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Bete invento se relaciona con sgentes anti-
—~inmunitarios, dtiles para prolongar la vida de los
injertos homologos en mamfferos.

wn la actualidad se dedica una atencitn con-

5. giderable a los métodos para el trasplante o injer-
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to con dxito de lgépiel u otros tejidos u O6rzenos desds
un donador sano a un receptor en ¢l que las células en
cuestion sgtdn deterioradas o enfermas de algtin modo.
Se comprueba sin embargo que existen invariablemente al
gin grado de incompatibilidad inmunolbdgica entre el Te-
ceptor y el donador y que el injerto o trasplante que gg
neralmente resulta al splicarlo, se desheche o redsa en
cuestioén de pocos dfes. Zn un intento para reducir esta
incompatibilidad, se ha propuesto la administracién de
agsntes anti-inmunitafios, egpecialuente awatioprina
(imidazol-6-mercapto-purina), pero estos agentes tienden
a ser sbdlamente efectivos en niveles o dosis t6xicas.

Los agentes anti-inmunitarios proteinicos, sinté—~
ticos, se ha couprobado Yus tienen unas caracteristicas
més favorables activided/toxicidad due los compuestos
hesta la actuelidad utilizados.

Este invento proporcionea nuevos compuestos protel
nicos en los que una molécula de ribonucleasa se enlaza
dirécta o indiréctamente, a través de un agente proteini
co de enlace a una molécula de proteina £isidogicamente
innocua. ¥n el caso mds sencillo utilizando un agente de
enlace difuncional, los nuevos compuestos puedsn repre-
sentarse por una férmula general

X-Y~2 I
En la que X representa ribonucleasa, 4 representa la pro
teina fislolégicamente innodcua, e Y representa un enlace
directo o restduc del agente Yuimico de enlace.

El grupo 2 pusde adeumds eshar enlazado a través
de otro grupo Y, a otros grupos X 6 2 aumentando el ta-

mafio de la molécula, pero conservando sin embargo la ac-

.
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tividad enzimdtica de la ribonucleasa 'edla que ge deri-
va la molécula., Estos materiales de peso molscular supe-
rior, pueden represemntarse por una férmula general.
X-Yw-Z-(Y~Rp II
en la que R representa un grupo X o un grupo 2 y n repre
5. senta un nvmero entero de 14 3. Cuando n representa O
el material es de la formula I anterior, y los materiales
preferidos son ayuellos en los due n= 0 6 1,
Los ogentes de snlace polifuncionales son tawbieén
susceptibles de uso para unir entre st las moldculas ds
10. proteina que proporcionan productos de formulas de esbruc
tura mds completa, en la que se¢ realize el enlace cruza-
do.
Bn determinades circunstancias, es tembidn posible
unlr las moléculas de proteina juntas entre st, dirdcta-
15, mente, ubtilizendo un grupo funcionel en cada molécula, por
e jemplo haciendo reaccionar un grupo carboxilo activado
en una molécula con un grupo amino de la oira, en presen~
cia de, por ejemplo, una carbodi-imida para formar una
amida, o0 con un grupo hidroxi, para formar un éster. kEn
20. estos productos, el grupo ¥ de enlace, representa un en-
lace dirécto y cuando se forma un enlace amida, las dos
moléculas profeinicas se unen una a otra por un enlace
gnalogo que enlaza los dcidos amfnicos individuales de
cada moldcula de proteina entre st.
25, La ribonucleasa, con preferencia, pero no necesa-
' riamente, se deriva de la especie a que los compuestos
de este invento han de administrarse. La ribonucleass
pusde recuperarse de la orina u Organos internos y puede

derivarse de origenes bovinos o porcinos, por ojemplo re
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cuperarse del pdncreazs bovino 4ue, en egbos momentos,
representa un origen wtil de ribonuclsasa en escala coé
mercial, & acepta due la ribonucleasa no exhibe une &8
lectividad especial para las especies y los agentes en-
ti-inmuni tarios derivados de una ribonucleasa procedeﬁ-
te de mamlferos, resultaran clinicamente aceptables en
mani feros distintos.

La otre mited proteinica Z de los compusstos de
este invento, ha de ser fisioldgicauwente innocua, es ds
cir, ha de ser una proteina carente de actividad espe~
cial profildctica o terapsutica y due pueds administrar
s6 a seres en proporciones de dosificacién clasica, por
ejemplo 0,2 mg/kg. de peso del cuerpo, sin cembio apre-
ciable en ol metabolismo dsl individuo. Desde el punto
de vista mddico, estas proteinas se consideraran normal-
mente como inertes atin cuando posean algune actividad
bacterioloégica como resultado de su cardcter proteinico.
Los materiales proteinicos adscuados, incluyen las dis-
tintas albdminas, tales como la albduina de husvo y la
albtmina de suero bovino, las globulinas que contienen
globulina gemme bovina y hemoglobina, los colagenos so
lubles y los materiales gelatinosos. La verdadera riho-
nucleasa es también adecuadas como ssgunda proteina para
acoplarse a la primera molé¢cula ds ribonucleass a través
del grupo de enlace Y. La ribonuclease tiene un peso mo-
lecular relativemente reducido para una proteina, alrede
dor de 14.000, y constituye una proteina fisiolobzlcamnen-
te innocua bien conocide por ser rédpidemente sxcretada
por el cuerpo de los ratones. La proteinz Z puede consi

derarse como wna proteina portadora pars impedir ue la

"
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ribonucleasa se desprecie, Los maberiales proteinicos
inadecuados, incluyen las distvintas profeinss fisiolo-
glcomente activas talee como A.C.T.H. (hormona adrenc
corticortrofica) y los compuestos Yue contengan este
cuerpo u otra actividad hormonal.

#1 grupo de enlace Y puede derivarse de cualyuig
re de los compuestos orgdnicos simples fied ologiceamente
inertes corrigntemente usados para enlazar entre sf mo-
léculas de proteina activa. Corrientemente estan consti-
tutdas por compusstos yue contienen nitrogeno, y uno de
los grupos de enlace mds corriente para fines esperimen-
tales, es la 4,4'-bis-dinzobencidina 4ue se acopla con
las demas moléculas en cada grupo azbdico, como én un co-
lorante aztico. Asl, en el caso Ge las proteinas que con
tienen tirosina, tal como 1a ribonucleasa, se cree que
la 4,4'-bis-diazobencidine se acopla al residuo 4sl ani-
1lo de tirosins, en posicidén orto con respecto al grupo
hidroxi. Otros compuestos conocidos como adeocuados para
el enlace entre si d¢ moléculas de proteina y que pueden
utilizarse para proporcionsr el enlace Y en 10s compues—
tos de yue se trata, incluyen: 1,3-dlfluor-4,6-dinitro-
benceno, agentes de enlace preferido pere productos in-
diré¢ctamente enlazados, tolilen-2-4-di-isocianato, p-fe-
nilendiaming 7-ciclohexile3-(2-morfolinil=4~etil)~-carbo-
di-imida metil p-tolueno sulfeonato, N-etil-5-fenil-iso-
~oxaz0lio-3" sulfonato (reactivo K de Woodwards) o clo-
ruro ciantirico. Las carbodi-imidas son los agentes de
enlace preferidos ya due permiten que las dos moléculas
de proteina se enlacen entre si dirdctamente a través de

uno o mas enlaces amida. Esbos productos no contienen
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grupos de enlace "anotmalos" y se espers Yue sean mas
aceptables para el individuo que los recibe.

Los compuestos de este invento, pueden preparar-
se colocando juntas las dos moléculas de proteina X e f
en pressncia del agente de acoplamiento Y en condiciones
tales Que la moldcula X se acople a la moldcula % diréc-—
ta o indiréctamente, a trevés de Y. Los compuestos pre-
feridos de este invento, en los que X y % representan
proteinas distintas, son aquellos en los que una molécu-
la X enlsza, a iravés de una moldcula Y, a uns molécula
Z, por ejemplo de la foérmula I, y cuando Z es una albt~
mina, el producto tiens un peso molecular de 80,000
aproximadamente, Los productos de mayor peso molecular
pusden obtenerse cuando mds de una molécula X 6 2 se aco
plan juntas modificando le proporcitn de reactivos, y
Quiza bambién ubtilizando agentes de enlace trifunciona-
les., Los reactivos, idealmente, hen do hallarse presen-
tes en cantidades equimolecularss paré productos de la
formula I, pero a menudo es necesaria alguna desviacion
de estas cantidsdes ideales, pare permitir las diferen~
tes reactividedes de Xy 2 en la reaccion de acoplamien~
0.

¥n 8l caso de user la verdadera ribonucleasa como
proteina Z figioloéglcamente innobeue, los compuestos pre-
feridos son los de formula II en los due n =171 preparados
por la reaccion de ribonucleasa y agente de enlace difun
cional en una relaciotn molar de 3:2.

En el coso de due el agente de acoplamiento sea
la 4,4'-dis~diazobencidina, el ascoplamiento en orto con

el grupo hidroxi en el residuo de tirosine, se realiza
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fAcilmente en condicmoﬁis alcalinas, por ejemplo alre-
dedor de pH 9 - 10. Estas condiciones alcalinas se pre
fieren también cuando se ubiliza el difluordinitroben~
ceno, como agente de enlace, pero los demds agentes de
enlace, antes citados, experimentan la reaccioén mas f2
oilmente en solucidn neutra.

Los compuestos de este invento pueden separarse
de los reactivos de peso molecular inferior, y de las
gomas y resinas de peso molecular superior, por técni-
cas cronatograficas y por técnicas de filtracidn de ge~-
les uwtilizando los dlstintos “tamices molecularest en
la actualidad disponibles. Esbos “hamicest pueden usar-
ge pera separar mezclas de componentes de pesos molecu~
lares disvintos y pueden obtenerse productos de foérmuls
I en estado de muestras cromatograficemente puras. Uno
ds estos tauwices adecuados, es el Sephadez Gqgp suminis
trado por Farmacia de Upsala, msuecia Gue separa la ribo
nuclessa sin reaccionar, de la ribonucleasa acoplada.
Los compuestos de este invento, se precipitan por el anti
cuerpo de la ribonucleazss, atn cuando los compuestos es
ten casi libres de ribonuclezsa sin acoplar, la reten-
cion de la actividad snzimdtica, e& un rasgo caracteris-
tico de los compuestos de este invento.

Otros aspectos de esgte invento, incluyen composi-
ciones farmecéuticas due comprendan un Giluyente o sopor
te farmacéuticamente aceptable junto con compuestos an~
ti-innunitarios, como = antes se describe, en los que
una molécula ds ribonucieasa se enlaza, vor un agente de
enlace proteinico, a una molécula de proteins fisiologi-

camente inerte, L1 método preferido de administracion es
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la via parenteral y el diluyente preferido es un dilu-
yente inyectable, por sjemplo un suero fisioloégico api
régeno. Otro nuevo aspecto de este invento, proporeiona
un mgtodo para prolongar la vida de los injertos homolo
gos en memiferos, yue comprende el administrar una com-
posicion farmacduiica tal como se ha definido, 21 indi-
viduo tratedo, asproximadsmente en el momento de intro-
dueir el injerto homologo. #l compuesto, con preferencia
ge introduce parenterslmente en el individuo, convenien-
temente por inyeccitn intravenosa de una composicién tal
como acaba de indicarse, pocas horas o dlas antes de in
troducir el injsrto homdlogo. Yuede ser preciso adminig
trar aveves cantidades del compuesto, en el pertodo que
gigue al trasplante o injerto, cusndo, en ausencia de
agente anti-inmunitario, se presenta normalmente el re-
chagamiento o expulsion de injerto, La necesidad para eg
ta terapia de conservacion puede evitarse por un régimen
de inyeccidn modificado, en el que las células del in-
Jerto homologo a trasplantar, se introducen en el indi-
viduo en tratamiento en una o preferentemente dos ocasio
nes, aproximadamente al mismo tiempo que el agente anti-
~inmunitario. S cowprusba Yue siguiendo este tratamien-
to, el individuo tratado adquiere una tolerancia a la
proteina exiraia, de tal modo que existe una respuesta
inmune despreciable cuando se realiza la trasplantaciotn
o verdadero injerto.

Lag proporciones tipicas de dosificacion de estos
agentes enti~-inmunitarios, son de 20-100 mg/kg. peso del
cuerpo por ribonucleasa triumera, o sea, compusstos de

formula IT en los que n= 1y X,Z y R representan ribo-
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nucleasa y 300/600 mg/kg. de peso del“buerno para ri-
bonucleasa/albtuina, o sea, compuesto de férmula I.

Ln los ejemplos siguientes se facilita para
aclarar los varios aspesctos de este invento.

AJERPLO 1 - Acoplamientos con 4,4'-bis-diazobencidinag

S S e L = S

% prepara 4,4'-bis-diazobéncidina (BDB) por
diazotacion de 45 mg., de bencidina con 36 mg. de nitri-
t0 s6dico, en 10 cc. de 4Acido clorhidrico al 3 %. Los
reactivos se enfrien a 4°C. antes de mezclarse, y lue-
go se mantienen a 7 - 8°C durante una hora, A continus-
cién se afiade 0,71 cc de la solucidn BDB a 2 moles de
proteina disueltas en 5 cec. de amortiguador o solucibn
tampon de glicina/NaOH/NaCl (0,8 M de glicina, 0,2 i
NaCl y 0,2 li ge NaOH) a 4%, con agitacion enérgica,
evitando la formacion de espuma. La proteina es uno mez
cla que conbiene 10 mg. do ribonucleasa (RNasa) y 100
mg, de albumina de suero bovino (BSA). A1 cabo de 10 mi
nutos, se ajusta el pH a 5 con HCL §/1 y la mezela se
calienta & 37°C. durante 30 minubtos, después de adadir
un voldmen igual de acetato tampén 0,71 M., & se omite
el caldeo, se formen burbujas de nitrogeno en el gel
cromotogréafico. La separacién de la fraceioén proteinica
ge lleva a cabo en una columns Sephadex G100 de 50 x 2,5
cm., en NaCl 0,71 I1i, S recoge el material sobrenadante y
ge calcula la concentracién de Rllasa y de proteina, en
el complejo RNasa/BSh,

ssta reaccién de acoplamiento, se repite utili-
zendo proporciones molares eQuivalenteé de globulins
gomma, humene (HGG) y ovalbémina (OA) para proporcionar

comple jos correspondientes RNasa/HGG y RNasa/0A.
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Ademds, se prepera un complejo Rifasa/RNasa(poli-

Riiaga) por el método general antes descrito, en el qus.
se afladen 0,5 cec. de solucidn BDB a 100 mg. de RNasa.
Todos los complejos se conservan g 400. ¥n todos ellus,
5, las moléculas de proteina estin enlazadas entre st a
través del sistema bis-diazobencidina.
EJEMPLO 2 - Acoplamiento con difluordinitrobenceno
S disuelven 100 mg. de ribonucleasa pan-
credtica bovina en 10 cc. d8 NapCO3 0,05 i y se conser-
10. va a 20°C. A este solucion se afiaden 0,12 cc. de una so
lucion al 1% de difluordinitrobenceno disuelto on metaz
nol absoluto seco. La adicién se hace répidamente, con
endrgica agitaclion, para asegurar la mezcla rdpida, ¥y
luego se dejo la mezcla a 20°C durente una hora con lo
B cual el pH desciende a 4,5 por adicién de Zcido acético
4, Bl producto se cromatografia a conbinuacioén en una
columna Sephadex G100 de 60 x 5 cm., eyuilibrads con
NeCl 0,7 M, 21 cuerpo sobrenadante y wna parte superior
siguiente, correspondiente a un peso molecular de 40 4
290, 50.000, se recogen. iisha segunda parte superior contiene
ribonucleasa trimera, o sea X-Y-X-Y-X en la que X repre-
senta ribonucleasa, e Y representa un grupo dinitrofeni-
leno, y la parte supsrior e cree que contiene ribonu-
cleasa pentdmers y polimeras superiores, Las dos muestras
o5, se concentran por ultrafiliracidn y se ensaysn para su
actividad anti-~-inwunitaria.
Bn otros experimentos se disvelven 100 mg. de al-
btuina de suero bovino y 10 mg. de ribonucleasa de jugo
pancredtico bovino en 11 cc. de carbonebo so6dlico al que

30. se le agrege 0,4 cc. de solucion de difluordinitrobence-
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no. &1 producto g8 separa nuevamende en una columna ep-
hadex G 100 y la parte superior se recoge dando wn pro-
ducto de albdmina ribonucleasa, mmpleando 55 mg. de glo-
bulina gamms bovina, en lugar de albdwins se prepara en
forma similer un complejo de globulina ribonucleasa. Los
complejos se comprucban con respecto a su actividad anti-
~inmunitaria. sn todos estos complejosy las moléculas ge
enlazan entre si a través Gel sistema de anillo dinitro-

fenileno.

BJoPLO 3 - Acqplamiento conn tolilen~2,4~dl~igociznato

100 mg. de albtwina de suero bovino se disuel
ve en 5 cc. de fosfato 0,71 M amortiguador de un pH de 7,
y se enfrien a B . % afiaden 0,17 cc. de tolilen—2,4~
diisocianato, y la mezcla se agita sin former espuma du-
rante 3 hores. A continuacioén se agregan 5 cc. Ge carbona
t0 sodico, 0, B i que contengen 10 mg. de ribonucleasa de
jugo pancreatico bovino, y la mezcla sge agita durante
otras dos horas. Le mezcla se enfria a conbtinuacion a 4°C.
y se separan los cristales de diisocisnato solidificados
¥y no utilizados. La soluciotn sobrenadante, se ajusta a un
pH de 7 con 4dcido acdtico y se ssparan por cromatografisa
Sepahdex, como se describe en los ejemplos 1y 25 la par-
te superior se recoge y se concentra para proporcionar un
complejo albumina/ribonucleasa, Gue se enssya. S8 realiza
un experimento andlogo utilizando 55 mg. de globulina
gaame bovina, en luger de albdmina, para proporcionar un
complejo de globulina/ribonucleasa. En todos estos comple
jos, las moldculas de proteina se enlazan entre s a tra-
vés del sistema de anillo tolilénico.

EJEMPLO 4 ~ Acoplamiento con reactivo Woodwards X

s b oo o s e e
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A una mezcls de 100 mg. de albumina de suero bovi

no y 10 mg. de ribonucleasa de jugo pancredtico bovino
disuelta en 11 cc. de NaCl 0,2 i = eofiaden 4 mg de N-etil-
~fenilisoxazolio~3-sulfonato (reactivo K de '-'Voodwards);
El pH s ajusta o 7,2 con NaOH, 1N y la solucibn se agi-
ta durante 24 horas a la temperatura embiente. El produc~
t0 se cromatografia a continuacioén en Sephadex como se
describe en los ejemplos 1y 2 y la parte superior se
concentra para dar un complejo albumina/ribonucleasa. iEn
otros expsrimentos, la albumina se sustituye por 55 mg.
de globulina gemma bovina, o 10 mg. de ribonucleasa, para
propord oner los complejos globulins/ribonucleasa y poli-
ribonucleasa correspondientes, bn todos estos complejos,
las moléculas de proteina estan enlazades diréctamente
como amidas.

BJEHPLO 5 ~ Acoplamiento con carbodi-imidaionics

% repite el método descrito en el ejemplo 3,

whtilizando 1,5 mg. de T=ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4)-

etil)~carbodi~imida metil-p-~toluenosulfonato, en lugar del

reactivo de Voodwards, para dar complejos albamina/ribonu
cleasa, globulina/ribonucleasa y poliribonucleasa. En fo-
dos estos complejos, las moléculas de proteina se enlazan
dirdctamente como amidas.

BJEWPLO 6 - Acoplamiento con bis-diazo-p-fenilendisming

e st s g e o s i S
f=ttmm it

S8 repite el método descrito en el Ljemplo 1
para el acoplamiento con bis-diazo-bencidina, ubilizando
une solucidn de bis-diazo-p-fenilendiamina de lo misma
concentraci 6tn molar, que se prepara por diszolacioén con
nitrito sodico en HCL de la mitad de la cantided de p-fe

nilendiamina con respecto & la de bencidine, para propor-
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cioner complejos albumina/ribonucleasa, globulina/%ibon&
cleasa y poliribonucleasa, &n todos estos complejos, las
molécules de proteina se enlgzan entre sf a través del
gigtema de anillo fenilénico.

Caracterizecion de los complejos -

Todas las preparaciones obtenidas wtilizendo al-
gon ooente G2 dnluce contienen actividad proteinica y de
rivonucleasa. Las preparadas con carbodi-imideionics, o
Woodwards K o toluendiigocianato, son incoloras. Los cog
plejos obtenidoz con reactivos diazoicos son amerillo-ro
jizas, y con difluordinitrobenceno, amerillo-verdosas,

Log espectros tienen todos absorciones maximas g
280 mu, a cause dsl contenido de dcido emino aromatico,

pero pueden tener teubidn sbsorcion debids al egente de

acoplemiento.
Agente de acoplamiento faxima mpm iinima oy
carbodi-inida 280
Woodwards K 280
toluendiisocianato 280
difluordinitrobenceno 280 310
228 390

bisdiazobencidine y 280 35
bisdiazo-p~fenilendiamina 400

relacion 350/400 extin-

cidn g
difluordinitrobenceno 1.8
regctivos diazoicos 0.74

otros reactivos usados 1.0
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Ia actividad enzimética de los complejos preparg
dos en los ejenplos 14 6, se confirma el siguiente ang
lisis de ensayo de difusioén en gel. S llenan discos de
poliestireno, de Petri, hasta una profundidad o espesor
de 3 mm., con una solucion de agar al 1% (Ionagar n@ 3)
s la Que se ha afiadido, despuss de enfriar a 45°C, une
dscima del voldmen de una solucién al 2 % de levadura co
mercial RWA en acetato 0,1 il tampon de un pH de 5. En el
gel después del cuajado, se practican orificios de fondo
cerrado, y se llenan con las muestras sometidas a ensayo.
Las placas se incuben durente 18 horas a 37°C, y la RNA
sin dirigir, se precipita en el gel llenando los discos
0 placas con une solucitn al 0,24 % de acetato de uranio
en dcido tricloroacético al 1,25 %. Los diametros de las
zonas claras alrededor de los orificios, se miden y se
utilizan pars calcular la relacién de enzima en las muesg
tras desconocidas y normales. El digmetro de las zonas
ey proporcional a la raiz cuadrada de la concentracioén de
enzima y s usa para comparar las muestras desconocidas
con RNasa normales.

Utilizando este ensayo, la concentracion enzimédti-
ca de todas las preparaciones comple jas, antes descritas,
se ajusta para que sea equivalente a 30 g/cc. RNasa de
jugo pancreatico bovino (Koch-ligero 4x recristalizado).

Respuestas anticuerpos

% inmunizen intravenossmente ratones de cepa A,
con 0,1 cc. de hematies al 10 % de carnero, 0,01 cc. ds
vacuns TAB, 6 0,1 cc. de hematfes de rata al 50 % marce-
dos con 51Cr° Los animales se sangran a los 6 dias y el

suero se separa. 8 miden las hemaglutininas por dilucio
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nes en serie en voluwenes de suero salino, tamponado con
barbitona, d¢ 0,1 cc. del suero, en tubos de poliestire-~
no d@ 5 x 35 mm. A cada tubo se le afiaden 0,02 cc. de
hematies de carnero al 2 %. Después de haber leido las
titulaciones de hemaglutinina, se afiade a cada tubo 1,5
MHD de complemento de cobays, absorvido con hematies de
carnero. Al cabo de dos horas Ge incubacion a 3700, 86
registran las titulaciones de hemolisina.

La eliminecion inmune de las células de ratonss
marcados se descubre por medicioén de la radioactividad
en muestras de sengre diarias, por puncion retro-orbital.
Las aglubtininas antitifoideas H se calculan 8 dtas des-
pués de la inmunizacion.

Anticueroos para hemeties de carnero

Cuando se aduwinistran intravenossmente une dosis
sencilla de 0,4 mg., de BSA-RNasa en solucién salina an-
tes del antigeno, se comprusba Yue existe un efecto so-
bre la respuesta & las células de carnero y TAB, pero no
a las celulas de raton. Bxiste un periodo 6ptimo de al-
rededor de 10 & 20 .horas antes del antigeno, en el que
proporcionan el BSA/RNasa. Utilizando una inyecciotn sen-
cilla de RNasa/BSA 16 horas antes de las cglulas de car-
nero, las titulaciones de hemsglutinina hemoaglutinine y
hemolisina, son s6lo justamente elevadas como en los ani
males yue no se han preparado con antigenc. (Ver Tabla I
siguiente). Con la inyeccion de ribonucleasa sin acoplar
no se presenta efecto sobre la respuesta inmune.

ue las titulaciones reducidas obbtenidas a los 6
dtas no se deben a retrasos con lag respuestas anticuer-

PO, se demuestra en la Tabla IL siguiente en la que se
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observa que las ftitulaciones maximss e&%

ma‘.les trate-
dos y de control, se ve Que se presentan 8l mismo tiem-
po dsspuds de la oposiclon antfgena. Utilizando un in-

tervalo de 16 horas entre el Riasa/complejo y el a.nti,g_e;
no, se obtienen resultados anslogos utilizando antigeno
de ceélulas de carnero con otras preparaciones de cauple
jos de RNasa. e restmen en la Tebla 4 siguiente.

Anticuerpos para fiebre tifoidesa v entigeno

£l efscto de une inyeccion sencilla de BSA-RNase
en solucion salina, sobre la respuesta 2 la vacuna TAB,
se indican en la Tabla 3 siguiente. Lo mismo qus en las
células de carnero, existe una supresidn casi completa
de respuesta anbticuerpos cuando la inyeccidn se adminis
tra 16 horse sntes del antigeno, y un efecto menos sig-
nificante cuendo se administra 1 6 24 horas antes del an
ttgeno.

Bliminacion de hematies de raton

Una dosis sencilla de cusluywniera de los comple-
jos, no fud suticiente para impedir la eliminacioén inmu
ne G¢ hematies Ge rotbén, ni para iupedir la apericitm de
anticusrpos en © dfes. Sin subargo 12 supresion se pre-
gent6 cuando se usaron dosis malbtiples de complejos

Riasa.



Tratamiento

hematies carnsro
ninguno
id.

BDB acoplado con
RNasa/BSA

Pratamiento

hematies carnero

[ it

BDB acovlado con
RiNasa/BA

Tratamiento

Ninguno
TAB

TAB
RNasa/BSA

Prgtamiento

JUETE——————————

Ninguno

Ne
ratones

20
20

20

e
ratones

20

20

e

ratones

10
20
30

e
ratones

20

hematies cornero solo 20

H L

BENasa

(1.0 mg.)

20

ledia geométrica titulaciones
hewmoaslutinina hemoli sina

SQEO SQEI

812 94 1420 126
9,2 3,7 8 -
9,4 2,9 8 -

TABLA 2

Hedia geomdirica titulacionss

hemoagzlutining
dta 6 dfa 9 dfa 12
812 1050 795
3,6 4,1 3,1

TABLAR3

edia geondtrica titulaciones
aglubtinine Anti S Tiphy H S.B,

1,75 0,25
25,0 378
1,78 0,27
TABLA 4
ledia geonétrica titulaciones
hemoaglutining
10,2 4,1
850 ) 84
920 92
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PABLA 4 (continuaci 6n)

Tratamiento - Ne ledia geométrica tituwlaciones
ratones hemoaglutinina

hematies carnero y
BDB senlazado con
Riasa/BsA (0,8 mg) 40 9,6 4,8

hematies carnero y
BIB enlazadas con
RNasa/HG¢ (0,83 me) 20 11,6 4,3

hematies carnero y
BDB emlazadas con
RiNasa/0A (0,78 mg) 10 9,5 4,0

hematies carnero ¥y
BIB enlazado con po
li-RNasa (0,3 mg) 30 8,6 4,6

hematlies carnero y
poli-RNasa (2 mg)

enlazado usando p-
fenilendiamina 10 11,2 2,4

enlazado usando 4i
fluordinitrobenceno 10 3,0 0,8

enlazado usando car
bodi-imideai onica 8 18,6 7,1

enlazado usando reag
tivo Woodwards K 10 12,0 2,9

henmaties de carnero %/
Alvvmina/RNasa (4 ng

enlazado usando p~fe- )
nilendiamina 10 9,6 1,9

enlazado usando Gi-
flvordinitrobenceno 10 2,8 1,4

enlezado usando car
bodi~-imida ionica 10 23,3 4,6

enlazado usando reagc ;
$ivo Woodwards K 10 14,8 6,7

enlazado usando toll ~
lendiisocisnato 9 45,5 8,8
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TABLA 4 ‘é(}on'binuaci o) 44 OV

Tratamiento e liedia geomgtrice titulacionss
rotones hemoaglubinina

hemeties de carnero
¥y globulina/Riasa (4 mg)

enlazado usando p-fe- ) )
nilendismina 10 16,2 6,0

enlagado usa2ndo di- )
fluordinitrobenceno 28 5,6 2,3

enlazado usando reac- )
tivo Woodwards K 6 21,0 8,4

enlazado usando toli-
lendiisocianato 8 48 10,5

Trabsjo injerto piel

(a) -~ & suninistren dos inyecciones intraveno-
Bas de 2,5 mg. de complejo ribonucleasa y albvmina de
Suerc bovino enlazados utilizando difluordinitrobence
5. no con soluciones fisioldglicas salinas, 2 cepas HWAY gde
ratones, cade dos dfas despuds Ge dos inyecciones intreg
venosas de células nodales de linfa CjH con 4 dtas de
intervalo entre ellas. Luego los animales se ensayan
para la tolerancia, splicando un injerto de piel CBH'
10. No ge suministra otro tratamiento con el injerto., Nor-
mzluente esta ocombinacibn de cepas da por resultado el
desprendimiento del injerto en 8,5 dfas & 0,5, Los ani
males tratados retienen, vodos, los injertos dwrante
20 dtes, 2/10 qurante 25 dates ¥ 1/10 parece ser mas to
5. lerante con el injerto, todavia sano después de 26 dtas.
(b) - En una combinacioén anéloga de piel de ra-

%6n en 1a que los injertos se desprendieron en 8 das,
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20 animales recibieron inyecci one&“in’cravenosas de
complejo de albtumna de suero bovi.no/rebonucleasa, pra
parado con BIB (25 mg. en solucioén fisiologica en cada
inyeccitn) disviamente durente 12 dfas. 16/20 injertos
sobrevivieron 20 dfas y 4 sobrevivieron 8 meses y me--
dio, a los que se mataron los animales y se examinaron
histologicamente los injertos. Estos estaban casi nor-
males sin evidencia de desprendimiento.

(¢) - Cuatro dias antes de transplantar los ri-
flones en perros, se suministrs una inyeccion intraveno
sg?complejo de albumina @ suero bovino/ribonucleasa
enlazados con BDB, Ll material se lnyecta en suero sa-
lino fisiologico a razon d8 170 mg/kg. de peso del cuer
po. Los 6 perros sobrevivieron durente mas de dos seme~
nes con buena funcion renal, muriendo de enfermedad
gin evidencia Ge desprendimiento.- o infecciones qui-
rirgicas, a los P-17 dlas, S6lo tres perros mosbraron
evidencia de desprendimiento. Solamente 1/9 de los pe-
rros de control no acusaron desprendimiento de su ri-
fién durante 6 dtas,

(@) - Cuatro dfas antes del injerto de rifion y
el dia del injerto, se administra a los ratones prepa-
rados, couplejo de albuimina de suero bovino/ribonuclea-
sa, o complejo de poliribonucleasa, enlazados por BIB,
en dosis yue, en el caso de la poliribonucleasa supri-
mtan las respuestas a la hemoglutinine ds las células
de carnero, casl por completo, y en el caso de comple-~
jo de albdmina, alredsdor del 60 %. Los ratones trate-
dos con complejo de albdmina, no desprendian los ri-

fiones en menos de 16 dtas, pero todos los desprendian
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a los 18 dfas. Los otros grupos de ratones sobrevivie-
ron 19, 22, 22 y 42 dtas., Todos los injertos de con~
trol se Gesprenden § dlas despuds del trasplante.
-~-NOT A~

S Deogcrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asf como la menera de realizarlo en la practi-
ca, debe hacerse constor que las disposiciones ante-
riormente indicadas, son susceptibles de modificacio~
nes de detalle en cuanto no alteren su principio fun-

10. damental. También se hace consbtar que el invento co-
rresponde a una Solicitud de Patente presentada en In
glaterra con fecha 12 de octubre de 1966 y bajo el
ntmero 45695 /66; acogiéndose por lo tanto & los benefl
cios yue conceden los Convenios Internacionales en vi-

5. gor, siendo lo que constituye le esencia del referido
invento y por lo gue se golicita Patente de Invencion
por 20 afios en wspaiia, sobre: WPROCHDILHILNTO PARA LA
PREPARACION Do UH AGuNTE PROTEINICO ANTI-INGUNITARIO®;
caracterizdndose por lo siguiente:

20, la.- ¥Procedimiento para ls preperacién de un
agente proteinico anti-inmﬁnitario", carocterizado por
que se hace reaccionar una ribonucleasa con une protel
ns fisiologicamente inocua, en presencia de un agente
proteinico de enlace, de manera que la ribonucleasa se

25, enlace dirécta o indiréctamentie, a través del agente
de enlace proteinico, a la proteina fisiolodgicamente
activa.

22.~ Procedimiento segtn la reivindicacion T2,
caracterizado porque el agente proteinico de enlace ea

30. difuncional y las proporciones molares de los reactivos
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son tales que el producto resultante tenga une formula
general

X-Y~%~(¥~R)n
en la que X representa ribonucleasa, % represents la
proteina fisiologicamente innocua, R represente un o0,
po X 6 4, Y representa un enlace directo o el residuo
del egente probeinico de enlace, y nes 0 6 1.

3.~ Procedimiento segun la reivindicacioén 2a,
caracterizado poruue como reactivos se emplean ribonu-
cleasa y el agente proteinico de enlace esta presente
en una relacioén molar yue proporciona un producto tri-
mero de ribonucleasa, de formula

i~Y-X-Y-X
en la que X e Y tienen loe significados indicados mas
arriba.

48 .~ Procedimiento segtn la reivindicacion 28,
caracterizado porque como reactivos se eumplean ribo-
nucleasa, una albluina o una globuline y el sgente pro
teinico de enlace estd presente en una relacion molar
dque proporciona un producto, d¢ formula

X~Y~Z
en la que X e Y tienen los sinificados indicodos mas
arriba, ¥y 2 representa una albamine o globulina.

52.~ Procediuiento segtin cuzluuiers de las rei-
vindicaciones enteriores, caracterizado poryue como ri
bonucleasa se emplea una ribonucleass pancrestica ae
oring.

62.,- Procedimiento seghn cualquiera de lag rei-

vindicaciones anteriores, caracterizado porjue como
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probeina fiel olOg,:Lca.mente innocuz se emplea albumina
de suerc bovino.

T2.~ Frocsdiviento segdn cualuuiera de les rei-
vindicsciones snteriores, carascterizado pordue como
agente proteinico de enlace se emplea uno elegido del
grupo consistente en 1,3-dlfluor-4,6~dinitrobenceno;
4y,4'=Giazovencidine; p-fenilendiamina; tolilen-diiso-
cisnato; 7T-ciclohexil~3-(2-morfolinil-4~etil)-corbodi~
~imida p~tolusno sulfonato y N~etil->-fenil~iso~oxazo-
lino-3' sulfonato reactivo Woodwards K.

88.~ "rocedimiento para la preparacion de un
agente proteinico enti-inmunitariot, tal y como queda
sustancialmente descrito en la presente usuoria.

Ista semoria consta de 23 hojas escritas a mé-

duing pop—wna sola cara. .\m

& :; \(}{
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