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oja ndm. 1

- - La invencidén se refiere a una nueva glucoprotei-~

na, que puede detectarse en el suero sangafneo ¥ en el ex-

tracto de placentas humanas y puede alslarse a partlr de

ellos, asi como & un procedlmlento para ‘su preparaclén.

La solucién de proteinas obtenible mediante la
extraccibén acuosa de placentas humanas contienec, comd se
sabe, un gran nimero de ¢omponeﬁtes gue deben gsignarse en
parte a las proteinas del suero y eﬁ otra parte a las pro-
teinas de los tejidos. ‘

La invencidn sé ha establecido la misidén de ais-]
lar una glucoproteina, no conocida todavia hasta ashora, a
partir del extracto de placentas humanas, preparar con és-
ta antisuercs dirigidos especificamente contra la nueva
glucoproteina, con lo que la glucoProteina?pueda ser deteg
tada cualitativamente o determinada cuentitativamente en
el suero. | ‘ '

Objeto de la invencién es una nueva glu&oprotei—
na, que'es obtenible a partir del suero qanguineo y del ex
{tracto de placéntas humanas. Flla se caracteriza por ‘
una proporcidn de proteinas, que consta esencialmente de
o« -eminodcidos, de 89 + 4%,
una proporcidn-de hidratos de carbono de 11 142 2% de
ellos hexosas 5,3 % 1, 1% hexosamlna N—acetllada 2,8 &
O,Sp, 4cido neurdmico N~acetilado 2,9 i 0,6%,
un coeficiente de sedimentacitn Syqy de 3,2 + 0,38,
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floja nam. 2

_un peso molecular de 32,000 1 6,000,
un punto isoeléctrlco de pH 4,3 4 0,3,
un coeflclente de extlncmén E1 % (280 nm) de 13, 8 + 1 0,

'a'una mOV111dad electroforética en la zona comprendlda entre

alblmina yay ~-globulinasg),
wna reaccién inmunoldégica especifica con un anticuerpo di~
rigido. espoeificamente contra la proteina y
una actividad proteolitica. .

La glucoproteina puede designarse como proteina
de/ trazas en virtud de su concentracidén normalmente muy re

-

dneida en el suero humano.
/ Para la explicacién de los detalles caracteristi
os de la glucoproteing se expondra lo siguiente:

Ia determinacidén del coeficiente ‘de sedimenta~

—— e

cién se realizé en una ultracentrifuga analitica de la fir
na Bedkman (sistema de aparatos Spinco, modelo E) a 6.000
ﬁpm en celdas de sector doble con a&uda de la técnica de
explorador de ultravioletas a 280 nm.'Como disolvente sir-
vié un tampén 0,05 M de fosfato (pH 6,8) que contenia 0,2
AOles/iitro'de NaCl., La concentracidén de proteinas ascen-
dié a 0,1%. Los coeficientes de sedimentacién han sido con
vertidos por cédlculo sobre la base de agua a 200C, .
Pars la determinacidn de los pesos moleculares

se utilizé el método de equilibrio de sedimentacién y la

electroforesis a través de gel de poliacrilamida. La deter
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| 2.000,

| cibn de las proteinas se efectué con Negro Amido. A partlr

Hoja ndun. 3

. minacidn en la uwlbtracentrifuga se efectud a 9.000 Rpm. La
eValuacién se-efectué tomando como base un volumen especi-
:flCO parOLal (parclal Speclflc volume) de. O,74iml/g. In la|.

ultracentrifura resulté un- peso molecular de 28,100 L

Para la electroforesis a travéé de gel de polia-
crilamida sc utilizaron dos procedimientos. La separacién
en el gel normal de poliamcrilamida se efectud segin el mé-
todo de Zwisler y Biel, Z,klin, Chem, 4, pdgina 58,
(1966). Para la investigacién en el gel que contiene dode-
cilsulfato de sodio ée empled un gel con 7,5% de poliacri-
lamida que contenia 0,17 de dodecilsulfato de sodio, Para
la reduccibn, las proteinas han sido incubadas en 1% de do

decilsulfato de sodio con 1% de mercaptoetanol La colora-~

de la emlgraclon en el gel de poliacrilamida que contlene
dodecilsulfato de sodio se dedujo para la glucoproteina un
peso molecular de 35.000 % 3.000,

Ia determinacién del puinto i;qéléctrico se real;.
z4 con una columna (440 ml)Adé la firma'BKB, Estocolmo. La
1lamada mezcla de amfolina tenia en la inveétigaoién de la|
glucoprotelna un margen de pH de 3 a 5. ' ,

La investigacién de la movilidad electroforétlca

" se efectud en la micromodificacidn de instrumentos de Beck

man sobre laminas de acetato de celulosa con tampdén de




Hoja ndm. 4,

1 | dietilbarbiturato de sodio de pH 8,6.

La determinacién de los hidratos de oarbono se |
.fefectuo segun el método descrlto por H.E. Schultze,'R.

. 'Schmdtberger, 1., Haup'b Biochem. Z. 329, pigina 490, |

5 ] (1958).

Fl andlisis de aminodcidos se realizé segim S.
Moore, D,H, Spackmenn, W, H. Stein, Anal. Chem, 30, pagina
1185, (1958), empleando el cromatézrafo de liquido Multi-
ohrom B de la firma Beckman. % de cistina se determiné co-~
10 mo dcido cistéico después de oxidacidn de las proteinas
con 4eido perf érmico (S. Moore y otros, Anal, Chem, 30, pé
gina 1185, (19)8) y subsiguiente cromatografia (S. Moore,
J. Biol. Chem. 238, pAgina 235, (1963). El contenido de
triptéfano ha sido determinado con la determinacién fotomé
15 trica directa ségﬁn H., Edelhoch, Biochemistry 6, »égina
1948, (1967).

La caracterizacién inmunélégica de la sustancis
ge efectla de la'manera mds sencilla con un procedimiento
de difusidén conocido, con el que antigeno, es decir gluco-
20 proteina y un anticuerpo dirigido contra la glucoproteina
o el antisuero no enriquecido en lo que se refiere a los
anticuerpos, se difunden mutuamente en un medio de sopor-
te, tal como por ejemplo agar, Si se retnen uno con otro
los dos componentes de reaccifn en una proporcién favora-

25 ‘ble, se forma un precipitédo visible.
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-ra la deteccmon y para la determlna01on tanto de ‘la nueva

‘ gluconroteina, como tamblén de 1os antlcuerpos dlrlgldos

una concentracién de saturacién de la sal de 30 a 60% en

tlojn nvim. 5

Segin este conocimiento, es evidente para.el ex-

perto que son‘poaibles todas las técnicas inmunolégicas pa

*

contra la glucoprotelna.

Un método sencillo y por lo general suficientemen
te exaecto para la determinacién'cuantitativa de la gluco-
proteina en liquidos corporales o en extractos de tejidos
1o constituye la llamada_técnica de Iaurell. Esta descrita
en Analyt. Biochen. (Nueéa York), 15, pagina 45 (1966).

El efecto proteolitico de la glucoproteiﬁa se
comprobé sobre placas de electroforesis de agar con fibri-
na (N. Heimburger, G. Schwick, Protides of the Biological
Fluids 9th Coll., Brlgge, pigina 303 (1961}).

Objeto de la invencidén es ademss un procedimien-
to pafa la preparacibn de la giucoproteina caracterizada
anteriormente, que se caracteriza‘ﬁorque liquidos corpora-
les o extractos de 6rganos, qﬁe contienen la glucoproteina,
se fraccionan tomando como base 1os siguientes eriterios
hallados seghn la invencién. '

La glucopréteina es precipitable con sales neu-
tras, Con’ el sulfato de amonio, empleado usualmeﬁte para I

tales precipitaciones, se preéipité la glucoproteina con

un margen de pH en la proximidad del punto neutro.
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-raclén de sustanclas .eon pesos moleculares comprendidos en|
' tre 25 OOO ¥y 40 OOO. Se utlllzan ventaaooamente para esto
log métodos de la flltracién a través de gel o de la ultra

{ proteinas. En las concentraciones usuales en este procedi-

Degpués de esto puede emplearse una base de acridina, tal

Hojn ndm. 6

Segun su peso molecular, la glucoproteina.puede

obtenerse mediante medidas que son adecuadas para la sepa-

filtracidbn,

La glucoproteina se adsorbe en intercambiadores
de iones débilmente bésicos con un valor de pH neutro o dé
bilmente alcalino. Se emplea ventajosanente en este caso
una solucidn tampén compérativamente poco concentrada, ya
que mediante aumento de la concéntracidén de sal o %ambién
mediante reduccidén del valor de pH puede impedirse la ad-
sorcién. Por otra parte, con el conocimiento de este com~
portamiento se ofrece la posibilidad de adsorber la gluco-
proteina y d¢ eluirla nuevamente enpleando soluciones sali
nas aitamente concentradas o soluciones tampon éon-valor
de pH reducido. . | |

. Se ha manifestado que la nueva glucoproteina no
56 precipifa con las bases orgénicas solubles en agua de
la serie de la acridina y de la quinoleina, que encuentran

empleo usualmente para procedimientos de precipitacién de
miento aguélla permanece en la porcién’sobrenadante acuosa.

como lactato de 2-etoxi-0,9-diaminoacridina o una base de
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| quinoleina, tsl como clorhidrato de bis-{2-metil-4-aminoqu
nole;]~6)—éafbamida, para la precipitacidén de proteinas
7’ . . - N .
'éiucoprbteinaxseg&n la invencién,
' Similares consideraciones pueden valer en caso

de emplearse hidroxilapatito como adsorbente para protei-
con el hidroxilapatito, mientras que una serie de protei~
portamiento de la glucoproteina es caracteristico, de mane

ra que el inventor propone designar a la glucoproteina com

/
una globuling (HPG-1) que pasa al hidroxilapatito.

! En base del conocimiento de la movilidad electro
%orética puede utilizarse la electroforesis preparativa
por zonas para el enriquecimiento o aislamiento de la glu-
cOprqﬁeina. o -

! La afinidad de la glu00pfoteina en virtud de su

comportamiento inmunoldgico puede utilizarse para enrique-

tos de inmuno-adsorcién. Para esto puede prepararse de ma~
nera conocida en si frente a la nueva glucoproteina un in-
.munoadsorbenfe, es decir un anticderpo fijado al soporte,
que es capaz de fijar esPecificamehte la glucoproteina,
Después de esto la glucoproteina puede voiver a eluirse me

diante modificacién de las condiciones del medio, tal como

nas, La nucva glucoproteina no manifiests ninguna afinidad}

cer la glucoproteina con ayuda de los llamados procedimien |

1o

‘acompsfiantes, permancciendo en la porcién sebrenadante la |

nag acompafiantes es retenida por hidroxilapatito. Este comj.

b
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| ha sido descrito esto miltiples veces en la bibliografia
| todos ‘mencionados, que conducen por una parte al enrique-

cimiento de la glucoproteina y por la otra & su separscibn

- verse en las etapas individuales de enriquecimiento para

"¢ce usb de téenicas habituales de la inmunoadsorcibn, en

Hoja ndam. 8

técnica.

. Mediante.una combinacién seloceionada de los mé |

respecto de las demds proteinas acompafiantes, puede efec~
tuarse el aislamiento de la sustancia segin la invencién,

En consecuencia, el objeto de la presente invencién debe

la nueva glucoproteina y:en los procedimientos para su pu
rificacién, resultantes mediante combinacién de las medi-
das para el_enriquecimienfo. La linea directriz para el
procedimiénto para la preparacién de la glucoproteina con
giste en obitener on cada caso la porcién gque proporcicna
una reaccién-inmunoldgica positiva con un antisuero diri-
gido contra la nueva glucoproteina,

Después de realizacién de las mencionadés etépas
de procedimiehto se manifiesta algunas veces que la gluco-
proteina estd impurificada también por eras proteinas
acompaiiantes comprobables inmunoldégicamente, Estas son por
lo general proteinaslﬂe trazas, tal como la nueva glucoprof -
teina propiamente dicha. En este caso las impurezas se eli|

minan mediante su adsorcién especifica. En este caso se hg

las que se utilizan como adsorbentes, segin yprocedimientos
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teina, mientras son desechadas las demés fracciones.

Iloja ndm. 9

L deseritos, anticuerpos, fijados a un soporte, contra la
proteina que se ha de eliminar. Con frecuen01a la nueva

glucoproteina, ampllamente pura, esta asoc1ada todav1a

zo,_y/o de 1a<x1eB-gluooprotelna, designada también como
541—glucoproteina facilmente precipitable. Para su separg
cibén pueden emplearse inmundgloﬁulinas,,dirigidés contra
las proteinas, que estédn fijadas de manera -covalente a
preéarados de agar reticulados, tales como por ejemplo SE
PHAROSE,

Le solucién de proteinas, aplicads sobre‘una,og
iumna, que habia sido llenada con el inmunoadsorbente es-

I .
pecifico, se desplaza a través de la columna sin fijarse

# combinarse, toda vez que sb6lo se fijan 1los componentes
contra los que el soporte contiene un gsociado inmunolégi
camente activo., La nueva glucoproteina puede liberarse de
esta manera de las impurezas.

. Para la preparscién de la nueva glucoprotelna

Be combinan entre si varias de las medidas cltadas Yy en. es

te 0880 se contlnua tratando en cada caso la fracclén en

la que puede detectarse inmunolégicamente la nuéva glucopry

Como material de partida para la preparacidn de
la nueva glucoproteina puede emplearse cualquiera de los

l{quidos corporsles o de los extractos orgénicos, en que

oOn trazas de’ la f -glucoprotelna, especiflca del embara—-

‘L}
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" |-se haga posible detectar inmunoldgicamente la glucoproteinal

Hoja nam. 1)

Preferentementé se'emplean extracfos de placentas humanas,
que puaéeQ ob?gnarse_madiahﬁe.dgsmenuzamiento'y_ektraccién'
'.coﬁ'égﬁa 0 coﬁ~una sqlucién'saliﬁa diluida, canengeﬁtemen—
té-con una concentracién menor de 10%, ventajosamente con
una solucidn salina neutra al 0,5%, tal como por e jemplo
cloruro de sodio. Convenientemente se emplea por 1 kg de
placentas aproximadamente 1 a 5 litros de solucidn de ex~
tracecibn, Ias porbionés no disueltas se separan respacto
del extracto mediante centrifugacidén o filtracidn,
E1l procedimiento para el enriquecimiento estd ca-
racterizado por la apiicacién de por lo senos una de lés si
guientes medidas a liguidos corporales, que contienen la
nueva glucoproteina y la subsizulsnte obténéidn de la frac-
cidn enriquocida en 1o que se_refiere a la giucoproteina:'
a) Adicidén de derivados, solubles en agua, de una base de
acridina o de quinoleina, prafercntemente del lactato de
2-etoxi-6,9-diamin6acridina en ¢l margen de pH de 5 a 10,
praferentemente a aproximadamente pH 8, hasta una concen
tracién final de eproximadamente 0,85 (peso a volumen),
permancciendo esencialmente en la porcidén sobrenadante
la gluooproteina,

'b) Adicidn de sales neutras hasta la precipitacién de la gly
coproteina preferénteménte de sulfato de amonio con valon

de pH aproximadamente neutro de 5 a 8 hasta 30 a 60% de
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Hoja nam. 11

la concentracidn de saturacién del sulfeto de anmonio.

Adoorclon dﬂ la glucoprotelna en un intercamblador de

: 1ones, debllmente bészco, tal €omo, dlntllamlnoetllcelulo -

,%;sa, con una conduct1v1§ad de la solucién de 0. 2 mS ¥y .

" yalor de pH neutro o débilmente alealino (6 a 9), por

e)

* que la glucoproteina en solucibn tampén de fosfato dilui

ejemplo empleando un tampén aproximadamante 0,01 M con
el valor de pH de aproximadamente 8. Un tampdn quz se he
de emplear preferentemente es por ejemplo tris-hidroximg
tilaminometano-HC1, Ia elucidn de la glucoproteina puede-
conseguirse disminuyendo el valor de pH por debajo de pH
7,0 0o aumentando la conductividad por encima de 5 mS.
Separacidén en virtud de tamafio molecular (fraccionamien-
to con tamiz molecular), Es especialmente adecuada la il
tracidn a través de gel en una columna,;llena con un po-
limero de tamafio de pbros correspondiente, por ejemplo
dextrana reticulada con epiclorhidrina, tal como SEPHA-
DEX(R) preparado por la firma Pharmscia, Uppsala, con el
objeto de enriguecer proteinas con un peso molecular de
aproximadanente 50,000.No obstante,pueden utilizarse tam '
bién productos,tales como vzrroezz(®) ge LiB,Bromna o
BIO-GEL P(R) de Bio-Rad-Iaboratories,Richmond,Californial

Realizacién de una adsdrcién con hidroxilapatito. Dado

da no es fijada por hidroxilapatito, el hidroxilapatito

es un egente adecuado pars eliminar de la solucién pro-
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teinas‘acompaﬁanteé de 1a“glucoproteina. Ia solucidn de

protednas se ajusta para esto convenientemente a un va-,

-lor de pH~éﬁ forpo'al_puntq;néutrd y -la conductividad de

1a solucién se mentiene en aprpximédémente 1 m8, |
f) Blectroforesis préparativa por zonas.l

Es adecunada para la realizacidn de una electrofo-
resis una solucién, que contiene‘la glucoproteina, preferen
temente una solucidén tampén alealina, por ejemplo en un tam
pén de dietilbarbiturato de sodio de pH 8,6 y con una con~
centracidén de iones de 0,1, Ia solucidn se incorpora en un
sistema de aparatos para la electroforesis preparativa, tal
como se describe por ejemplo por N, Heimburger y R, Schﬁidi
berger en Behringswerke-Iitteilungen, cuaderno 43, pdginas
83 y siguientes, especialmente en las pégimés 119 < 120, En
el caso del aparato se trata de laz disposicidn horizontal
de una elsctroforssis en soporte en una cuba abierta, en la
que el material de soporte se enfria a por debajo de 10°C
para la evacuacidén del calor de Joule resulﬁante durante la
electroforesis, Como matorial de soporte sirven sustancias
indiferentes frente a préteinas, ventajosamente poli(cloru-
ro de vinilo), o sus copolimeros en forma de un granulado
fino,
Bs recomendable efectuar la electroforesis en el

margen de pH alcalino, ventajosamente a aproximadamente pH

de 8,6, con una concentracién de iones de 0,08 a 0,12 y con
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—une intensidad de campo de 4 a 6 voltios/centimetro., Cuando

’
el, valor de pH 8 6 la glucoproteina emlgra en el campo

"'electrlco a la zona de las proteinas del plasma que euta en

Hoja ntim. 13
se utiliza tampan de dietilbarbiturato de oOle 0,1 X, con

tre»albumlna v av1-globu11nas.

Péra la obtencién de la nueva glucoproteins se re
corta y retira la zona correspondiente ¥ a2 partir del mate-
rial de soporite inerte se eluye con-ayuda de agua o de soln
ciofies salinas acuosas, por ejemplo de una solucidn de sal
cofain al 0,5 hasta 1%,

/ Ia proteina preparada segin la invencidn tiene
?ropiedades antigenas, Una inmunizacidn Ge animales realizg
da con ella segin métodos conocidos conduce a la formacidn
s antlcuerpou especificos en la sangre de 100 animales in-
munizados., Sus sueros pueden obiensrse segin procedimientos
?suales ¥ los anticuerpos contenidos en ellos pucden enri-
quecerse, Los antisueros pueden hallar emplec en procedi-
mientos inmunolégicds conocidos para la Geteccidn y para la
determinacién de la nueva proteina en liquidps corporales,
especialmente en el suero sanguineo, Ademis de esto la glu-
coproteina manifiesta propiedades proteoliticas y fibrinolf
ticas. Se detectd igualmente un efecto disgregador de pla-
quetas. Por consiguiente la glucoproteina segin la invencién
tiene propiedades me8icamentosas valiosas. -

En el ejemplo siguiente se explica mds detallada-




10

15

20

" 25

28028

Hojn nom, 14

.mente la invencién:

emplo:

|

R Sg'éaé@engzén 150 kg de placentas congelaaaé a
~ﬁuy bajas temperaturas yAsé extraen. c;nl150'1itrds dejuna
solueidn acuosa al 0;5% de cloruro de sodio. E1 extracto se
ajusta a pi 8 con hidréxido de sodio 2n y se mezcla con 50
litros de una solucién acuosa al'S% de lactato de diamino-
etoxiacridina, Después de un tiempo’de espera de 1 hora, se
sifona la poreidn sobrenadante que contiene la glucoprotei-
na (HPG-1) segin la invencién, se mezela con 5% de ¢loruro
de sodio sdlido (11 kg) para la separacidn del lactato de
diaminoetoxiacridina que ha quedado todavia en solucibn, sc
filtra y se mezcla con 30% -referido al p2so del liguido-
de sulfato de amonio sdlido y se aglta bienfa fondo, Des=
pués de 1 hora se separa por filtracién el precipitado.
500 g del precipitedo, recogido sobre el filtro,

‘se disuelven en 500 nl de agua destilada y se dializan fren
te a una solucidn tampén 0,01 molar de tris—(hidroximetil)-
~gminometano-deido elorhidrico de valor de pH 7,0, que con-
tiene 0,05% do azida de sodio. Ia solucién dializada se cen
trifuge ¥y la porcién gobrenadante se completa con la misms
solucién tampén hasta 2,000 ml, se ajusta a pH 8,0 con sgolu
cién de hidréxido de sodio 0,1 n y se mezcla agitando duran
te 1 hora con 500 g de dietilaminoetilcelulosa Ahlimada (fir-

ma Serva, Heidelberg).
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A continuacién la dietilaminoetilcelulosa se sep

foae

ra de la solucién mediante filtracién, se lava dos veces ca

'degpués de esto se eluye tres veces cada vez con 500 ml de
tampén 0,02 molar de tris-(hidroximetil)-aminometano-dcido
clorhidrico pH 6,5, que contiene 0535% de cloruro de sodio
y 0,05% de azida.de sodio, ..
A los eluatos reunidos se afiade 3075 de sulfato de
amonio, referido al peso iel liquido, y se mezcla agitando
el conjunto. El precipitado, que .conticne la glucoproteina
(HPG-1), se disuelve en 306 ml de agua destilada. La solu~
¢idn de proteinas se dializa frente a tampén de tris—-hidro-
ximetil~-aminometano-4cido clorhidrico de pH-8,0, que contig

ne 1,0 moles de cloruro-de sodio/litro.y se aplica sobre
ye con el tampén mencionado, Durante la elucién tiene lugar

lar,
A continuacidn se ensayan los eluatos con antisug

ro especifico, se recégen las fracciones que contienen la

vamente las protcinas, tal como estd descrito anteriormen-
te, con 30 de sulfato de amonio sélido.

Para la purificacidén ulterior, el precipitado se

una columa (7100 x 20 cm) llena con Sephadex G-150 y se elu

glucoproteina (HPG-1) y a partir de ellas se precipitan nug,

1Y

" lda ver con 1 litro de tampén 0 01 molar de trls-(h:droximem N

':tll)-amlnometano—a01do clorhldrlco con el valor de pH 8, Oy '

un fraccionamiento de las proteinas segin su tamafio molecu-
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-disuelve en 50 ml de agua, se dializa frente a un tampdn de
fosfato O 005 M, ﬁH 6,8, ¥y 92 vierfe sobre unz columna de
_3 % 23 cmy llena con hldroxila atluo Dl r3Ve1ado de. la‘co-|
f lumna s6 efectua con el tampén de .fosfato 0,005 M, pH 6,8,
Ia glucoprotelna (HPG-1) aparcce en la fraccién que ha pasa
do; ésta se concentra sobre un ulyrafiltro. Bl concentrado
se dializa a continuacidén frente & un tampén de tris-(hidro

ximetil )~ominometano-HC1 0,01 M, pH 7,0, y se adsorbe en

5-SEPHADEZ (columna de 3 x 23 cm). Para la slucidn y se-
pafracidn de las proteinas adsorbidas sirve un gradiente de
NgCl de 0 a 29, las fracciones de eluato que contienen la
glucoproteina (HPG-1) se recogen, ce concentran, se diali-
%an frente a agua y a continuscidn se liofi%izan. Se obtie-
Aen aproximadamsnte 20 mg de la nueva glucogroteina en ung
pureza de 7 99%, ‘

' Eota presenta las sipguientes coméosiciones de

aminodcidos (frecuencia con coeficicente de variacién en 74):
{
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Tisina -

7| Histidina®

Argimina

Acido aspdrtico
Treoning
Seriné

Acido glutdmico
Prolina
Glicing
Alanina
Cistina/2
Valina
Metionina
Isoleucing
Ieucing
Tirosina
Fenilalanina

Triptdéfano

Frecuencia en
en moles -

c/f!a

Hoja ntim., 17

Coeficiegte de
variscidn %

0’67

L 3’35"

5,09
5,87
3483
7,84
11,76
6,46
10,24 -

C11,25

5,10
6,87
0,42
2,47
11,42
" 2,95
2,42
1,98

.+ 39,25

a9

6,58
3,07
15,74
8,22
1,35
1,71
4549
3,76
6,34
5,18
14,48
5,07
4523
5,45
13,52
11,37
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REIVINDICACIONES

Ios puntos de invencidn propia y nueva que se pre
seﬁtan para que sean objeto de esta.solicitud de patente de
invencidn en Espafia, por VEINTE aﬁés, gon 10s que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

1¢,~ Procedimiento para el enriquecimiento de una
nueva glucoproteina con a) una proporcién de proteinas de
89 + 4%; b) una proporcidén de hidratos de carbono de 11,1 *
2,2%; de ellos hexosas 5,3 + 1,1%, hexosamina N-acetilada
2,8 + 0,54, dcido neurdmico N-acetilado 2,9 # 0,6%; c¢) un
cosficiente de sedimentacidn‘s2o w de 3,2 £ 0,35; d) un pe~
so molecular de 32,000 + 6.000; &) un punto isoeléctrico do
pH 4,3 + 0,35 £) un coeficiente de extincidn E11c§'(é80 nm)
de 13;8 + 1,03 g) una movilidad electroforética en la zona
comprendida entre albidmina y o ;~globulinas; h) una reac-
cién inmunplégica especifica con un anticuerpo dirigido es-
pecificamen%e contra la glucoproteinaj; i) dna actividad pro
teolitica, que se caracteriza porque una solucidn de prd-
tefnas, en la que puede detectarse inmunolégicamente la glu
coproteina, se somete por lo menos a una de las medidas si-
guienteé, y se obtiene la fraceidn enriguecida en lo éue 86
refiere a la glucoproteina: a) adicidén de sales neutras hag

ta la precipitacién d= la glucoproteina; b) fraccionamiento
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| con tamiz molzcular y obitencién de la fraceidén con un peso

Hojn nam, 19

molecular de 25.000 a 40.000; ¢) adsorcién de la glucobro-
tefna en un intercambiador de iones ligeramente bisico ¥
elucibén de éste; 4) adicidn de derivados, solubles en agua,
de una base de acridina o de quino}éina en el margen de pH
de 5 a 10 hasta una concentracién final de aproximadamente
0,8%; e) tratamiento de la solucién de glucoproteina con hi
droxilapatito; £) electroforesis preparativa pdr Zonas y ob
tencifn de la zona comprendida entre albimina y o,-globuli
nas; g) tratamiento de la solucidén de giuCOproteiné'con un
inmunoadsorbente.

28,~- Procedimiento segin la reivindicacién 18,
que se caracteriza porque como solucién de glucoproteinas
se emplea un extracto procedente de placentas humanas,

38,~ Procedimiento para el enriquecimiento de unaf-
nueva glucoproteina,

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

Esta Memoria consta de diecinueve hojas escritas

a méquing por una sola carg.
Madrid, 31.JUL197ii
P.A. .
' Qm
Por Padar,

/
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