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La invención se refiere a una proteína es­

pecífica de tejidos, es decir a.una substancia que es compo­

nente de tejidos de órganos, y a un procedimiento para su 

obtención.
A partir de órganos desintegrados de mamí­

feros se pueden aislar varias substancias ya descritas, en 

forma relativamente pura. Es conocida por ejemplo la pro­

teína ferritina ferruginosa, que puede obtenerse a partir 

de tejido de placentas, pero también se ha detectado su 

presencia é.n el estómago, bazo, hígado, riñones, útero y . 

pulmón.
Objeto de la invención es una nueva pro­

teína de tejidos. Se caracteriza ésta por una porción pro- 

teínica, que comprende fundamentalmente aminoácidos tipo 

de 94 ¿  3%j
una porción de hidratos de carbono de 5,4 + 2 ,2%, de ella 
hexosas 3,0 + 1%, hexosamina 1 ,2 + 0,5%) fucosa 0,2 + 0,2%, 

acido neuramico 1 ,0 + 0,5%,
, c=0 , 1un coeficiente de sedimentación ,, d e 3 ,5 S + 0,5 S,¿u,w —*

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

gel de poliamida, y de 4,5 + 0,3 medido en una columna de 

enfoque eléctrico

una movilidad electroforática en la gama de ]as globulinas

y Fi,
un coeficiente de extinción {278 nm) de 1 1 ,9  + 1 ,0 y1 cm ***
una reacción inmunológica específica con un anticuerpo di­

rigido específicamente contra la proteína.

Como distintivo especial de la nueva pro­

teína de tejidos se puede afirmar que se puede detectar su 

presencia tanto en órganos fetales como también en órganos
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..adultos de mamíferos. En los primates, especialmente en 

el ser humano, la proteína ha sido detectada en los si­
guientes órganos fetales: corazón, hígado, riñones, pul­

món, estómago, cerebro, además en los siguientes órganos 
adultos: corazón, pulmón, piel, estómago, riñones, útero, 

hígado, bazo, glándulas suprarrenales, colon, recto, vejiga 

Con métodos inmunológicos cuantitativos se pueden detectar 
en este caso generalmente por lo menos 10 mg de la proteína 

en 100 g de tejido. También en la placenta está presente 
el producto en el orden de 10 mg/100 g de tejido. Sin em­

bargo la placenta se aconseja especialmente para el aisla­

miento de la proteína. En eritrocitos se puede detectar 
un contenido de 1 mg de proteína/100 mi de eritrocitos, 

pero en cambio no se puede detectar la proteína en el plas­

ma o suero de personas sanas.

Para aclarar las características distintivas 

de la proteína se puede citar lo siguiente:
La determinación del coeficiente de sedi­

mentación se efectuó en una ultracentrífuga analítica a 

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 2#0 nm, utilizando 

agua como disolvente y una concentración de proteína de 

1 mg/ml en una celda de sedimentación en capas de una ul­
tracentrífuga analítica ayudándose de lo descrito en Vino 
grad, Proc. Acad. Sei. USA, 49, 902 (1963).

El peso molecular se calculó por una parte 

en la ultracentrífuga por medio de la determinación del 

, equilibrio de sedimentación según Yphantis. Resultó un va­
lor de 37*100+1.400.
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Por otra parte en la investigación de la 

proteína en un gel portador que contiene 0,1% de dodecil 

sulfato sódico, que consiste en poliacrilamida, la mayor 

parte de la proteína se descompuso en dos subunidades con 

un peso molecular de 22.000 + 2.000. be aquí se puede de­

ducir respecto a la proteína nativa un peso molecular de 

44*.000 + 4.000.,

Para determinar el punto isoeléctrico se 

aplicó el procedimiento del enfoque isoeléctrico utilizando 

aparatos y reactivos vendidos para esto por la firma LKB,

Estocolmo.
Si se utilizan placas de gel de poliamida 

de 3a firma LKB, resulta un punto isoeléctrico de 4,9 + 0,̂  , 
pero si se aplica en cambio una columna de enfoque eléctri­

co de la misma firma con los reactivos recomendados para 

esto se encuentra un punto isoeléctrico de 4,5 + 0,3 en 
relación con la proteína según la invención.

la movilidad electroforética se determinó 

utilizando acetato de celulosa como lamina portadora.

Los hidratos de carbono se determinaron 

según Schultze, H.E.; Schmidtberger, R.; Haupt, H.; 

Untersuchungen über die gebundenen Kohlenhydrate in iso 

lierten Plasmaproteinen. Biochem. X., 329, 490, (1958).
Un análisis de aminoácidos se efectuó se­

gún Moore, S.; Spackmann, D.H.; Stein, W.H.; Chromatography 

of amino acids on sulfonated.plystyrene resins. Anal.

Chem., j¡0, 1185, (1958) utilizando un cromatógrafo de lí­
quido.

Aquí se manifestó que los aminoácidos re­

presentados con la mayor frecuencia en la cadena peptídica

üojR nAm. 3
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_son leucina, ácido glutámico, ácido aspártico y glicina.
La caracterización inmunológica de la subs­

tancia se efectúa de la manera más sencilla según un pro­

cedimiento de difusión conocido, en el que el antígcno, 

es decir la proteína, y un anticuerpo dirigido contra la 

proteína, 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 

de la reacción se encuentran mutuamente en una proporción 

favorable, se forma un precipitado visible. Según este 

conocimiento es evidente para el técnico que todas las téc­

nicas inmunológicas se pueden utilizar para la detección y 

para la,determinación tanto de la nueva proteína de tejidos 

como también de los anticuerpos dirigidos contra la proteína 

de tejidos.
Objeto de la invención son además procedi­

mientos para la obtención de la proteína caracterizada an­
teriormente, que 'se distinguen por el hecho de qup extrac­
tos de órganos, generalmente extractos acuosos de órganos, 
que contienen esta proteína, se fraccionan tomando como ba­

se los siguientes criterios hallados según la invención:
La proteína puede ser precipitada con sales 

neutras. Con el sulfato de amonio utilizado habitualmente 

para esta clase de precipitaciones se precipita la proteína 

con una concentración de saturación de la sal de 30 á 60% 

en una gama de pH próximos al punto neutro.

Según su peso molecular la proteína puede 

obtenerse mediante medidas que son adecuadas para la sepa- 

j ración de substancias con pesos moleculares comprendidos 

entre 35 y 50.000. Para esto se utilizan ventajosamente

HoJ<. Múm.
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los métodos de la filtración a través de gel o de la Ultra- 

filtracién.

La proteína de tejidos, con un valor de 
pH neutro o ligeramente alcalino, se adsorbe en intercam- 

biadóres de iones débilmente básicos, utilizándose ventajo­

samente en este caso una solución tampón comparativamente 

poco concentrada, pues mediante aumento de la concentración 

de sal o también disminuyendo el valor de pH se puede im­

pedir la adsorción. Por otra parte, conociendo este com­

portamiento, se ofrece la posibilidad de adsorber la pro­

teína de tejidos y de volver a eluirla utilizando solucio 
nes salinas más concentradas o soluciones tampón con valo 

res de pH reducidos.
Se ha puesto de manifiesto que la proteína 

de tejidos no se precipita con las bases orgánicas soluble 
en agua de las series de acridina y quinoleína, que se uti­

lizan habitualmente para procedimientos de precipitación 

de proteínas. En la concentración habitual en estos proce 

dimientos aquélla permanece en la porción sobrenadante acuc 

sa. Según esto se puede utilizar para la precipitación de 
proteínas acompañantes por ejemplo una base acridínica, tal 

como el lactato de 2-etoxi-6,9-diaminoacridina o una base 

quinolénica tal como clorhidrato de bis-(2-metil-4-amino 

quinoleil-6)-carbamida, permaneciendo en la porción sobre 

nadante la proteína de tejidos según la invención.
Similares consideraciones pueden aplicarse 

al utilizar hidroxilapatito como adsorbente para proteínas. 

La proteína de tejidos no presenta ninguna afinidad espe­

cial con el hidroxilapatito, y en cambio una serie de pro­
teínas acompañantes es retenida por el hidroxilapatito.

üojn násn. 5
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Sobre la base del conocimiento de la movi­

lidad electrof orática se puede utilizar la electroforesis 
preparativa por zonas para el enriquecimiento, o aisla­

miento, de la proteina de tejidos.
La afinidad de la proteina de tejidos en 

virtud de su comportamiento inmunológico se puede utili­

zar para enriquecer la proteina con ayuda de los llama­

dos procedimientos de inmunoadsorción. Para esto se puede 

obtener de forma en sí conocida un inmunoadsorbente, es 
decir un anticuerpo fijado a un portador, contra la pro- - 

teína de tejidos, que sea capaz de fijar específicamente 

la proteina de tejidos. La proteina puede eluirse nueva­

mente después de .esto modificando las condiciones del me­

dio.
Mediante una combinación selecta de los mé­

todos mencionados, que conducen por una parte al enrique­

cimiento de la proteina de tejidos y por la otra a su se­

paración de Jas restantes proteínas acompañantes, puede te­

ner lugar el aislamiento de la substancia según la inven­
ción. En consecuencia, como objeto de Ja presente inven­

ción deberán considerarse las diversas etapas de enrique­

cimiento, para la proteina de tejidos y los procedimientos 

para su purificación resultantes gracias.a la combinación 

de las medidas para el enriquecimiento.
' El procedimiento para el enriquecimiento se

caracteriza por la aplicación de al menos una de las me­

didas siguientes a extractos de órganos o a soluciones ob­

tenidas a partir de ellos, que contienen la proteina d: te- 

jit'.fr 'y'.sulnr y por la obtención subsiguiente de la frac­

ción enriquecida con respecto a la proteina de tejidos:
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a) Adición de derivados solubles en agua de 

una base acridínica o quinoleínica, preferentemente del 

lactato de 2-etoxi-6,9-diaminoacridina, en la gama de 

valores de pH de 5 a 10, preferentemente a pH 3 aproxi- 

madamente, hasta una concentración final de alrededor de 

0,3% (peso respecto a volumen), permaneciendo esencialmen­

te en la porción sobrenadante la proteína de tejidos.

b) Adición de sales neutras hasta la precipi- 

tacion de la protema de tejidos, preferentemente del sul-

.fato de amonio a un valor de pH aproximadament e neutro 

hasta 30 - 60% de la concentración de saturación del sul­

fato de amonio.
c) Adsorción de la proteína de tejidos en un 

intercambiador de iones débilmente básico, como dietilami 
noetilcelulosa, con una conductividad de la solución de

0 a 2 mS y un valor de pH neutro o débilmente alcalino, 
por ejemplo utilizando un tampón aproximadamente 0 ,0 1 M 

con el valor de pH de aproximadamente 3. Un tampón que 

se ha de usar preferentemente es tris-hidroximetilaminome 

tano-HCl. La elución de la proteína de tejidos puede lo­

grarse mediante desplazamiento del valor de pH a <^pH 

7,0 o mediante aumento de la conductividad a J>5 mS.

d) Separación en virtud del tamaño molecular 

(fraccionamiento por tamiz molecular). Es especialmente 
adecuada la filtración a través de gel en una columna, 
llena con un polímero de tamaño de poros adecuado, por 
ejemplo de dextrana reticulada con epiclorhidrina, que es

(R)fabricado como SEPHADEX por 3a firma Pharmacia, Uppsala, 

con el objeto de enriquecer proteínas con un peso molecu­

lar de aproximadamente 50.000. Sin embargo, se pueden

Hoja núm. 7
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- utilizar también productos tales como ULTROGEL^ de LKB, 
Bromma o BIO-GEL de Bio-Rad Laboratories, Richmond,

California.

e) Realización de una adsorción con hidroxil 

apatito. Como en condiciones que se observan habitualmen­

te en la bioquímica preparativa la proteína de tejidos no 

es fijada por el hidroxilapatito, éste es un agente ade­
cuado para eliminar de la solución proteínas acompañantes 

de la protema de tejidos. La solución de protema de te­

jidos se regula convenientemente para esto a un valor de 

pH en torno al punto neutro y la conductividad de la so­

lución se mantiene en 1 mS aproximadamente.

f) Electroforesis preparativa en zonas.
La solución que contiene la proteína, qué 

es adecuada para la realización de una electroforesis de 
proteínas, preferentemente una solución tampón alcalina, 
por ejemplo un tampón de dietilbarbiturato sódico con el 

pH 6,6 , intensidad iónica =0,1, se introduce para esto en 

un aparato para ia electroforesis preparativa, tal como se 

describe por ejemplo por N. Heimburger y R. Schmidtberger 

en Behringwerke-Mitteilungen, cuaderno 43, paginas Ó3 y 
siguientes, especialmente en las paginas 119-120. Este 
aparato consiste en la disposición horizontal de una elec­

troforesis a través de portador en una cuba abierta, en la 

que el material portador se enfría hasta por debajo de 10&( 

para evacuar el calor de Joule que aparece durante la elec­

troforesis. Como material portador sirven substancias in­

diferentes respecto a proteínas, ventajosamente poli(cío 

ruro de vinilo), o sus copolímeros en forma de un granula­

do fino.

6-9-77
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Es recomendable efectuar 3a electroforesis en 
el margen alcalino de pH, ventajosamente a un pH de apro­

ximadamente 3,6, con una intensidad iónica de 0,0# a 0 ,12 

y con una intensidad* de campo de 4-6 voltios/cm. Si se 

utiliza tampón 0 ,1 M de dietilbarbiturato sódico con el 

valor de pH 3,6 -la proteína de tejidos se desplaza en el 

campo eléctrico en la zona de las proteínas de plasma cla- 
sificable como zona y

Para 3a obtención de la (^(-globulina de ele­

vado peso molecular se separa por corte esta zona y sé 

eluye respecto de material portador inerte con ayuda de 

agua o de soluciones salinas acuosas, por ejemplo de una 

solución de sal común al 0,5 a 1%. En una última etapa 
de purificación el eluato se puede someter ventajosamente 

a una filtración a través de gel, por ejemplo sobre un ul- 
trafiltro, después de una concentración previa.

Para 3a obtención de la nueva proteína de te-' 

jidos se combinan entre sí varias de las medidas citadas 

y se vuelve a tratar en tal caso cada vez la fracción que 

contiene la proteína de tejidos, mientras que se desechan 

las restantes fracciones.

Sin que haya que deducir de ello restricción 
alguna, a continuación se va a mostrar a modo de ejemplo 
una posibilidad sobre cómo se puede obtener la proteína 

de tejidos a partir de un tejido de órganos.

Para ello se desmenuzan por ejemplo placentas 

humanas y se extraen con agua o con una solución salina 

diluida, convenientemente inferior al 10%, ventajosamente 

con una solución dé 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 emplearán 1 a 5 litros de las so­

luciones de extracción. Las porciones no disueltas se 

separan del extracto mediante centrifugación o filtra­

ción.
Se ha manifestado ventajoso efectuar los tra­

bajos durante la obtención de la proteína de tejidos por 

debajo de la temperatura ambiente, por ejemplo a lO^C.

El extracto de placenta desde neutro a ligeramente alcali 

no, ajustado.preferentemente a pH a próxima dame nt e S se 

mezcla a continuación con un derivado soluble en agua de 

una base acridínica, por ejemplo con el lactato de 2-eto 
xi-6,9-diaminoacridina, hasta una concentración de 

0 ,8 + 0,4% o con un derivado soluble en agua de una base 
quinoleínica, ventajosamente con clorhidrato de bis-(2- 

-metil-4-aminoquinoleil-6)-carbamida hasta una concentra­

ción de 0,3 + 0,15%. El precipitado que se forma en este 
caso se desecha. La porción sobrenadante contiene la par­

te principal de la proteína de tejidos que se ha de enriqi 

cer. Después de esto es conveniente separar el agente ' 

precipitante en exceso mediante adición de compuestos que 

son capaces de formar un precipitado con el agente preci­

pitante. Las bases acridínicas forman, por ejemplo con 
halogenuros, compuestos difícilmente solubles, por lo que 

se aconseja utilizar cloruro de sodio para la separación 

de la base acridínica. Se consigue una separación satis­
factoria con una concentración de aproximadamente 3 a 7% 

(peso{volumen) de cloruro de sodio. A la solución de pro. 

teína sobrenadante se añade a continuación una cantidad 
de una sal utilizable para la precipitación de substancia^ 

proteicas suficiente para que la proteína de tejidos se
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- expulse de la solución. Como sal se utiliza ventajosamente 

sulfato de amonio: para esto se utiliza convenientemente 

una concentración de saturación del sulfato de amonio de 

30 a 60%, preferentemente de 40 a 50%. El precipitado 

que se forma tras la adición del sulfato de amonio se 

obtiene mediante centrifugación o filtración, y se disuel­

ve nuevamente en agua. Como tales precipitados obtenidos

mediante precipitación salina siguen incluyendo por su
! "

parte generalmente todavía agente precipitante, es reco­

mendable efectuar a continuación una diálisis. La solu­
ción frente a la cual es dializada la solución de proteína 
es convenientemente una solución tampón poco concentrada.

Es oportuno utilizar aquí soluciones tampón que son ha­
bituales en la cromatografía por intercambio de iones y 

que permiten una adsorción de la proteína de tejidos en 

un intercambiador de iones débilmente básico.
La solución dializada de ]a proteína de teji­

dos se mezcla a continuación en un* medio tampón poco con­
centrado con el intercambiador de iones débilmente básico, 

por ejemplo dietilaminoetilcelulosa y después de efectua­

da la adsorción de la proteína de tejidos en el intercam­

biador de iones éste se separa, por ejemplo, se filtra de 

la solución restante. Si la adsorción se efectuó por 

ejemplo en un medio ligeramente alcalino (aproximadamente 

pH 8,0) y un tampón con la concentración de 0 ,01 moles/ 1 1  

tro', se puede efectuar un lavado del intercambiádmele 
iones con un tampón 0,02 molar con un valor de pH algo 
reducido (por ejemplo 6-7). La concentración de sal del 

tampón de.elución puede ser en total de aproximadamente 

0,2 moles/litro.

6-9-77



p- H o ja  a fu a . 1 2

10

15

20

25

30

6-9-77

Es ventajoso mezclar el eluato, de manera si­

milar a la descrita anteriormente, con una cantidad de sal 

neutra tal que la proteína pueda obtenerse a partir de la 

solución diluida como precipitado y a continuación en for­
ma concentrada, una vez que ha sido disuelta nuevamente. 

Para una purificación adicional se puede someter a la pro­

teína, nuevamente disuelta, a una filtración a través de 

gel. Se obtienen fracciones enriquecidas de manera espe­

cialmente buena con respecto a la proteína 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 una cromatografía de colum­

na. Para la elución puedenservir.soluciones tampón usua­
les en la bioquímica, a las que se les pueden añadir sales 

neutras para aumentar el efecto de fraccionamiento, por 
ejemplo tampón 0 ,01 - 0 ,1 m de tris-hidroximetil-aminometai, 

ácido clorhídrico con adición de NaCl 0 - 5 m con valor de 

pH desde aproximadamente neutro a básico. En este proce­

dimiento de elución se busca la proteína de tejidos en las 

fracciones eluidas, convenientemente con procedimientos 
inmunológicos, tras lo cual se separan y se recogen las 

fracciones que contienen la proteína según la invención.

Como los eluatos de filtración a través de gel 
contienen también la proteína de tejidos en forma diluida, 

también aquí está indicado un enriquecimiento mediante pre­

cipitación con sales neutras, tal como se ha descrito.
La solución de proteína de tejidos obtenida 

mediante nueva disolución del precipitado salino se regula 

mediante diálisis frente a una solución tampón muy intensa 

mente diluida a las condiciones que son idóneas para adsor--
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-ber en hidroxilapatito el mayor número posible de las im­

purezas todavía presentes. Aquí son adecuados especial-r 

mente tampones de fosfato débilmente concentrados, por 

. ejemplo un tampón de fosfato sódico aproximadamente 0,005 

molar, cuyo valor de pH está comprendido entre 6,5 y 7 )0.

Al producirse contacto del hidroxilapatito con la solución 

de proteína presente, la proteína de tejidos según la in­

vención se queda en gran parte en solución, de manera que 

el hidroxilapatito, con el que está llena convenientemente 

una columna, no deberá tenerse ya en cuenta para el proce-' 
dimiento siguiente. La fracción pasada a través de la co­

lumna de hidroxilapatito contiene la proteína de tejidos 

buscada en forma -nuevamente enriquecida y purificada.

Una repetición de la cromatografía por inter­
cambio de iones, en la que - a diferencia de la etapa des­

crita anteriormente - se llena una columna con el intercam­

biador de iones, la solución que contiene la proteína de 

tejidos se aplica sobre 3a columna y se eluye con una so­

lución salina de concentración.creciente.(gradiente), con­

duce a enriquecimientos adicionales de la proteína de te­

jidos.. El procedimiento de purificación efectuado segtín 

estas etapas mostradas a modo de ejemplo conduce a la pro­
teína de tejidos en una pureza de > 99%.

La proteína de tejidos se puede obtener tam­

bién evidentemente según lo dicho anteriormente en la mis­
ma pureza mediante combinación de otras etapas,por ejemplo, 

también intercalando una etapa de la electroforesis prepa­

rativa o de la inmunoadsorción.
La proteína de tejidos obtenida según la in-< 

vención tiene propiedades antígenas. Una inmunización de

6-9-77
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animales según métodos conocidos efectuada con ella con­
dujo a la formación de anticuerpos específicos en la sangre 

de los animales inmunizados. Los sueros de estos pueden 

obtenerse según procedimientos usuales y enriquecerse los 

anticuerpos contenidos en ella.
La especificidad para tejidos comprobada de 

la substancia según la invención sugiere un significado 

para diagnóstico. Las enfermedades de tejidos se pueden 

detectar en la sangre por la salida de la protema desde 
el tejido al torrente circulatorio. Para esto entran en 

consideración esencialmente los conocidos procedimientos 

inmunológicos de detección utilizando los anticuerpos 

específicos dirigidos contra la proteína de tejidos.
La invención se explica mas detalladamaite en 

el ejemplo siguiente:

Ejemplo

20

25

30

150 kg de placentas congeladas a baja tempe­

ratura se desmenuzan y se extraen con 150 litros de una 

solución acuosa al 0,5% de cloruro de sodio. El extracto 
se regula con hidróxido sódico 2 n a pH 6 y se mezcla con 

50 litros de una solución acuosa al 3% de iactato de dia 

minoetoxiacridina. Tras un período de espera de 1 hora 

se sifona la porción sobrenadante que contiene la proteína 

de tejidos, se mezcla con 5% de cloruro de sodio sólido 

(11 kg) para la separación del lactato de diaminoetoxiacri 
dina que ha quedado todavía en la solución, se filtra y se 

mezcla con 30% -en relación con el peso del líquido- de 

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

de 1 hora se separa el precipitado mediante filtración.
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500 g del precipitado recogido sobre el filtro 

se disuelven en 500 mi de agua destilada y se dializan 

frente a una solución tampón 0 ,01 molar de tris-(hidroxi 

metil)-aminometano-ácido clorhídrico con el valor de pH 

7)0 que contiene 0,05% de azida de sodio. La solución 
dializada se centrifuga y la porción sobrenadante se com­

pleta hasta 2.000 mi con la misma solución tampón, con 

solución 0,1 n de hidróxido sódico se regula a pH 3,0, y se
í ,mezcla agitando con 500 g de dietilaminoctilcelulosa húme­

da (firma Serva, Heidelberg), durante 1 hora.

- A continuación la dietilaminoetilcelulosa se

separa de la solución mediante filtración, se lava dos 
veces cada vez con 1 litro de tampón 0 ,0 1 molar de tris- 

-(hidroximetil)-aminometano-ácido clorhídrico con el va­

lor de pH 3,0 y a continuación se eluye tres veces con 500 

mi de tampón 0,02 molar de tris-(hidroximetil)-aminometano- 

-ácido clorhídrico, de pH 6,5, que contiene 0,35 % de clo­
ruro de sodio y 0,05% de azida de sodio.

A los eluatos unidos se añade 30% de sulfato 

de amonio, referido al peso del líquido, y se agita el 
conjunto. El precipitado, que contiene la proteína de 

tejidos, se disuelve en 300 mi de agua destilada y se so­

mete a la filtración.a través de gel por medio de SEPHADEX 

G-150 utilizando tampón 0,1 molar de tris-(hidroximetil)- 
-aminometanó-ácido clorhídrico de pH 3,0, que contiene 1,0 
moles de cloruro de sodio/litro (100: columna de 20 cm).

En este caso el tampón de tris-(hidroximeti1)-aminometano 
sirve primeramente como medio de suspensión, en el que es­

tá presente el portador para la filtración a través de gel 
- es decir* el SEPHADEX^ G 150. La proteína de tejidos

H o ja  n ú m .1 5
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- disuelta en agua destilada se aplica a la columna llena
(Rlcon SEPHADEX^ y se eluye con el mencionado tampón de 

tris-(hidroximetil)-amin ometano.

A continuación se ensayan los eluatos con 
antisuero específico de proteína de tejidos, se recogen 

las fracciones que contienen proteína de tejidos y a 

partir de ella^ se, precipitan una vez más las proteínas, 

como se Tía descrito anteriormente, con 30% de sulfato de 

amonio sólido.
la purificación adicional se efectúa en 

hidroxilapatito (columna de 3 x 23 cm) utilizando un tam­
pón 0,00$ m, de fosfato pH 6,6, y a continuación mediante

(R)cromatografía en SEPHADEX^ ' de dietilaminoetilo (Pharmacia) 

(columna de 3 x 23 cm) utilizando un tampón de tris-(hidro 

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

'ca un gradiente de sal con 0 a 2% de NaCl. Se obtienen 4o 

mg de la nueva proteina .de tejidos con una pureza de 99)5%.

El análisis de aminoácidos deparó los siguien­

tes valores (porcentaje molar).

Lisina 5,64 Alanina 7,51

Histidina 1,05 Cistina/2 2 ,1 1

Arginine 3,63 Val ina 6,66

Acido aspártico 9,64 Metionina 0,96

Treonina 4,33 Isoleucina 3,32

Serina 4,73 Leucina 14,43

Acido glutámico 11,29 Tirosina 5,10

Prolina 6,4i Fenilalanina - 3,06

Glicina 6,65 Triptófano 1,14
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Los puntos de invención propia y nueva que se 
presentan para qué sean objeto de esta solicitud de Paten­
te de Invención en España, por VEINTE años, son los que se 
recogen en las reivindicaciones siguientes:

13.- Procedimiento para el enriquecimiento de

15

proteína de tejidos que presenta a) una porción proteíni-
i ,ca de 9 4 - 3 % ?  un contenido de hidratos de carbono de 5,4 

4- . JL .- 2,%, y de ellos hexosas 3)0 - 1^, hexosamina 1 ,2  ± 0,5%,
i. , 4- "fucosa 0 ,2 - 0,^, ácido neurámico 1 ,0  - 0,5/'-; b) un coefi

cíente de sedimentación de 3)5 -0,5 S; c) 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 columna de 
enfoque eléctrico; d) una movilidad electroforética en la

20
gama de las glubulinas „ y /3 - ; e) un coeficiente de
extinción E,' (278 nm) de 1 1 ,9  - 1 ,0, caracterizado ñor l cm
- el hecho de que extractos de órganos o soluciones obteni­
das a partir de ellos, que contienen esta proteína, se so­
meten por lo menos a una de las medidas siguientes, y se 
obtiene la fracción enriquecida con respecto a la proteína

.25 de tejidos: a) adición de derivados solubles en agua de 
una base acridínica o quinoleínica en la gama de valores 
de pH 5 a 10 hasta una concentración final de. aproximada! 
mente 0,8%; b) adición de sales neutras hasta la precipita 
ción.de la proteína de tejidos; c) adsorción de la proteí-

30 na dé tejidos en un intercambiador de iones débilmente bá-

24.11.77
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-sico y elución de óste; d) fraccionamiento por tamiz mole­
cular y obtención de las fracciones que corresponden a un 
peso molecular de aproximadamente 50.00C; e) adsorción en 
hidroxilapatito evitando la fijación de la proteína de te­
jidos; f) electroforesis preparativa en zonas y obtención 
de la zona intermedia ^  ̂  y /^i*

23.--Procedimiento según la reivindicación 13 
caracterizado por el hecho de que como extracto de órganos 
se utiliza un extracto de placentas humanas.

35.- Procedimiento para el enriquecimiento de 
proteína de tejidos.

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

Esta Memoria consta de dieciocho hojas escri­
tas a máquina por una sola cara.
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