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La invención se re fie re  a una nueva glucoproteí­

na, que puede .detectarse en e l suero sanguíneo y en e l  ex­

tracto  de. placentas humanas y. puede a is la r se  a p a rt ir  de 

e l lo s ,  a s í  como a un procedimiento para su preparación.

La solución de proteínas obtenible mediante l a  

extracción acuosa de placentas humanas contiene, como se 

sabe, un gran número de componentes que deben asignarse en 

parte a  l a s  proteínas del suero y en otra parte a l a s  pro­

te ín as de lo s  te jid o s .

La invención se ha estab lecido  l a  misión de a i s ­

l a r  una glucoproteína, no conocida todavía hasta ahora, a 

p a r t ir  del extracto de placentas humanas, preparar con és­

ta  antisueros d ir ig id o s específicamente contra l a  nueva 

glucoproteína, con lo  que l a  glucoproteína pueda ser detec 

tada cualitativam ente o determinada cuantitativamente en, 

e l  suero.

Objeto de l a  invención es una nueva glucoprotei- 

na, que es obtenible a p a r t ir  del suero sanguíneo y del ex 

tracto  de placentas humanas. E lla  se caracteriza  por 

una proporción de proteín as, que consta esencialmente de 

-aminoácidos, de 89 ¿  4%,

una proporción de h idratos de carbono de 11,1 4 2,2%, de 

e l lo s  hexosas 5,3 4 1,1%, hexosamina N -acetilada 2,8 4 

0,5%, ácido neurámico N-acetilado 2,9 ¿  0,6%, 

un coeficien te de sedimentación de 3,2 4 0,3 S,

. .y---"..- --/-'J'.'..
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-un peso molecular de 32.000 4 6.000, 

un punto iso e lé c tr ic o  de pH 4,3  4 0 ,3 ,
/ - -* l í /

un coeficien te  de extinción E' (280 nm) de Ì3 ,8  4 1 ,0 ,- . . . 1 cm. **
una movilidad e le e tro fo rática  en l a  zona comprendida entre 

albúmina y ¿^ -g lo b u lin as,

una reacción inmunológica e sp e c ific a  con un anticuerpo d i­

rig ido  específicamente contra la  proteina y 

una actividad p ro te o lit ic a .

/ La glucoproteina puede designarse como proteina

de  ̂trazas en v irtud  de su concentración normalmente muy re 

ducida en e l suero humano.

* Para l a  explicación de lo s  d e ta lle s  c a ra c te r is t i
f
eos de l a  glucoproteina se expondrá lo  sigu ien te :

La determinación del coefic ien te 'd e  sedimenta­

ción se rea lizó  en una u ltracen trifu ga a n a lít ic a  de la  f i r  

ma Beckman (sistem a de aparatos Spinco, modelo E) a 6.000 

Rpm en celdas de sector doble con ayuda de l a  técn ica de 

explorador de u ltrav io le ta s  a 280 nm. Como disolvente s i r ­

vió un tampón 0,05 M de fo s fa to  (pH 6,8) que contenia 0,2 

m oles/litro  de NaCl. La concentración de proteínas ascen­

dió a  0,1%. Los coefic ien tes de sedimentación han sido con 

vertidos por cálculo  sobre l a  base de agua a 20SC.

Para la  determinación de lo s  pesos moleculares 

se u t i liz ó  e l método de eq u ilib rio  de sedimentación y la  

e leo tro fo re sis  a través de gel de poliacrilam ida. La deter
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.minación en. l a  u ltracen tr if uga se efectuó a 9.000 Rpm. La 

evaluación se efectuó tomando como Lase un volumen especí­

f ic o  p a rc ia l (p a rc ia l sp e c ific  volume) de 0,74 ml/g. En l a  

u ltracen trifu ga  resu ltó  un-péso* molecular de 28.100 4 

2.000. -

Para l a  e le c tro fo re s is  a través de gel de p o lia -  

crilam ida se u tiliza ro n  dos procedimientos. La separación 

en e l gel normal de poliacrilam ida se efectuó según e l  mé­

todo de Zwisler y B ie l ,  Z .k lin . Chem. 4 , página 58,

(1966). Para l a  investigación  en e l  ge l que contiene dode­

c ilsu lfa to  de sodio se empleó un g e l  con 7,5% de p ó lia c r i-  

lamida que contenía 0;1% de dodecilsu lfato  de sodio. Para 

l a  reducción, la s  proteínas han sido incubadas en 1% de djo 

d e c ilsu lfa to  de sodio con 1% de mercaptoetanol. La colora­

ción de la s  proteínas se efectuó con Negro Amido. A p a rt ir  

de l a  emigración en e l  gel de po liacrilam ida qué contiene 

dodecilsu lfato  de sodio se dedujo para la  glucoproteina un 

peso molecular de 35.000 4 3.Ò00.

La determinación del punto iso e léc tr ico  se r e a l i  

zó con una columna (440 mi) de l a  firm a LKB, Estocolmo. La 

llamada mezcla de amfolina ten ía  en l a  investigación  de l a  

glucoproteina un margen de pH de 3 a 5.

La investigación  de la¡ movilidad e lec tro fo rá tica  

se efectuó en l a  micromodificación de instrumentos de Beck 

man sobre láminas de acetato* de ce lu lo sa  contampón de
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-d ie tilb a rb itu ra to  de sodio de pH 8 ,6 .

La determinación de lo s  hidratos de carbono s e . 

efectuó según e l  método descrito  por HtE. Schultze, R. 

Schmidtberger, H.Haupt, Biochem. Z. 329. página 490, 

(1958).

B l a n á l is is  de aminoácidos se rea lizó  según S. 

Moore, D.H. Spackmann, Y1.H. S te in , Anal. Chem. 30, página 

1185, (1958), empleando e l oromatógrafo de liquido Multi- 

chrom B de la  firm a Beckman. ^ de c is t in a  se determinó co­

mo ácido c is té ico  después de oxidación de la s  proteínas 

con ácido perfórmioo (S . Moore y o tro s, Anal. Chem. 30, pá 

gina 1185, (1958) y subsiguiente cromatografía (S. Moore, 

J .  B io l. Chem. 238, página 235, (1963). El contenido de 

triptófano ha sido determinado con l a  determinación fotorné 

t r ic a  d irecta  según H. Bdelhoch, Biochemistry 6, página 

1948, (1967).

La caracterización  inmunológica de l a  sustancia 

se efectúa de l a  manera más se n c illa  con un procedimiento 

de d ifusión  conocido, con e l que antígeno, es decir gluco- 

proteina y un anticuerpo d irig ido  contra la  glucoproteina 

o e l antisuero no enriquecido en lo  que se re fie re  a lo s  

anticuerpos, se difunden mutuamente en un medio de sopor­

te ,  t a l  como por ejemplo agar. S i  se reúnen uno con otro 

lo s  dos componentes de reacción en una proporción favora­

b le , se forma un precipitado v is ib le .
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Según este  conocimiento, es evidente p a ra .e l ex­

perto que son p o sib le s todas la s  técn icas inmunológicas pa 

ra  l a  detección y .p ara  l a  determinación tanto de l a  nueva*

* glucoproteína, como también de. lo s  anticuerpos d irig id o s 

contra l a  glucoproteína.

Un método sen c illo  y por lo  general suficientemen 

te  exacto para l a  determinación cu an titativa  de la  gluco­

proteína en líqu id os corporales o en extractos de te jid o s  

lo  constituye l a  llamada técn ica de L au re ll. E stá  d escrita  

en Analyt. Biochem. (Nueva York), 1_5, página 45 (1966).

E l efecto  p ro teo lít ico  de l a  glucoproteína se 

comprobó sobre p lacas de e le c tro fo re s is  de agar con f i b r i ­

na (N. Heimburger, G. Schwick, Protides of the B io lo g ica l 

F lu id s 9th C o l l . , Brúgge, página 303 (1961)).

Objeto de l a  invención es además un procedimien­

to para l a  preparación de l a  glucoproteína caracterizada 

anteriormente, que se caracteriza  porque líqu idos corpora­

le s  o extractos de órganos, que contienen la  glucoproteína) 

se fraccionan tomando como base lo s  sigu ien tes c r ite r io s  

hallados según l a  invención.

La glucoproteína es p rec ip itab le  con sa le s  neu­

t r a s .  Con*el su lfa to  de amonio, empleado usualmente para 

ta le s  p recip itacion es, se p rec ip ita  l a  glucoproteína con 

una concentración de saturación de l a  s a l  de 30 a 60% en 

un margen de pH en l a  proximidad del punto neutro.
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Según su peso molecular, l a  glucoproteína puede 

obtenerse mediante medidas que son adecuadas para l a  sepa­

ración de,sustan cias.con  pesos moleculares comprendidos en 

tre  25.000 y 40.000. Se u tilizan  ventajosamente para esto 

lo s  métodos de l a  f i l t r a c ió n  a través de gel o de l a  u ltra  

f i lt r a c ió n .

La glucoproteína se adsorbe en intercambiadores 

de iones débilmente básicos con un valor de pH neutro o dé 

bilmente a lca lin o . Se emplea ventajosamente en este caso 

una solución tampón comparativamente poco concentrada, ya 

que mediante aumento de l a  concentración de sa l  o también 

mediante reducción del valor de pH puede impedirse l a  ad­

sorción. Por otra parte , con e l conocimiento de este  com­

portamiento se ofrece l a  p o sib ilid ad  de adsorber l a  gluco­

proteína y dé e lu ir la  nuevamente empleando soluciones s a l í  

ñas altamente concentradas o soluciones tampón con valor 

de pH reducido.

Se ha manifestado que la  nueva glucoproteína no 

se p rec ip ita  con la s  bases orgánicas so lub les en agua de 

l a  se rie  de l a  acrid ina y de l a  quinoleína, que encuentran 

empleo usualmente para procedimientos de precip itación  de 

proteínas*. En l a s  concentraciones usuales en este  procedi­

miento aquélla permanece en la  porción sobrenadante acuosa. 

Después de esto puede emplearse una base de acrid in a, t a l  

como lac ta to  de 2-etoxi-6,9-diam inoacridina o una base de

28028
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1 - quinóleína, t a l  como clorhidrato de bis-(2-metil-4-aminoquL 

noleil-6)-carbam ida, para l a  precip itación  de proteínas 

acompañantes, permaneciendo en l a  porción sobrenadante la  

glucoproteína ^egún l a  invención. .

5 Sim ilares consideraciones pueden v a le r  en caso 

de emplearse h id rox ilap atito  como adsorbente para p ro te í­

nas. La nueva glucoproteína no m anifiesta ninguna afinidad 

oon e l h id ro x ilap atito , mientras que una se rie  de proteí­

nas/ acompañantes es retenida por h id ro x ilap atito . Este com

10 portamiento de l a  glucoproteína es c a ra c te r ís t ic o , de mane 

ra  que e l inventor propone designar a la  glucoproteína como 

úna globulina (HPG-1) que pasa a l  h id ro x ilap atito .

¡ En base del conocimiento d e 'la  movilidad electro  

fo rá t ic a  puede u t i l iz a r se  l a  e leo tro fo re sis  preparativa

15 por zonas para e l  enriquecimiento o aislam iento de la  glu- 

coproteina.

' La afin idad de l a  glucoproteína en virtud de su 

comportamiento inmunológico puede u t i liz a r se  para enrique­

cer l a  glucoproteína con ayuda de lo s  llamados procedimien_

20 to s de inmuno-adsorción. Para esto  puede prepararse de ma­

nera conocida en s i  frente a l a  nueva glucoproteína un in- 

munoadsorbente, es decir un anticuerpo f i ja d o  a l  soporte, 

que es capaz de f i j a r  específicamente l a  glucoproteína. 

Después de esto  l a  glucoproteína puede volver a e lu irse  me

. 25 diante modificación de la s  condiciones del medio, t a l  como

28028
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_ ha sido descrito  esto  m áltip les veces en la  b ib lio g ra fía  

técn ica.

.. Mediante, una combinación seleccionada de lo s  mé 

todos'mencionados, que conducen'por una parte a l  enrique­

cimiento de l a  glucoproteina y por l a  otra a su separación 

respecto de la s  demás proteínas acompañantes, puede efec­

tuarse e l aislam iento de l a  sustancia según la  invención. 

En consecuencia, e l  objeto de l a  presente invención debe 

verse en la s  etapas individuales de enriquecimiento para 

l a  nueva glucoproteina y en lo s procedimientos para su pu 

r if io ac ió n , resu ltan tes mediante combinación de la s  medi­

das para e l enriquecimiento. La lín ea  d irec tr iz  para e l 

procedimiento para l a  preparación de l a  glucoproteina con 

s i s t e  en obtener en cada caso la  porción que proporciona 

una reacción-inmunológica p o sitiv a  con un antisuero d ir i­

gido contra l a  nueva glucoproteina.

Después de realización  de l a s  mencionadas etapas 

de procedimiento se m anifiesta algunas veces que l a  gluco­

proteina e stá  im purificada también por o tras proteínas 

acompañantes comprobables inmunológicamente. E sta s  son por 

lo  general proteínas de tra z a s , t a l  como l a  nueva glucopro 

te ín a  propiamente dicha. En este  caso la s  impurezas se e l i  

minan mediante su adsorción e sp e c ífic a . En este  caso se ha 

ce usó de técn icas habituales de la  inmunoadsorción, en 

la s  que se u tiliza n  como adsorbentes, según procedimientos

28028
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1 _ d e sc r ito s , anticuerpos, f i ja d o s  a  un soporte, contra la

5

proteína que se ha de elim inar. Con frecuencia la  nueva 

glucoproteína, ampliamente pura, e stá  asociada todavía 

. con trazas de l a  ^ -g lu co p ro te ín a , e sp e c ífic a  del embara­

zo, y/o de lao^-B-glucoprot'eína, designada también como 

^ -g lu c o p ro te ín a  fácilm ente p r e c ip it a b le P a r a  su separa - 

ción pueden emplearse inm unoglobulinas,.dirigidas contra 

l a s  proteínas, que están f i ja d a s  de manera envalente a 

.r e a r a d o s  da agar r s t ie u la d .s ,  t ü e s  ..m . par e j e . , ! .  SE
10 piÁnosE.

/ La solución de proteínas, ap licada sobre una co

íumna, que había sido llenada con e l  inmunoadsorbente es-
í '
p e c ifico , se desplaza a través de l a  columna sin  f i j a r s e

15

jo combinarse, toda vez que sólo se f i j a n  lo s  componentes 

contra lo s  que el soporte contiene un asociado inmunológi 

camente activo . La nueva glucoproteína puede lib e ra rse  de 

e s ta  manera de l a s  impurezas.

< Para l a  preparación de l a  nueva glucoproteína 

se combinan entre s í  v a r ia s  de l a s  medidas c itad as y en .es
20 te oaso se continúa tratando en cada caso l a  fracción  en

25

l a  que puede detectarse inmunológicamente la  nueva glucopr), 

te ín a, mientras son desechadas la s  demás fraccion es.

Como m aterial de partid a  para la  preparación de 

l a  nueva glucoproteína puede emplearse cualquiera de lo s  

líqu id os corporales o de lo s  extractos orgánicos, en que

28028
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- se  haga posible detectar inmunológicamente la  gluooproteína, 

Preferentemente se emplean extractos de placentas humanas, 

que pueden obtenerse mediante desmenuzamiento y extracción 

con agua o con una solución sa lin a d ilu id a, convenientemen­

te- con una concentración menor de 10%, ventajosamente con 

una solución sa lin a neutra a l  0,5%, t a l  como por ejemplo 

cloruro de sodio; Convenientemente se emplea por 1 kg de 

placentas aproximadamente 1 a 5 l i t r o s  de solución de ex­

tracción . Las porciones no d isu e ltas se separan respecto 

del extracto mediante centrifugación o f i lt r a c ió n .

El procedimiento para e l enriquecimiento está  ca­

racterizado por l a  aplicación de por lo  menos una de la s  s i  

guiantes medidas a líquidos corporales, que contienen la  

nueva gluooproteína y la  subsiguiente obtención de la  fra c ­

ción enriquecida en lo que se re fiere  a la  gluooproteína: - 

a) Adición de derivados, solubles en agua, de una base de 

acridina o de quinoleína, preferentemente del lac ta to  de 

2-etoxi-6,9-diaminoacridina en e l margen de pH de 5 a 10, 

preferentemente a aproximadamente pH 8, hasta una eoncen 

tración f in a l  de aproximadamente 0,8% (peso a volumen), 

permaneciendo esencialmente en la  porción sobrenadante 

la  gluooproteína.

-b) Adición de sa le s  neutras hasta la  precipitación de la  glu 

coproteína preferentemente de su lfato  de amonio con valo i 

de pH aproximadamente neutro de 5 a 8 hasta 30 a 60% de

28028
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la  concentración de saturación del su lfato  de amonio, 

c) Adsorción de la  glucoproteína en un intercambiador de 

; iones, débilmente básico , t a l  cpmo. d ietilam inoetilcélu lo  

sa , con una conductividad de l a  solución de 0 a 2 mS y 

valor de pH neutro o débilmente alcalin o  (6 a 9 ), por 

ejemplo empleando un tampón aproximadamente 0,01 M con 

e l  valor de pH de aproximadamente 8. Un tampón que se ha 

' de emplear preferentemente es por ejemplo tris-hidroxime 

/tilaminometano-HCl. la  elución de la  glucoproteína puede 

/  conseguirse disminuyendo e l valor de pH por debajo de pH 

/ 7*0 o aumentando la  conductividad por encima de 5 mS.

,d) Separación en virtud de tamaño molecular (fraccionamien- 

to con tamiz molecular). Es especialmente adecuada la  f i ! ,  

tración a través de gel en una columna, llen a  con un po­

límero de tamaño de poros correspondiente, por ejemplo 

 ̂ dextrana reticu lada con epiclorhidrina, t a l  como SEPHA- 

D E X ^ preparado por la  firma Pharmacia, Uppsala, con e l  

objeto de enriquecer proteínas con un peso molecular de

< aproximadamente 50.000.No obstante,pueden u tiliz a rse  tam
' ÍR)bien productos,tales como ULTR0G3I. ' de LKB,Bromma o

fR)BIO-GEL P  ̂  ̂ de Bio-Rad-Laboratories,Richmond, C aliforn ia, 

e) Realización de una adsorción con h idroxilapatito . Dado 

que la  glucoproteína en solución tampón de fo sfa to  d ilu í 

da no es f i ja d a  por h idroxilapatito , e l h idroxilapatito  

es un agente adecuado para eliminar de l a  solución pro-



5

10

15

20

. * 25. 

28028

1 te ín as acompasantes áe la  glucoproteína. La solución de 

proteínas se a ju sta  para esto convenientemente a un va­

lo r de, pH en torno a l  panto neutro y -la  conductividad de 

la  solución se mantiene en aproximadamente 1 mS. 

f ) E lectro foresis preparativa por zonas.

Es adecuada para la  realización  de una e lectro fo- 

r e s i s  una solución, que contiene la  glucoproteina, preferen 

temante una solución tampón a lca lin a , por ejemplo en un tam 

pon de d ietilbarb itu rato  de sodio de pH 8,6 y con una con­

centración de iones de 0 ,1 . La solución se incorpora en un 

sistema de aparatos para la  e lcc tro fo re sis  preparativa, t a l  

como se describe por ejemplo por N. Heimburger y R. Schmidt 

berger en Behringswerke-Mitteilungen, cuaderno 43, páginas 

83 y sigu ientes, especialmente en la s  págimas 119 - 120. En 

e l  caso del aparato se tra ta  de la  disposición horizontal 

de una e lec tro fo re sis  en soporte en una cuba ab ierta , en la  

que e l m aterial de soporte se en fría a por debajo de 10^0 

para la  evacuación del calor de Joule resu ltante durante la  

e lec tro fo re sis . Como m aterial de soporte sirven sustancias 

indiferentes frente a proteínas, ventajosamente po li(c lo ru - 

ro de v in ilo ) , o sus copolímeros en forma de un granulado 

fin o .

Es recomendable efectuar la  e lec tro fo re sis  en e l 

margen de pH alca lin o , ventajosamente a aproximadamente pH 

de 8 ,6 , con una concentración de iones de 0,08 a 0,12 y con
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-una intensidad de campo de 4 a 6 voltios/centím etro. Cuando 

se u t i l iz a  tampón de d ietilbarb itu rato .d e  sodio 0,1 H, con 

el^valor. de.pH' 8 ,6 , la  glucoproteína emigra en el..campo 

e léctrico  a la  zona de la s  proteínas del plasma que está  en 

tre  albúmina y -globulinas.

Para l a  obtención de l a  nueva glucoproteína se re 

corta y r e t ir a  la  zona correspondiente y a p a rtir  del mate­

r i a l  de soporte inerte se eluye con*ayuda de agua o de solu 

ciernes sa lin as acuosas, por ejemplo de una solución de sa l 

común a l  0,5 hasta 1%.

/ La proteína preparada según la  invención tiene
;

propiedades antígenas. Una inmunización de animales re a liz a
í
da con e l la  según métodos conocidos conduce a la  formación 

de anticuerpos específicos en la  sangre de lo s  animales in­

munizados. Sus sueros pueden obtenerse según procedimientos 

usuales y lo s  anticuerpos contenidos en e l lo s  pueden enri-
í
quecerse. Los antisueros pueden h a lla r  empleo en procedí- 

mientos inmunologicos conocidos para la  detección y para la  

determinación de la  nueva proteína en líquidos corporales, 

especialmente en e l  suero sanguíneo. Además de esto  la  glu­

coproteína m anifiesta propiedades p ro teo líticas y f ib r in o lí  

t i c a s .  Se detectó igualmente un efecto, disgregador de p la­

quetas. Por consiguiente la  glucoproteína según la  invenciór 

tiene propiedades medicamentosas v a lio sa s .

En e l  ejemplo siguiente se explica más detallada-
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-mente la  invención:

Ejemplo:

' Se desmenuzan 150 kg de placentas congeladas a

muy "bajas temperaturas y se extraen con 150 l i t r o s  de una 

solución acuosa a l  0,5% de cloruro de sodio. El extracto se 

a ju sta  a pH 8 con hidróxido de sodio 2n y se mezcla con 50 

l i t r o s  de una solución acuosa a l  3% de lac tato  de diamino- 

etoxiacridina. Después de un tiempo*de espera de 1 hora, se 

sifona la  porción sobrenadante que contiene la  glucoproteí- 

na (HPG-1) según la  invención, se mezcla con 5% de cloruro 

de sodio sólido (11 kg) para la  separación del lactato  de 

diaminoetoxiacridina que ha quedado todavía en solución, se 

f i l t r a  y se mezcla con 30% -referido a l  peso del líquido- 

de su lfato  de amonio sólido y se ag ita  bien a fondo. Des­

pués de 1 hora se separa por f i lt ra c ió n  e l precipitado.

500 g del precipitado, recogido sobre e l  f i l t r o ,  

se disuelven en 500 mi de agua destilada y se d ializan  fren 

te a una solución tampón 0,01 molar de tr is-(h id ro x im etil)-  

-aminometano-ácido clorhídrico de valor de pH 7 ,0 , que con­

tiene 0,05% de azida de sodio. La solución dializada se cen 

tr ifu ga  y la  porción sobrenadante se completa con la  misma 

solución tampón hasta 2.000 mi, se a ju sta  a pH 8,0 con solu 

ción de hidróxido de sodio 0,1 n y se mezcla agitando duran 

te 1 hora con 500 g de d ietilam inoetilcelu losa húmeda ( f i r ­

ma Serva, Heidelberg).
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A.continuación l a  d ie tilam in oetilce lu lo sa  se sep^ 

ra  de l a  solución mediante f i l t r a c ió n , se lava dos veces ca 

da vez con. 1 .l itro  de tampón 0,01 molar de tris-(h idroxim e- 

til)-aminometano-ácido clorh ídrico con é l valor de pH 8,0 y

después de esto  se eluye tre s  veces cada vez con 500 mi de 

tampón 0,02 molar de tris-(hidroxim etil)-am inom etano-ácido 

clorh ídrico  pH 6 ,5 , que contiene 0 ,8%  de cloruro de sodio 

y 0,05% de azida.de sodio.

A lo s  eluatos reunidos se añade 30% de su lfa to  de 

amonio, referido  a l peso del líq u id o , y se mezcla agitando 

e l  conjunto. E l precip itado, que -contiene l a  glucoproteina 

(HPG-1), se disuelve en 300 mi de agua d estilad a . La solu­

ción de proteínas se d ia liz a  fren te  a tampón de tr is-h id ro -  

ximetil-arainometano-ácido clorh ídrico  de pH*8,0, que contie 

ne 1,0 moles de cloruro de so d io /l itro .y  se ap lica  sobre 

una columna (100 x 20 cm) llen a  con Sephadex G-150 y se elu 

ye con e l  tampón mencionado. Durante l a  elución tiene lugar 

un fraccionamiento de la s  proteínas según su tamaño molecu­

la r .

- A continuación se ensayan lo s  eluatos con antisue 

ro e sp ec ífico , se recogen la s  fraccion es que contienen l a  

glucoproteina (IDPG-1) y a p a r t ir  de e l l a s  se precipitan  nue 

vamente la s  proteínas, t a l  como e stá  descrito  anteriormen­

te , ooh 30% de su lfa to  de amonio só lido .'

Para la  purificación  u lte r io r , e l precipitado se

i ..
- -* * ; . t -* .*.7.: -vy,... v . r- i : * * *
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-disuelve en 50 mi de agua, se d ia liza  frente a un tampón de

fo sfa to  0,005 M, pH 6 ,8 , y se v ierte sobre una columna de
/  . . - . . . .  . /  '

3 x 23 cm, llena con-hidroxilapatito.. É l rev e lad od e-la  co­

lumna se efectúa con e l  tampón d e .fo sfa to  0,005 M, pH 6 ,8 , 

La glucoproteína (HPG-1) aparece en la  fracción que ha pasa 

do; é sta  se concentra sobre un u l t r a f i l t r o . El concentrado 

se d ia liza  a continuación frente a un tampón de tr is-(h id ro  

xim3Íil)-aminometano-HCl 0,01 Tú, pH 7 ,0 , y se adsorbe en 

DEAE-SEPHADEX (columna de 3 x 23 cm). Para la  elución y se­

paración d e .la s  proteínas adsorbidas sirve un gradiente de 

NaCl de 0 a 2^. Las fracciones de eluato que contienen la  

glucoproteína (HPG-1) se recogen, ce concentran, se d ia l i-
i ,
^an frente a agua y a continuación se l io f i l iz a n . Se obtie­

nen aproximadamente 20 mg de la  nueva glucoproteína en una 

pureza de

 ̂ Esta presenta la s  siguientes composiciones de

aminoácidos (frecuencia con coeficiente de variación en %):

28028
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% en moles

Coeficiente < 
variación %

Lisina - 0,67 . 39,25

H istidina - - *  * * ' 3,36 . .9 ,97

Argimina - 5,09 ^ 6,58

Acido aspartico 5,87 3,07

Treonina 3,83 15,74

Serina 7,84 ' 8,22

Acido glntámico 11,76 1,35

Prolina - 6,46 1,71

Glicina 10,24 4,49

Alanina . - ,11 ,25 3,76

C istina/2 5,10 6,34

Valina 6,87 ,, 5,18

Metíonina .. 0,42 . 14,48

Isoleucina 2,47 - 5,07

Lencina 11,42 4,23

Tirosina *2,95 . 5,45

Fenilalanina 2,42 " 13,52

Triptófano 1,98 11,37

25

28028
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Los pontos de Invención propia y noeva que se pre 

sentan para que sean objeto de e sta  so lic itu d  de patente de 

invención en España, por VEINTE años, son lo s  que se reco­

gen en la s  reivindicaciones sigu ientes:

16,- Procedimiento para e l  enriquecimiento de una 

nueva glucoproteína con a) una proporción de proteínas de 

10 ] 89 + 4%; b) una proporción de hidratos de carbono de 11,1 +

2,2%; de e llo s  hexosas 5,3 + 1)1%) hexosamina N-acetilada 

2,8 + 0,5%, ácido neurámico N-acetilado 2,9 + 0,6%; c) un 

e f i c i e n t e  de eedjjnentacidn „  de 3,2 + 0 ,3S ; d) en pe 

so molecular de 32.000 + 6.000; e) un punto isoe léctrico  de 

15 } pH 4,3 + 0 ,3 ; f )  un coeficiente de extinción (280 nm;

de 13,8 + 1 ,0 ; g) una movilidad e lectro fo retica  en la  zona 

comprendida entre albúmina y ^-globulinas; h) una reac­

ción inmunológica esp ecífica  con un anticuerpo dirigido es' 

pecíficamente contra la  glucoproteína; i )  una actividad pro 

20 ] te o lít ic a , que se caracteriza porque una solución de pro­

te ín as, en la  que puede detectarse inmunológicamente la  glu 

coproteína, se somete por lo  menos a una de la s  medidas s i  

guientes, y se obtiene la  fracción  enriquecida en lo  que se 

re fie re  a la  glucoproteína: a) adición de sa le s  neutras has 

ta  la  precipitación de la  glucoproteína; b) fraccionamiento



p- < to ja  nt*<ns. 1 9

1

5

10

15

*20

25

21078

con tamiz molecular y obtención de l a  fracción  con un peso 

molecular de 25.000 a 40.000; c) adsorción de la  glucopro- 

teína en un intercambiador de iones ligeramente básico y 

elución de é ste ; d) adición de derivados, solubles en agua, 

de una base de acridina o de quinóleína en e l  margen de pH 

de 5 a 10 hasta una concentración f in a l  de aproximadamente 

0,8%; e) tratamiento de la  solución de gluooproteína con hi 

d rox ilapatito ; f )  e lec tro fo re sis  preparativa por zonas y ob 

tención de l a  zona comprendida entre albúmina y o ^ -g lo b u li 

ñ as; g) tratamiento de l a  solución de gluooproteína con un 

inmunoadsorbente.

23.- Procedimiento según la  reivindicación 1S, 

que se caracteriza porque como solución de glucopróteínas 

se emplea un extracto procedente de placentas humanas.

3 - .-  Procedimiento para e l  enriquecimiento de una 

nueva gluooproteína.

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que ante­

cedo y para lo s  fin e s  que se han especificado.

Esta Memoria consta de diecinueve hojas e sc r ita s

F C M
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