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ILa invencién se refiere a un procedimiento para

/ _ s '
preparer una nueva glucoproteina a partir de sueros huma-

nos.

La.nueva glucoprotefna se distingue de las pro-
teinas de suero humano, descritas hasta ahora, en sus pro-
piedades figsicas e inmumoquimicas. ‘

A La glucoproteina, preparada de acuerdo con elfﬁ;bn
cedimiento segiin el invento se caracteriza por los sigﬁéég

ar Ay

teg pardmetros:

A

a) constante de sedimentacién en la ultra-
centrifuga's,l S+ 0,2 : et

b) peso molecular de 49.606 + 4.900;

¢) movilidad electroforéiica en la zona de

las ﬁéwglobulinas del suerc humano;
d) margen isoeléctrico pH 3,8 - 4,1;

e) coeficiente de extineién E 1 cm, 280 mm

= 1% 7,0 &+ 0,2;

£) contenido de aproximademente T7 + 2 % de
X —aminodcidos con una proporcidén de 17
4+ 2 % de leucina y aproximadamente 22 %

de hidratos de carbono

g) reaccidén inmmolézica especifica con an-
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i ‘ticuerpos dirigidos contra la glucoprotef-

~ na.

Pare la determinacidén de los pardmetros se utbi-
lizaron los siguientes procedimientos analiticos:

Los andlisis por ultracentrifugacién se realiza-
ron con wna ultracentrifuga de la firma Beclmann, modelo
E., En el endlisis ultracentrifuga se utilizé la prdteina
en;O,Z% (peso/volumen) en solucién de sal comin al 0,9%.
L; sedimentacién se efectué con 60,000 revoluciones por
minuto y a 202C en wa celda de recubrimiento. El regis-
tro se efectud ubilizando la técnica del explorador de
ultravioletas a 280 mm, Una determinacién del peso molecu~
ler deducible de ella se efectud segin el método de equi-
librio segln Yphantis, '

El enfoque isoeléctrico se realizé con ayuda de
un sistema de aparatos, distribuido por la firma LKB;

Estocolmo, Suecia y con los reactivos adquiridos de allf,

| Se empled una columna de 440 ml con sustancias tampén es-

peciales para ello en el margen de los valores de pH de
3 ab.
El andlisis de%ﬁﬂratos de carbono se realizd
segiin Schultze, . Schmidtberger, Haoupt (1958) Biochem. Z.,
volumen 329, péginas 490 a 507,
El andlisis de aminoééidos se ‘efectud segln

Spackman, Stein y Moore (1958), Anal. Chem. 30, pégina




SN

s ———— i S o L o A A AV 8 A LY Sl S Fmnr S e

o m—on S—t——— s e

10

15

20

25

5078
(MLF)

Heoja ntim. _.7)

_—

,1190. Se empled un analizador de.sminodcidos Multichrom
B ?e la firma Beckmann.

Para la determinacidn inmunolégica de la nue~
va glucoproteina se empled un antisuero, que habia sido
obtenido por inmunizacidén de conejos a lo largo de un pe
riodo de seis semanas con la proteina aislada, empleando
el coadyuvante completo de Freund. la determinacién cuan

¢ . < e
titativa de la proteina con ayuda de este anbisuero es.

T AT

realizable segin el método de Laurell (1966}, Analyt;i
Biochem. volumen 15, paginas 45 a 52. Debido al'méswélg
mativo parémetro de la nueva proteina, z saber a la cdﬁg
tante de sedimentacién relativamente baja de 5,1 6 i;bié,
al contenido llamativamente elevado de leucina y a 1éfﬁé
'cil caracterizabilidad debida a la emigracién hasta ﬁﬁ
8,6 en la zoma of é de las proteinas, la nueva proteéﬁa
es designada como la glucoproteina 3,1—Sw52, rica.ehflég
cina. '

En el procedimiento para ia preparacidén de la
glucoproteina B,l—Swocz, rica en leucina se parte de solu
ciones que contienen esta proteina, especialmente de sue
ro sanguineo humano, enriqueciéndose la proteina a través
de varias etapas de prdécedimiento hasta 1la purificacidn.
Objetivo de los enriquecimientos es en cada c&so, o bien

precipitar la proteina lo mds libre posible de componen-

tes adicionales de suero, o bien precipitar componentes
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;
de sué}o acompafiantes y mantener on solucién la gluco-
pfoteina 3,1—Stx2, rica en leucina.’ Objeto de la invencién
es pof consiguiente un procedimiento para la preparacidn
de glucoproteina 3,1—8062, rica en 1euc%pa, en el que en-
cuentra utilizacidén por lo menos una déwlas siguientes

etapas de procedimieato hasta ia purificacifn de la pro-

-telnas

a) adicién de una sal neutra, empleada usualmente en la
quimica de proteinas para el fraccionamiento, hasta la
precipitacién de la glucoproteina 351-8-0C,, rica en leu-
cina, preferentemente de sulfato de amonio en una canti-
dad de 2,4 z 2,8 moles/litro con un valor de pH neutro;
b) mediante adicidn de un disolvenbe orgénico; empleado
usualmente en la quimica de protefnas para el fracciouna-
miento, hasta una concentracién, en la que la glucoproief-
na 3,1~S—(Zé, rica en leucina, permanece precisamente to-
davia en solucién y se precipitan proteinas acompafiantes,

preferentemente mediante adicidn de 40% (wolumen/volumen)

‘de etanol a una solucidén tamponada en margen de pH aébil-

mente 4cido a una temperatura de -8 a 020, preferentemente
de ~5eC, ) |
Este procedimiento de precipitacién de la
glucoproteina significa que ésta permanece en solucién
con los conocldos procedimientos de fraccionamiento de

plasma con ayuda de etanol segin el método VI de Cohn
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459) La por016n sobrenadante alcohéllca remanente de es~

Hola nfira. 5

'y

te procedlmlento de preclpltaclén contiene solamente 1 a
26 de todas lss proteinas de plasma. Esto indica adicio-
nalmente al experto gque el ﬁfocedimiento de fraccionamien
to segin Cohn es especialmente adeéuado para enriquecer
la nueva glucoproteina frente a otras proteinas de plas-
ma. .

¢) Adicibn de sales, solubles en agua, de bases de acri-
dina, preferentemente el lactato de 2-etoxi-6,9-diamino-
acriqina hasta una concentracidn de 0,01 moles/litro en
el margen de pH desde neutro hasta ligeramente alcalino,
En este €880 no se precipita la nueva glucoproteina
5,1S€i2, mientras que la mayor parte de las proteinas de
plesma con excepcién de la gamma globulina se précipitan
por medio de esta medida,

Por consiguiente, una precipitacidén frac-
cionada de una solucidén de proteinas, que Jjunto a gluco=
proteina 3,189{2 rica en leucina, contiene ademis otras
proteinas de plasma,. con bases de ascridina se manifiesta
como etapa ventajosa de purificacidén pars la nueva protel
na, ya que en este caso se precipita una gran parte de las
proteinas acompaﬁanteé. |
d) Adicidén de 4cidos orgénicos empleados en la quimica

de proteinas para la precipitaecién de proteinas, prefe-
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cibn de 0,2 ﬁoleé/litro, ﬁermaneciendq en sqlﬁcién la
glucoproteina 5,1—S-€Xé rica en leucina,

' De este medida se sabe que es capaz de pre
cipiter la parte de globulina de las proteinas del plas-~
ma, Por consiguiente aquélls se manifiesta igualmente co
mo adecusda, para eﬁriqueccr la nueva glucoproteina en
solucibn ;

En luger de cido tricloroacético pueden
utilizarse tembién otros dcidos pare el enriquecimiento
de la nueva glucoproteina, tales como por ejemplo dcido
perclérico o &cido sulfosalicilico. Con &cido perclérico,
la concentraéién final enpleada usuaimente bara el f{raé-
cionamientq estd entre 0,4 y 0,5 moles/litro. Con estas
concentraciones la nueva glucoproteina permanece en solu
cibn. |
e) Calentamiento de la solucidén de proteinss que contiens
la glucoproteina 3,1-S- Sy, vica en leucina, durante un
tiempo cqrto a una temperatura proxima a 1002C con un va

lor de pH desde neutro hasta ligeramente écido.:Prefereg

soluciones de proteinas con un valor de pli de aproximeda
mente 5 durante 5 a 15 minutos a 95 hasta 982 C, Zn este
caso se manifiests que, después de una operacién, perma-

nece en solucién la glucoproteina 5,;—S—Ci2, rica en leucina.

-
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| "Solo unas pocas proteinas permanccen en-solucién en las:

mismas condiciones. Ia mayor parte de ellas.se precipitan

con coagulacibén a partir de la golucidn.

£) Eliminacién de electrolitos a partir de la solucién
que contiene la glucoproteina 3,1—S-ck2; rica en leucina.
La reduccién del contenido de electrolitos de una solu-

cibn de proteinés conduc”? a la précipitacién de la llama-

" da euglobulina. A esta pertenéce una parte de las lipopro

teinas, la macroglobulina, una parte de las inmunoglobu-
linas y ceruloplasmiha, para mengionér algunas como ejem-
plo. Con esta medida designada cbmo la llamada precipita-
cidén de euzlobulina permanece en solucidén la glucoprotei-
na B;I-S—CRé, rice en leucina. . ";
La,reduccién'de los electrolitos de una so--

- 1 . .
lucién de proteinas puede realizarse segin diferentes pro

" cedimientos, por éjeﬁplo con ayuda.de la didlisis frente

" a un medio acuoso con conductividad reducida, eventual-

mente frente & agua destilada. También son adecuados para |
esto pfoqedimientos electrodiélisis.o'la réduccién de los
Qleétrolitos en solucién empleando intercambiadores de
iones, - ‘ R

g) El fraccionemiento con témiz molecular de la solucidn
que contiene la nuevs glucoproteina con el objeto de en-~
riquecer proteinas con un peso molecular cbmprendido en-

tre 45.000 y 55.000 o una exclusién de proteinas de‘peéo
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molecular superior o inferior. Para esto se realiza conve-

nientemente un fraccionamiento en columna empleando geles
de tamiz molecular, preferentemente de dextrana transversal
m?nte reticulada con epiclorhidrina. También son adecuados
e? el sentido de la invencion otros medios de filtracidn a

través de gel con limites comparables de exclusién o de frag

clonamiento. .
)

h) Tratamiento de la solucién de proteinas, que contiene la
glucoproteina 5,1—S-c<2 rica en leugina, con un intercam-
biador de an@ones, preferentemente uno que contiene aminoe-
tilo, dietilaminoetilo o trietilaminoetilo como grupos fun-
cionales y celulosa como matriz. La glucoproteina 3,1-80(2,
rica-en leucina, se fija a tales intercambiadores de iones
a partir de una solucidn con concentracién de iones de 2=
6,05. Después de esto, agquélla puede separarse juntamente
con el intercambiador de iones respecto de las demds pro-
teinas, que permanecen en solucidén. La nueva proteina puede
eluirse mediante aumento de la conductividad de solucioues
tampén con ayuda de, por ejemplo, sales neutras, tales como
sal comln, y de esta manera enriquecerse frente a proteinas
acompanantes.

i) Electroforesis en medios de soporte adecusdos y obten-
cién de la zoua del sector 0(2 de las proteinas del plasma.
k) Tratamiento de la solucién que contiene la glucoproteina

3,1—S~o(2,,rica en leucina, con fosfato cdlcico hidratado
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"tro de iones la nueva glucoproteina no se adsorbe en el

fosfato insoluble. En el caso de adecuada purificacién-

1la columna broporciona la glucoproteina pura.

en la quimica de proteinas, puede enriquecerse a voluntad

| de 1iberarse de electrolitos v liofilizarse.
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insoluble en agua, preferentemente con hidroxilapatito.
Incluso con una concentracidn de iones baja de la solu-

cién de proteinas, pof ejemplo una de 1/1.000 moles/li-

previa de las soluciones proteinicas Que contienen la nue
va proteina la porgién sobrenadante de adsorcidn o én el
procedimiento de cromatografia en la cdlumna-la porcidn
circulante por la columna constituye la solucidén de una
glucoproteina 5,1-S~9L2 purificada.

Utilizada como Ultima de varias de las eta

pas mencionadas antepibrmente, la porcidn circulante por

Mediante una combinacidén cualquiera de las

etapas de procedimiento, expuestas anteriormente, usuales

¥ prepararse de manera pura la nueva glucopioteina 541D~
- c{z rica en leucina, a partir de éolucipnes de préféinas
que la contienen, tales como por ejemplo suéro humano o
una fraceién del mismo. La solucién finalmente resultante,
que no contiene mis que la glucoproteina 3,1-S- 0(2 rica

en leucina, que contiene todavia eventualmente sales, pue

Un procedimiento preferido para la preparaci

dn
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de 2-etoxi-6,9~diaminoacridina y sulfato de amonio, cono-
cido generalmente con la designacién "procedimiento de
Rivanol-sulfato de amonio", éxpuesto en Schultze, Hermanng
Molecular Biology of Human Proteins; Ilsevier Publishing
Company (1965) pégina 265, Con estos procedimientos la
glucoprotéina 5,1~S~ck2 rica en leucina, se enriquece jun
tamente con una serie de otros élucoproteinas en una tando
que resulta a partir'del suero humano como fraccidn secun
daria en 1la obtencién de albimine y de globulina gamma,

A partir de ello en una primera etapa de separacién se
precipita uns serie de proteinas acombaﬁantés con ayuda
de lactato de E;Qtoxiu6,9-diaminoacridina en una concen-
tracién de 0,03 a 0,66 moles/litro. El égente precipitan-~
te se precipita médiante adicidn de iones clorurc, prefe-
rentemente cloruro de sodio. A la solucién de proteinas
se afiade un intercambiador de iones, que es capez de fi-
jar la glﬁcoproteina 3,1-S-ci2, riqa én leucina. Se emplea

kventajcsamente para esto un intercambiador de aniones con

noetilo,
A continuacidn el intercambiador de iones se
trota con uns solucidn tampén de creciente concentracién

de sal, Por medio de esfé medida vuelve a desprenderse la

-
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.

sqlucibn se somete a un procediniento de tamiz molecular,
en'el que se excluyen proteinas con un peso molecular de

100,000 a 150,000, En la fraccidén de bajo peso .molecular

se encuentra la glucoproteina 5,1—8—'12 rica en lgucina,

junto a otras glucoproteinas de bajp ﬁeso molecular,

Se manifiesta conveniente y Gtil repetir la
cromatografia por intercambio de iones en condiciones al-
go variantes., Esto puede efectuarse por una parte median-
te modificacién de las condiciones de adsorcidn o eluciébn
o “también mediante la elecciébn de interpambiadores de io-
nes de diferente basicidad. De las impurezas restantes se
separs la glucoproteina mediante tratamiento con un ad-
sbrbepﬁe minerél, por ejemplo hidroxilapatito. En este
caso las proteinss cémpaﬁéntes permanecenvfijadas en el
adsorbente, después de lo cusl resulta una solucidn con
glucoproteina 3,1-S-CL2 puré,-rica en ieubina; ,

| La glucoproteina 3,1—8-5L2, rica en‘léucina,
es inmundgena. Su administracidén por vid parenteral.a '

animales vertebrados, preferentemente & animales habitua-~

macidén de anticuerpos en la sangre de estos animales. Deg
pués de esto puede obtensrse su sangre y separarse el sug
ro y enriquecerse eventualmente en lo que se refiere a

anticuerpos presentes., Para esto estén a disposicibn del
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’
expérto métodos habituales de fraccionamiento de las pro-~
tefnas del plasma, Mediante inmmizacién de los animales
de ensayo con la glucoproteina 3,1-5—‘32 aislada se obtu~-
vo un,antisuero, que reacciona de manera estrictamente es-
pecifica con el antfgeno de inmumnizacién. lio se observa-
ron reacciones cruzadas con otras proteinas dei suero ais-
ledas hasta ahora, .

La nueva glucoproteina 3,1—5-052 rica en leu~

fina, se manifiesta por consiguiente como agente inmuni-

zador valioso en la preparacidén de antisuerocs. Estos son
qéactivos diagndsticos valiosos.

las determinaciones inmunolégzicas cuantitativas
de la proteina con ayuda del electro-inmunoandlisis ée-
gin Laurell en una mezcla de suero de émroximadamente
1.000 donantes, propor01onaron un contenldo medio de glu-
coproteina 3,1—S-Df de 2,1 mg/100 ml de suero. ‘

Se comprobl que la concentracidn de la gluco-
protefna 3,1~5-0(,, rica en leucina, en sueros indivi-
duales de adultos oscila entre 1,5 y 3,2 mg/100 ml de sue~
ro. .

la invencidn se explica més detalladamente con

ayuda del ejemplo siguiente. '
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-Ejempfo
ﬁaterial de partida para la preparacién'dg 1a‘g1ucoprotqi
éa 3,1rS-§i2, rica en leucina, es un; fraécién que parte
ée 25 litros de plasma humano. ‘Este es tratado con 0)54%
de lactato de 2—etoxi~6,9-diaminoacrid{ﬁa a pH 8,0. A par
%ir de 1la porcidén sobrenadante se precipita el agente pre
cipitanfe como cloruro, y se elimina, a continuacién}se3

b}

precipita a pE 7,0 con 2,0 moles de sulfato de amonid;;ﬁg
te precipitado se separa como fraccidn pica en gamma glo-
bulina y la porcidén sobrenadante se somete al ?rocediﬁigg
/to sigulente., 7_ 
La porcidbn sobrenadante se concentra hasta Sq;i
tros mediante witrafiltracién. E1 contenido de protqigé;
de la solacién asciende entonces a 3% . ILa soluciénﬂsgi
lava en el nltrafiltro con una solucién.de sal 6omﬁq“;i‘
0,85% y después de esto se mezcla con 7,5 g de lactato
de 2—et6xi—6,9—diaminocridina. Fl precipitado resultante
en este caso se separa mediante centrifugacidén. A la so-
lucibén sobrenadante se afiade sal com@n hasta una conecen-
tracién final de 5% (peso}volumen). En este caso la ba-
se de acridina se precipita como clorurp. Este se separa
mediante centrifugacién. ILa porciéh sobrenadante se libe
ra de la sal comin mediante lavado sobre el ultrafiltro

y se equilibra a pH 7,0 con tampdn 0,02 M. de fosfato.

Aquélla constituye 3 litros de una solucidm de proteinas
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nes de dletllamlnoetll—»eluloua, se agita durante 1 ‘hora,
se filtra con succidn en el filtro y el residuo del filtrd

se lava con tampbn 0,02 ¥oles/litro de fosfato, a pH 7,0.
Después de esto se lavs el intercambisdor de icnes con
una solucién de NeCl 1H, La poreién circulante se retira
en parte., Se continda tréténdo una froccibdn que contienc
la glucopfoteine, rica en leucina. Se realiza con &sta
una filtracidén a través de gel en SEPHADEL G 150 por me-
dio del cusl se realiza ls filtracién a través de gel en
una columna de 20 em de didnmetro y'de 1m de altura, la
cual estd llena.con SEZPHADEX(R) @ 150. Como sgente eluyen
te sirve tampbén 0,1 molar de trishidroximetilsminoetano -
HC#, de pH &,0, que contiene 1 mol de NaCl. ©n este c3s0
se separa una fraccién de alto peso molecular y se obtie-
ne una fraccidén de bajo peso molecular, que contiene la
&1uc0prote1na 3, 1-S~<A2 rica en leucina.

' A continuacién se llena con 1ntercamblador
de iones de dietilaminoetil-SEPHADEX una columna (aproxi-
madamente 500 ml, 5 x 45 .em), la frasccidn que contlene la
glucoproteina 3,1—»—°R2 rica en leucina, se aplica sobre
la columna y la elucidn de las sustancias se dispone con
un gradiente lineal de sal de desde tampdén 0,006 M de
trishidroiimetilaminometano ~HCl con el valor de pH 8,6

sin adicién de sal hasta tampbén 0,006 M de trishidroxime-

A ety iyt gn e e eamag ot o v S Por— y . [P ——y
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-ftllamlnometano-HCl -con: el valor de pH 8 6, .que. contlene

4; 0, 2 moles NaCl/lltro. “l eluauo se recoge en fracclones.:

Se contintan tratando las fracciones que tienen una movi
lidad eléctrica en zona de CX de las proteinas por medio
de una electroforésis de control Para el enrlque01m1en—
to de la proteina se mezclan las frac01ones con sulfato
de amonio nastaqna saturac1on de 70%. El prgclpltado re-
sultante én este caso se obtiéne mediante'centrifugacién{
se disuelve en agua y se - diaiizé frente ai mismo tampén,
que B0 emplea para 1a siguiente cromatografia QAE.

A contlnuaclon se realiza una cromatografla

‘adicional sobre QAD—SEP?ADPX en unsg dlsp031c16n de ensa-

yo comparable. Para la elucidn se dlspone un gradlénte N

lineal de sal de desde tampén 0,08 molar de acetato de so

dio de pH 5,5 hasta %ampén 0,35 molar de acetato de so-

dio de pH 5,5. Las ffacciones'caracteriZédas por medid

de electroforésis se obtienen.y se contintan tfaténdo.
Priﬁeramen#e se efectlia una didlisis frente

a tampén;Q,OOI molar de fosfato de sodio de pH 7,0. El

producto equiiibrado frente & este tampbn se aplica iiQ

- nalmente sobre una columna llena con hidroxiiapa%ito (ta-

mafio de columna 4 x 12 cm) El contenido de la columna se
eluye con tampon 0,001 molar de fosfato de pH 7,0. La por
cl6n clrculante constltuye glucoprotelna 5 1-S-CL2 pura,

rica en leucina,
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: fﬁPaftiéndo de.25.litr03'de plasma Humano se |.

" obtienen 100 mz de la proteina seglin la invencién.

Esta presenta las sigulentes composiciones

de amino-dcidos:

% en moles de Coeficiente
la porcidén de de Varia-
AMINOACIDOS aminodcido cibn %

Lisina 3,87 5,90
Histidina 2,2% 11,28
Arginina 4,65 7,68
Acido aspértico 11,45 1,49
Treonina 3,87 6,26
Serina 6,43 2,36
Acido glutémico 10,72 2,51
Prolina 7,04 Hy53
Glicina 7432 2,31
Alanina 6,65 1,97
1/2 Cistina 1,21 9,83
Valina 4,48 3,78
Metioniné 0,75 5,81
Isolencina 1,29 3,16
Leucina ‘22,05 - 5,79
Tirosina 0,81 19,53
PFenilalanina 5423 1,39
Triétéfano 1,60 11,69
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A carbono)

. g%.en peso’ <
Galdctosa L 4,1 10,3
Menosa 3,8 40,3
Glucosa 0 h
Fucosa - 0,3 4 d,l
filosa 0
N-acetilhexosamina 8,1 + 0,5
, Acido N-acetilneurémico 6,6 + 0,4
Suma (porcién de hidrato de 22,9 + 1,6

‘Las amplitudes de dispersin son limites

de error debidos a la ﬁqtodlegia.

/
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Hoja niém.

/ REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, cue se
preéentan para que sean objelto de esta solicitud de Pa.-
teﬁfe de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

! 12,- Procedimiento para la prevaracidn de una
glq00proteina de suero humano, con los pardmeiros siguisn-
tes: a) constante de sedimentacién en la ultracentrifuga
3,1 8 £ 0,2; b) peso molecular de 49,000 x 4,000; ¢) movi-
lidad-electroforética en la zona de las sz—globulinaé del
suero humano; d) margen isoeléetrico pH 2,8 - 4,1; e) coefi
1% 280 rm = 7,0 + 2,0; £) conte-

1 cm,
nido de aproximadamente '77_4_-_273 de XX-aminodcidos con ung

ciente de extineidén 7

proporeién de 179%4+2% de leucina y 23425 de hidratos de car
bono; g) feaecién inrunolégica especifica con anticuerpos
dirigidos contra la glucoprotefna, caracterizado porque
una solucién que contiene la proteina se somete por lo me-
nos a wna de las médidaé giguientes para le purificacidén
de la protefna; a) adicidn de szles neutras hasta la pre-
cipitacién de la proteina; b) adicién de disolventes or-

ginicos hasta la precipitacién de proteifnas acompafiantes;
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cién de la zona Wé del suero humano; k) adsorcién de .-

caso la fraceién que contiene la proteina.

tHojn ntim. 19 3

i
i

adicién de una sal. soluble en agua, de wna base de acri

c)

dina hasta la precipitacién de protefnas acompafiantes; d)
adicién de dcidos orgdnicos hasta la precipitacién dé pro-
tefnas acompatiantes; e) calentamiento 2 una temperatura
comprendida entre 95 y 100¢C hasta la precipitacidén de pro-
teinas acompafiantes; f) reduccién del combenido de elepﬁro~1

A "\q
litos hasta la pre01p153016n de proteinas acompafiantes; p/ ™
fracclonamlento con tamlz molecular y obtencidén de las pro-
teinas con un peso molecular oomprendlao entre 45.000 y ..

55.000; h) adsmrcidp de la proteina en wn intercanbiador -

de!aniones y elucidn de ééte; i) electroforésis y obten- "q

protefnas acompafiantes con fosfato de calcio hidratade ]

insoluble en agua; después de lo cual se obtiene en cada

28 ,~ "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA
GLUCOPROTEIﬁA DE’ SUERO HUWANO".

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

Esta Hemoria consta de DIECINUEVE hojas escritas

a2 miquina por una sola cara,
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