con la concentracion de 0,01 moles/li
tro} se ﬁuede efectwar un lavado del intercambiadonge
iones con un tampon 0,02 molar con un valor de pH algo
reducido (por ejemplo 6-7). La concentracidn de sal del
tampén de.elucion puede ser en total.de apréximadamente

0,2 moles/litro.

W
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Es ventajoso mezclar el eluato,de manera si-
milar a la descrita anteriormente, con una cantidad de sal
neutra tal que la proteina pueda obtenerse a partir de la
solucion dilvida como precipitado ¥ a continuacidn en for-
ma cbncentrada, una vez que ha sido disuelta nuevamente.
Para una purificacion adicional se pucde someter a la pro-
tefna, rnucvamente disuelta, a una filtracion a través de
gel. Sec obtienen fracciones enriquecidas de manera espe-
cialmente buena con respecto a la protefna de tejidos bus-
cada, si se utiliza para ello la dextrana . reticulada de

R
la firma Pharmacia, SEPHADEX( )

del tipo G 150, convenien=-
temente en forma de medidas de uma cromatografia de colum=-
na. Para la elucidn puedenservir.soluciones tampén usua-
les en la bioquimica, a las que se les pueden afiadir sales
neutras para aumentar el efecto de fraccionamiento, por '
ejemplo tampdén 0,01 - 0,1 m de éris~hidroximetil~aminometan-
dcido clorhidrico con adicién de NaCl 0 - 5m con valor de
pH desde aproximadamente‘neutro a basico. En este proce~
dimiento de elucidn se busca la proteina de tejidos en las
fracciones eluidas, convenientemente con procedimientos
inmmoldgicos, tras lo cual se separan ¥ se recogen las'
fracciones que contienen la proteina segun la invencion.

Como los eluatos de filtracidn a través de ge]
contienen también la proteina de tejidos en forma diluida,
también aqui estd indicado un enriquecimiento mediante pret
cipitacion con sales neutras, tal como se ha descrito.

La solucidn de proteina de tejidés obtenida
mediante nueva disolucidn del precipitado salino se regula
mediante didlisis frente a una solucidn tampén muy intensa

mente diluida a las condiciones que son iddneas para adsor+
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| ber en hidroxilapatito el mayor mimero posible de las im=
purezas todavia presentes. Aqui son adecuados especial-
mente tampones de fosfato débilmente concentrados, por
ejemplo un tampdn de fosfato sddico aproximadament.e 0,005

- molar, cuyo valor dg pH estd comprendido entre 6,5 y 7;0.
Al producifse contacto del hidroxilapatito con la solucidn
de proteina presente, la proteina de tejidos segin la in-
vencidn se queda en'gran parte en solucion, de mnera que
el hidroxilapatito, con el que estda llena convenientemente
una columné, no deberé tenerse ya en cuenta para el proce-
dimiento giguiente. la fracgién pasada a través de la co-
lumna de hidroxilapatito contiene la proteina de tejidos
buscada en forma nuevamente.enriquecida y purificada.

Una repeticidén de la cromatografia por inter-
cambio de iones, en’la que - a diferencia de la etapa des-
crita anteriormente - ée liena uﬁa columna con el intercam-
biador de iones, la solucion que contiene la proteina de
tejidos se aplica sobre la columna y se eluye con una So=-
lucién salina de concentracidn creciente (gradiente), con-

duce a enriquecimientos adicionales de la proteina de te-
jidos. El procedimiento de purificacion efectuado segin
estas etapas mostradas a modo Qe ejemplo conduce a la pro-
teina de tejidos en una pureza de >99%.

La proteina de tejidos se puede obtencr tame
bién evidentemente segin lo dicho anteriormente en la mis-
ma purcza mediante combinacidn de otras etapas, por éjemplo,
también intercalando una etapa de la electroforesis prepa-
rativa o de la inmunoadsorcién.

La proteina de tejidos obtenida segin la in--

vencidn tiene propiedades antigenas. Una inmunizacion de
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. animales segin métodos conocidos efectuada con ella con-

dujo a la formacion de anticuerpos especificos en la sangrg
de los animales inmunizados. Los sueros de éstos pueden
obtenerse segin procedimientos usuales y enriquecerse los
anticuerpos contenidos en ella.

La especificidad para tejidos comprobada de
la substancia segin la invencién sugiere un significado
para diagndstico. las enfermedades de tejidos se pueden
detéctar en la sangre por la salida de la proteina desde
el tejido al torrente circulatorio. Para esto entran en
consideracion esencialmente los conocidos procedimientos
inmunoldgicos de deteccidn utilizando los anticuerpos
especificos dirigidos contra la proteina de tejidos.

Ia invencidn se explica mis detalladamente en

el ejemplo siguiente:

Ejemplo

‘ 150 kg de placentas cgngeladas a baja t empe-
ratura se désmenuzan y se extraen con 150 litros de una
solucidén acuosa al 0,5% de cloruro de sodio. El extracto
se regula con hidrdxido sédico 2 n a pH & y se mezcla cdn
50 litros de una solucion acuosa al 3% de lactato de dia
minoetoxiacridina. Tras un periodo de espera de 1 hora
se sifona la porcidn sobrenadante que contiene la proteina
de tejidos, se mezcla con 5% de cloruro de sodio sélido
(11 kg) para la separacion del lactato de diaminoetm‘ciacr_:j._
dina.que ha quedado todavia en la solucidn, se filtra y se
mezcla con 30% -en relacidn con el peso del 1{quido- de

sulfato de amonio sdlido y se agita bien a fondo. Al cabo

-de 1 hora se separa el precipitado mediante filtracidn.
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500 g del precipitado recogido sobre el filtro
se disuelven en 500 ml de agua destilada y se dialigzan
frente a una solucidn tampdén 0,01 molar de tris-(hidroxi

metil)-aminometano-dcido clerhidrico con el valor de pH

dializada se centrifuga y'la porcidn sobrenadante se com-
pleta hasta 2.000 ml con la misma solucién tampén, con
solucidn 0,1 n de hidréxido sddico se regula a pi 8,0, y se
mezcia.agitando con 500 g de dietilaminoetilcelulosa hime-
da (firm Serva, Heidelberg), durante 1 hora.

A continuacidn la dietilaminoetilcelulosa se
separa de la solucidn mediante filtracién, se lava dos
veces cada vez con 1l litro de tampén 0,01 molar de tris~
~(hidroximetil)-aminometano~acido clorhidrico con él va-
lor de pH 8,0 v a continuacidn sé eluye tres veces con 500-
ml de tampon 0,02 molar de tris-(hidroximetil)-aminometano-
-dcido clorhidrico, de pH 6,5, que contieme 0,85 % de clo-
ruro de sodio 'y 0,05% de azida de sodio.

A los eluatos unidos se afiade 30% de sulfato
de amonio, referido al peso del liquido, y se agita el
conjunto. El precipitado, que contiené la proteina de
tejidos, se disuelve en 300 ml de agua destilada y se so-
mete a la filtracidn.a través de gel pof medio de SEPHADEX
G-150 utilizando tampén 0,1 molar de tris-(hidroximetil)-
-aminometano-acido clorhidrico de pH 8,0, que contiene 1,0
moles de cléruro de sodio/litro (100: columna de 20 cm).
En este caso el tampon de tris-(hidroximetil)-aminémetano
sirve primeramente como medio de suspension, en el que es-
t4 presente el portador para la filtracidn a través de gel

(R)

- es decir el SEPHADEX G 150. Ia proteina de tejidos

()
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- disuelta en apua destilada se aplica a la columna llena

"ca un gradiente de sal con 0 a 2% de NaCl. Se obtienen 40
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con SEPHADEX(R)

y se eluye con el mencionado tampén de
tris<hidroximetil)-aminometano.

A continuacion se ensayan los eluatos con
antisuero especifico de proteina de tejidos, se recogen
las fracciones que contienen proteina de tejidos vy a
partir de ella# se, precipitan una veg mds las proteinas,
como se ha descrito anteriormente, con 30% de sulfato de
amonio sélido.

| ' la purificacidn adicional se cfectia en
hidroxilapatito (columna de 3 x 23 cm) utilizando un tam-
pén 0,005 m, de fosfato pH 6,8, y a continuacidn mediante

(R) de dietilaminoetilo (Pharmzc:is

cromatografia en SEPHADEX
(columna de 3 x 23 cﬁ) utilizando un tampén de tris-(hidro

ximetil)-aminometano-HCl, pH 7,0. Para la elucidn se apli-

mg de la nueva proteina .de tejidos con una pureza de 99,5%.
El andlisis de aminodcidos depard los siguien-

tes valores (porcentaje molar).

Lisina 5,64 Alanina 7,51
Histidina 1,05' Cistina/2 2,11
Arginina 3,83 Valina ' 6,68
Acido aspartico 9,84 Metionina 0,98
Treonina 4,33 Isoleucina 3,32
Serina 4,78 Leucina 1h,43
Acido glutamico 11,29 Tirosina 5,10
Prolina 6,41 Fenilalanina © 3,08
Glicina 8,65 Triptofano 1,14

—
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RUIVINDISACIONAS

Los puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para qué sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VZINTE afios, son 1os que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Procedimiento para el enriocuecimiento de
proteina de tejidos oue presenta a) una. porcidn proteini.
ca de 94 i 353 un contenido de hidratog de carbono de.5,4
: 2,2, y de ellos hexosas 3,0 : 15, nexosamina 1,2 £ 0,5¢
fueosa 0,2 x 0,2%, 4dcido neurdmico 1,0 * 0,5%; b) un coefi
ciente de sedimentacidn 8380&1 de 3,5 * 0,5 S; ¢) un pun-
to isoeléctrico de 4,9 : 0,3, medido con placas de gel de
poliacrilamida, y de 4,5 * 0,3, medido en una columns de
enfoque eléctrico; d) una movilidad electroforética en la
gama, de las glubulinas of o ¥ /31; e) un coeficiente de

% + .
4 em (278 nm) de 11,9 ~ 1,0, caracterizado vor

extineidn El

-el hecho de que extractos de drgonos o soluciones obteni-

das a partir de ellos, que contienen esta proteins, se so-
meten por lo menos a una de las medidas siguientes, y se

obtiene la fraccidn enriocuecida con respecto a2 la yroteina

de tejidos: a) adicidn de derivados solubles en agua de

una base acridinica o quinolefnica en la gama de valores

de pH 5 a 10 hasta una concentracidn finzl de. aproximada-
mente 0,8%; b) adicién de sales neutras hasta la precipitiz
cidn.de la proteina de'tejidos; ¢) adsorcidén de la protei-

na de tejidos en un intercambiador de iones débilmente bé-
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hidroxilapatito evitundo la fijacidén de la proteina de te-
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~sico y elucidn de éste; d) fraccionamiento por tamiz mole-
cular y obtencidr de las fracciones gue corrésponden a un

peso molecular de aproximadamente 50.000; e) adsorcidn en

jidos; f) electroforesis preparativa en zonas y obtencidn
de la zona intermedia ¢ 2'y Zgl'

22,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 12
caracterizado por el hecho de gue como extracto de drganos
se utiliza un extracto de placentas humanas.

3g,~ Procedimiento para el enriquecimiento de
proteina de tejidos.

Tal y como se ha descrito en la iemoria que
antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de dieciocho hojas escri-

tas 2 mdquina por una sola cara.

Madrid, 30.NOV.1677

P.A. ~ Alberto de Elzcburu
" Por Poler, .
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