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La presente invencidn se refiere a extract%s
de linfocitos, y en particular a extractos de linfocitos |
que son adecuados para la produccibén de antisueros inmuno;
supresores no-tdxicos, a partir de los cuales puede ais-%
larse la inmunoglobulina G antilinfocitica inmunosupreso—%
ra no-toéxica (AelieGe). é
Las propiedades de los antisueros inmunosu;
presores, especialmente de los sueros antilinfociticos - %
(A.L.S.), han sido estudiadas durante algln tiempo en co-é
nexidn con el problems del rechazo de los homoinjertos en%
la cirugia de transplante. Este rechazo se debe a la inco§~
patibilidad inmunolégica entre el receptor y el donante g
del homoinjerto, y los intentos para combatir este fen6mei

4

no han implicado el apareamiento de tejidos "tissuve mat- g
ching" y la administracidn de ciertas drogas‘inmunoaupre-z
soras. | |

Se ha enconbtrado que el A.L.S., que se pro~§
duce en log mamiferos como respuesta a la introduccidn pa;
renteral de linfocitos o antigenos de linfocitos, suprime’
el rechazo de homoinjertds en los mamiferos. Se ha ense- i
yado A.L.S. procedente de cierto nlmero de fuentes en di-;
versos animales, y un problema que ha surgido es que bti- é
pos particulares de A.L.S. poseen ciertas actividades in-i
deseables y a menudo tdxicas, tales como actividades de ahu
ticuerpo contra los gldbulos rojos y las plaquetas de la é
sangre, ademls de su accibén inmunosupresora.

Se ha pensado que estos efectos secundario&
adversos estén relacionados con los tejidos. Timocitos i

de roedores y humanos (es decir, linfooitos del timo), - :

fragmentos subcelulares y especialmente las membranas ce=-
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lulares de tales timocitos, y extractos solubles de tales

timocitos, y en particular el extracto especifico conoci~
do como timosina, se han ubilizado para producir antisue-
ros inmunosupresores que con no-téxicos. Andlogamente, se
ha utilizado de este modo timosina de ternera.

Las cantidades de linfocitos disponibles a
partir de loé timos no son, sin embargo, suficientes para

la produccidn comercial econémica de antisueros inmunosu-

. presores, I os linfocitos humanos mds ficilmente disponi-

10

bles son los que proceden de la sangre humana, pero los

. antisueros inmunosupresores producidos contra tales célu-

" las e incluso las membranas de tales célulos son tdxicos,

15

y en pgrticular ocasionan unsa reduccidén sustancial en el

' nfimero de glbbulos rojos y plaguetas de la sangre del ani-

mal al que se administran, por ejemplo, por aglutinacibn,

* lisis y otros mecanismos.

25|

Se ha encontrado ahora que pueden utilizar-
se extractos solubles de linfocitos de la sangre humana
como fuente de inmundgenos para producir un A.L.S. inmuno-

supresores a partir del cual puede aislarse un A.L.G, inmu~

' nosupresor, ambos de los cuales estén desprovistos de las

propiedades téxicas normalmente caracteristicas del A.D.S.
producido para los extractos de particulas de linfocitos

de la sangre humana o para las c8lulas totales.

De acuerdo con la presente invencidn, se pro-

¢ porciona por tanto una preparacibén estéril adecuada para

- producir antisuero antolinfocitico no-tdxico e inmunosupre-

- sivo en un mamifero diferente del hombre gque comprende un

" exbracto inmunogénico soluble de linfocitos de sangre hu-

30 -
12.3.91

mana, siendo dicho extracto isotdénico con la sangre del
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mamifero a ubilizar.

Una forma parbticularmente valiosa de esba

e

preparacidén es un extracto inmunogénico soluble y estérill

de linfocitos de sangre humana que comprende fundamental-
mente una mezcla de componentes macramoleculares cada un&
de los cuales tiene un peso molecular menor de 1,000, 000 i
¥ de mayor de 10.000, teniendo la mezcla un contenido de

proteinas comprendida entre 50% y 100%, un contenido de

ot mb R At a—

1impidos inferior a 30% y preferiblemente inferior a 10%,
¥ un contenido de hidratos de carbono inferior a 20%, ex=-
pressndose los porcentajes en peso referidos al peso seco

del extracto con exclusin de sales. En este sentido, el

término "sales"significa sustancias componentes del extrgc-

to, cada una de las cuales tiene un pesoc molecular menor
de 5,000,

a3 s tawa e

Los valores de peso molecular y de composgi=;
cién porcentual arriba citados estén sometidos a variaci6n
dentro de los limites indicados debido a factores tales
como el estado de salud y la edad de la persona, o a las i
condiciones de un cultivo de células a partir del que se %b—
tienen los linfocitos de la sangre. Ventajosamente, el peL
so molecular de los componentes macromoleculares esbén coms
prendido entre 10,000 y 200,000, siendo preferiblemente i
inferior a 100,000, por ejemplo, aproximadamente 60.000, ;

Tal como se utiliza aqui con referencia a ;
AJnB. 8 AL.G., el término "inmunosupresor" significa %
que tiene actitud para reducir la intensidad de la reaccign
de un organismo contra un tejido incompatible, esto es unj
tejido extrafio o el tejido del propio organismo cuando és?
te se hace incompatible; asi, el término “inmunosupresiénﬁ

-.Ll-m
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. tiene por objeto incluir especificamente la prolongacién

. de la vida de los injertos, especialmente los homoinjertos,

consecutiva a la cirugla de transplante, y también el tra-

3 tamiento de enfermedades de auto-inmunizacidén tales como

PlO;

. la oftalmia simpética.

Tal como se ubiliza aqui con referencia a
ALS. & AJLuG., el término "no-tdxico" significa que el
AT.Se 6 AJL.G. produce pocs o ninguna aglutinacidn cuando
se mezcla con los glbbulos rojos de la sangre humana, y

no produce hemorragia alguna y poco o ningln descenso en

. el recuento de plaquetas en los ratones a las 18 horas de

© la inyeceidn intraperitomal de 1 ml del A.L.S. & A.L.G.

20|

El extracto antigénico es "soluble" en el
sentido de que 10 mg en 1 ml de solucibén acuosa de cloruro
§odico al 0,85% peso/volumen forman una solucidn clara a
simple vista. Es sunamente preferible que el extracto no
contenga particula alguna de btamafio mayor que 0,22 micras;
esto se puede congeguir féicilmente por centrifugacidn a
100.000 g durante 30 minutos, y por paso a través de un

filtro Millipore GS (marca comercial registrada) con un

. ‘tamaiio de poro de 0,22 micras, aunque debe observarse que

generalmente la centrifugacién, en las condiciones arriba
especificadas, es suficiente por si misma para conseguir
la eliminacidén de cualesquiera particulas de tamafio mayor
de 0,22 micras.

De acuerdo con la presente invencidn, se -

proporciona también un método para preparar un extracto in-

‘munogénico estéril, soluble, de linfocitos de sangre huma-

; na como se ha definido anteriormente en esta memoria que

i

30,

comprende destruir por lisis los linfocitos y aislar el

-5 -
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extracto soluble del producto resultante de la lisis, ¥y
hacer el extracto esteril e isoténico con la sangre del §
mamifero a utilizar. ;
Una fuente adecuvada de linfocitos de la sa%—
5 gre humana puede ser un conjunto de linfocitos cultivado%
obtenidos originalmente a partir de sangre fresca, y cul%
tivados luego en un medio nubriente apropiado hasta que %
son requeridos. Una caracteristica particularmente ventaé
josa de la presente invencidn, no obstante, es que los 1i¥~
10 focitos de la sangre a utilizar pueden aislarse fécilmenge
a partir de sangre humana fresca, una fuente que puede cin—
seguirse con bastante facilidad. Esto puede hacerse de -%
cualquier manera conocida, pero convenientemente la sangﬁe
se trata con citrato, se recalcifica y se desfibrina anrg
15 <“es de la sedimentacidn de los eritrocitos. Se separan %
luego los linfocitos del sobrenadante, y se eliminan 1os§
gldbulos rojos residuales que puedan quedar. i
Lo lisis de los linfocitos puede llevarse %
a cabo por cualquier técnica convencional para lisis de ?
20 c&lulas, incluyendo la lisis mecénica, por ejemplo mediaﬁp
te uso de ondas sonoras ultrasdnicas o cavitacidn intra—é

H
celular para conseguir la ruptura de las células. Se pre-

[}

fiere, sin embargo, efectudr la lisis de los linfocitos g

mediante el uso de agentes que actilien fisicoquimicamenteé
25 por ejemplo tampones hiperténicos, y agitar luego mecéni%

camente el producto resultante de la lisis para dispersaé—

lo antes de aislar el extracto; o por el uso de agentes ‘

que actlien fisicoquimicamente, por ejemplo, btampones hi-g

poténicos, en conjuncibn con agitacidn mecénica que ayupé
30 de a la lisis.

1203071 -6 -
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As{, desde el punto de vista de la comodi-
dad de fabricacibén, cantidad de carga y calidad del pro-
ducto, se prefiere efectuar la lisis con soluciones bGam-
pdn acuosas hipertdénicas o hipoténicas. M&s especificamen—
te la lisis hipotdénica o hipertdnica comprende la suspen-
gibn de los linfocitos en un tampdn acuoso hipotdnico o
hiperténico respectivamente y romper por cizallamiento los
restos celulares con un homegenizador adecuado, por ejemplo
un homogenizador Dounce (Jencons Ltd., Londres) utilizan-

do 50 a 100 carreras alternativas del pistén. Ocasional-

: mente, el homogenizador Dounce puede resulbar ineficaz pa-

' ra producir una desistegracidn satisfactoria de los regtos

celulares, en cuyo caso puede probarse otro homogenizador.

! En tales casds, se ha encontrado que el homogenizador Sil-

verson (Silverson Machines Itd., Londres) es generalmente
satisfadtorio si se utiliza'durante aproximadamente 2 mi-
nutos a velocided intermedia.

Puede emplearse cualquier tampdn conocido
en la téenica como medio adecuado para la lisis hipotdénica
o hiperténica, pero el pH de cualquier tampdn utilizado es
preferiblemente de aproximadamente 7,5. Tampones particu-
larmente adecuados son los indicados en los Ejemplos que
se dan mis adelante.

Lo lisis utilizando la técnica ultrasénica

: puede conseguirse de la manera descrita en la bibliografia

(Ref. 8). Esto implica esencialmente someber una suspensidn

de los linfocitos en un tampdn acuoso a ondas ultrasénicas

en un oscilador ultrasbénico durante un periodo de tiempo

' que varia entre 1 y 30 minutos.

Andlogamente, la lisis utilizando cavitacién

-7 -
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_ intracelular puede llevarse a cabo de una manera conocida)

por ejemplo, sometiendo una suspensibén de los linfocitos :

t

en un tampdn acuoso de un pH aproximado de 7,6, a una al-i
ta presidén de nitrégeno, por ejemplo entre 35 y 70 kg/cmza
pero preferiblemente a 56 kg/cmg, en un recipiente de pre%
sibén construido de acero, conocido también como bomba de g
nitrdégeno, seguido por retirada de la presidn para ocasio%

©

nar asi la rupbura de los linfocitos. ' %

i
Los linfocitos pueden sometergse a lisis tam-

bién tratindolos con una solucibn acuosa de una sal de ti@-
!

cianato de amonio o de un mebtal alcalino, preferiblemente?
una solucibén i,3 a 3 M de tiocianato potésico, aunque la !
sal sédica es también de valor particular, La lisis de 1a%
células se consigue inmediatamente, dando una suspensidn %
muy viscosa que puede diluirse luego con una solucidn acuo-
sa de cloruro sddico y dispersafse utiiizando un homogeni;
zador, f
En el transcurso de los procedimientos impl?-
cados en la lisis de los linfocitos y etapas subsiguienteé
de aislamiento del extracto, se mantiene una temperatura g
baja con objeto de evibar reacciones secundarias y la con}
siguiente pérdida de material, por ejemplo por degradaci6#
enzimdtica. Se ha encontrado conveniente'una temperatura %
comprendida entre 02 y 102C, preferiblemente aproximad&-%
nente 42C. %
A continuacidn de la lisis de los linfocitos
humanos, es necesario aislar el extracto soluble. Esto 11?-
va consigo separar el material soluble de la materia inso}
luble en el producto resultante de la lisis, y en los ca{

so0s en que se ha utilizado en la lisis una sal de tiocie-

-8 -
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nato, entonces la etapa de aislamiento incluye adicional-
mente la eliminacidn del ion tiocianato por cualquier pro-
cedimiento clésico, debiendo entenderse que las referen-
cias a "aislamiento" o a "aislar! el extracto tienen este
significado,

Antes de utilizar el extracto para producir
un A,L.S. en un mamifero distinto del hombre, es también
necesario asegurarse de que el extracto es isotdbnico con
la sangre de dicho mamifero, y que el extracto es estéril.
Esto {iltimo puede conseguirse como una etapa separada de
esterilizacién, o en virtud de una o mis de las etapas im-
plicadas en el propio procedimiento de aislamiento.

Il aislamiento de la fraccidn soluble del
producto resultante de la lisis puede llevarse a cabo por
cualquier método conocido en la técnica para la separacidn
de material celular soluble a partir de restos celulares
insolubles, pero preferiblemente por ultracentrifugacidn
con o sin una filtracidén por membrana subsiguiente de la
fraceidn soluble. La ultracentrifugacidn puede llevarse
a cabo ventajosamente a 60,000 a 150,000 g, durante 20 a
50 minutos. De este modo, el material soluble del produc-
to resultante de la lisis se separa de la materia en par-
ticulas constituida principalmente por membranas, nficleos
y otras particulas subcelulares.

Si la ultracentrifugacibén no consigue la se-
paracién deseada del material soluble e insoluble del pro-
ducto resultante de la lisis, entonces puede llevarse &
cabo una separacién ulterior por medio de filtracidn por
membrana, por ejemplo utilizando una membrana Millipore
GS (marca comercial) con un tamafio de poro de 0,22 micras.

-9 -
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Este procedimiento elimina cualesquiera componentes resi-

duales en particulas y es también efectivo para esterili-

zar el extracto.

Si se ha utilizado una sal de tiocianabto en
la lisis de las células, entonces el ion tiocianato se p%e-
de eliminar convenientemente por diélisis. %
Si se ha utilizado un tampdn hiperténico ed
la lisis de las células, entonces las sales que constitu{
yen el tampdén hipertdnico pueden eliminarse'convenienteme?—
te por didlisis. Es también @itil, aunque no necesario, di%—
lizar la fraccibn soluble cuando se ha obtenido por lisi%
hipoténica para ajustar el contenido de sal de la fracci6¥
soluble. Ia diflisis tiene tambien la venteja adicional de
separar componentes de peso molecular bajo que no parecei
contribuir a la inmunogenicidad del extracto final, ILa di;-
lisis se lleva a cabo generalmente contra una solucidn a-%
cuosa de cloruro sbédico al 0,85% peso/volumeﬁ. .

Como una etapa adicional ¥y opcional, la fra;—
cidn soluble puede concentrarse también por cualquier me-é
dio conocido, pero ventajosamente por ultrafiltracidn. Fn
esta ebapa, la eliminacibén de las proteinas de peso mole-%
cular bajo puede conseguirse también dependiendo del tamaé
fio de poro de la membrana utilizada, no excediendo en nin%
ghn caso dicho tamafio de poro de un valor tal que se excl%-
yan moléculas de peso molecular mayor de 10.000, i

La etapa de filtracién por memwbrana a que s§
ha hecho referencia arriba puede llevarse a cabo antes dé
la diflisis o concentracibn, si se emplean las {iltimas et;-
pas y después de la centrifugacibn, pero ventajosamente .

después de estas etapas si las mismas producen trazas de;

- 10 -
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materia insoluble, y despuds del almacenamiento del extrac-
to, si es necesario.

La naturaleza quimica del extracto soluble
puede comprobarse por cualquier método conveniente. El con-
tenido de pfoteinas puede estimarse a partir de la rela-
cibn de la densidad Sptica a 260 mp a la densidad Sptica
a 280 mu (Ref. 3), determinndose las densidades Spticas
examinando diluciones adecuadas en un espectrofotbémetro
Unicam S.P. 800 (marca comercial registrada). Preferible-
mente se determina utilizando el método de Lowry (Ref. 4)
basado en la intensidad de la coloracidn azul obtenida por-
la resccibn de la proteina con el reactivo utilizado en el
método de Lowry. El contenido de lipidos puede estimarse
a partir de la solubilidad en cloroformo de un hidroliza-~
do &cido @el extracto (Ref. 5). la hidrdlisis &cida puede

efectuarse convenientemente con &cido clorhidrico. El con-

' tenido de hidratos de carbono puede determinarse por el mé-

todo de la antrona (Ref. 6) basado en la intensidad delco-
lor desarrollado en la reaccidn del hidrato de carbono con
la antrona.

El peso molecular de los componentes macro-
moleculares del extracto, tal como se ha citado anterior-
mente, se debermind por estudios de ultracentrifugacidn
para determinar el coeficiente de sedimentacidén y deducien~
do un peso molecular empirico a partir de éste ubtilizando

la ecuacidn de Halsall (Ref. 1).

Fn otro aspecto de esta invencibn se propor-

5 N N . ’ w4
! oiona un A.L.S. inmunosupresor estéril, isotdnico y no-té=

xico producido contra un extracto inmunogénico soluble de
linfocitos de sangre humana, como se ha descrito anterior-

- 11 -
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mente, en un mamifero distinto del hombre. As{, los extrac-

tos solubles pueden ubtilizarse para producir un A.L.S. inL
yeeténdolos en mamiferos, distintos del hombre, utilizan&?
convenientemente un mamifero de los brdenes Perosodéctilo%
o Artiodéctilos, por ejemplo, ovejas, casbras, ganado vacuL
no, cerdos o caballos, por cualquier programa de inmuniza%
cidn conveniente. Fn particular, pueden utilizarse para ih~
munizar conejos o caballos de acuerdo con el programa de g

Lance (Ref. 7) que consiste en esencia en una inyeccibn in-
tramuscular del extracto en Coadyuvante Completo de Freuné,
esto es, una emulsibn aé agua en aceite de la fase de ex~

tracto liquido dispersado en un aceite mineral, por ejem»i

plo aceite de parafine, que contiene también bacterias de%—

. . . Lo
truidas por el calor, seguida por una serie de cuatro in-i

yecciones intravenosas, extendida a lo largo seis semanaS.i

Pueden afiadirse al antigeno antibibticos, particularmente.
estreptomicina y polimixina, para reducir efectos secunda-

1

rios adversos. L

Fl A.L.S. producido en el mamifero inmnnizaé
do se obtiene separado la sangre y sometiendola a coagula;
¢idne. A continuacidn de la separacidn del codgulo, puede..

inactivarse el antisuero, por ejemplo calentindolo a 502.

- o o -

a 659C, a fin de inactivar cualesquiera enzimas que puedan
ser capaces de degradar el A.L.S. y cualquier complementoé_

que pueda interferir con el uso de y con los ensayos de la

E
fraccién de A.L.G. ' !

El A.L.S. puede fraccionarse seéuidamente

i
para producir A.L.G., el-cual comprende la mayor parte de’

la inmunoglobulina G del A.L.S. ubilizando técnicas cono{

cidas para el fraccionamiento de sueros. i

- 12 -
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E1l fraccionamiento puede verificarse por
cualquier método conocido en la técnica para obtener inmu=
noglobulina a partir de antisueros. Numerosos métodos ubi-
lizados son aplicables para obtener inmunoglobulina G &
partir de A.L.S. de la presente invencidn.

En general, el procedimiento de fracciona-

miento implica separar las globulinas de las albiminas del

5 4.L.8., eliminar las hemolisinas y hemaglutininas si es-

- tén presentes, y aislar la inmunoglobulina G, aun cuando

10°

10

el fraccionamiento puede conseguirse también por técnicas
de inmunoabsorcidn con lo cual, por ejemplo, se forma un
complejo anticuerpo/antigeno y subsiguientemente se diso-
cia, para dar el anticuerpo deseado, en la forma de inmu~
noglobulina G. Albernativamente, puede obtenerse directa-

mente la inmunoglobulina G a partir de la fuente de sangre

! utilizando una técnica plasmeforética. La separacidn de

las globulinas se efectlia convenientemente por fracciona-

25:

30

13.3.71

miento con sal, utilizando preferiblemente sulfato ambnico
0 sbddico. Las hemolisinas y hemaglutininag pueden eliminar-
se por absorcibn mediante estroma de los globulos rojos,
por cargas O en una columna de granos de gel de agar gue
contienen el estroma. La inmunoglobulina G puede aislarse
a parbtir de las globulinas, o directamente a partir del
A.L.8. por una o mis de varias técnicas conocidas, que in-
cluyen técnicas electrofordticas tales como electrodecan—
tacidn; cenmtrifugacién zonal; cromatograffa de cambio de

ion, por cargas 0 en una columna utilizando, por ejemplo,

. un cambiador de anibn.basado en polisacérido tal como DEAE-

celulosa o DEAE-Sephadex (nombre comercial, Pharmacia Ltd.,
Uppsala, Suecia); cromatografia de exclusidn, por cargas

-13 -
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to, una preparacidn estéril e isotdnica de una inmunoglo-

0 en una columna; cromatografia de particibén utilizando
geles inorglnicos tales como fosfato de calcio; precipita-

cibn selectiva de proteinas con &cido n -ocbanoico (ref. |

15), o con alcohol (Ref. 17).

La forma usual de presentacidn como composi-

cién farmacéutica para propdsitos terapéuticos de A.L.S. !

6 AL.G. es una solucidn acuosa isotdnica estéril de protei-
na, normalmente al 5-10% peso/volumen, y de cloruro sbdicdo

al 0,85% peso/volumen, con inclusidn de un estabilizador
tal como glicina. Otra forms de presentacién €s como pol-

vo liofilizado que btiene los mismos aditivos, para su re-

constitucibn con agua estéril inmediatamente antes de su
empleo. La administracidn es generalmente por inyeccibn
intramuscular, o muy preferiblemente por infusién intra-"’

venosa después de cualquier dilucidn necesaria con solu~

¢ibn salina isoténica. El campo de dosificacidn es normal

mente de 3 a 20 mg de proteina por kg de peso corpdreo y’%

por dfa. Asi, es usual administrar desde aproximedasmente
1 ml por dfa de la solucién estéril definida arriba para

un nifio; y hasta 15 ml por dia de la solucidn para un adu

o, con sujecidn al eriterio del médico de cabecera.

T

La presente invencién proporciona, por tan-

.

bulina G antilinfoeitica no-téxica e inmunosupresora, ob-!

tenida por fraccionamiento de un suero antilinfocitico in-
. 3

munosupresor y no-tdxico producido contra un extracto inyi
munogénico soluble de linfocitos de sangre humana en un m?—
nifero distinto del hombre; asi como los métodos descrito;
anteriormente en esta memoria para preparar dichos inmunoL
globulina G y antisuero. A |
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La presente invencidn proporciona también,
en otros aspectos, el suero antilinfocitico y la inmuno-
globulina G, siempre que se preparen por las técnicas des—
critas en esta memoria.

Con objeto de que pueda comprenderse mis
completamente la invencidén, se dan los ejemplos siguientes,

puramente a modo de ilustracidn, por lo que no deben consi-

. derarse como limibantes del alcance de esta invencidn.

i

Ejemplo 1: Preparacidn de un extracto antigénico soluble

de linfocitos de sangre humana por lisis hipotdnica.

Se centrifugd sangre humana reciente a 1.000
g durante 30 minutos para obtener una masa parda ("buffy
coat"), que comprende una capa de gldbulos blancos y pla-
quetas sobre la superficie de los gldbulos rojos. La masa
parda se mezcld con citrato sédico para impedir la coagula~
cibén, Cuando fue precisgo, se recalcificaron 200 ml de la
mezcla por adicidn de clorure cdlcico a fin de permitir

que se produjera la coagulacidn. Se separd meclnicamente

| 61 codgulo de fibrina, y se tratd la suspensién de células

. con una mezcla de 50 ml de dextrana al 6% peso/volumen -

(peso molecular 110.000), 10 ml de Acido etilenediaminote-

traacético al 10% peso/volumen, y 0,238 g de heparina, du-

: rante una hora a la temperatura ambiente. Los eritrocitos

se sedimentaron por este tratamiento, y el sobrenadante ri-
co en leucocibos se hizo pasar a través de una columna de

bolitag de poliestireno para aislar los linfocitos. Los

. glébulos rojos residuales de la sangre Se separaron por

adicibén de suficiente cantidad de suero de eritrocitos an-
- 15 -
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ti-humano de pollo para conseguir la aglutinacién, segui—

do por centrifugacidén a baja velocidad. El 97% de las céh‘
lulas resultantes eran linfocitos de pequeiio tamafio, con

una alta capacidad de vida (98%), como se demostrd por la

exclusidn de azul tripan, indidativa de que las membranas
de las células eran todavia semi~permeables (Ref. 10). Lag
preparacidén de linfocitos se examin6‘microsgéﬁicamentg,
encontrindose que estaba exenta de contaminacidn por pla~
quetas o glbébulos rojos de la sangre.

Una suspensibn de las c¢élulas, que contenfa
5x 10° linfocitos, se centrifugbd a 500 g durante 10 minu-
tos, ¥y la masa resultante se suspendid de nuevo en 20 ml

de un tampdn hipoténico acuoso frio (aproximedamente a 42G)

de pH 7,4, que contenia cloruro sédico 0,01 M, 2-amino-2-
(hidroximetil)-propano~1,3-diol 0,01 M, y cloruro magnésif
co 1,5 nM. Se dejd en reposo ls suspensidn a 49C -durante %
30 minutos, y se tranfirid luego a un homogenizador de vi%“
drio pistbén/eilindro (de Dounce) que ajustabe herméticame?—
te, mantenido en un bafio de hielo-agua. Se sometieron 1as%
células a rotura por cizallamiento en el homogenizador haé-
ta que se consiguid al menos un 80% de 1isis,'comproﬁéndo%
se el grado de lisis mediante toma'de muestras y examen :
microscdpico intermitentes. El producto resultante de la é
lisis de las células se centrifugd a 100,000 g durante 30;
minutos, y se recogid el sobrenadsnte clarc. 2
Tenf{a las siguientes caracteristicas: -
(i) Solubilidad: Era una solucidn clara cuando se examina%
ba a simple vista; permanecid claro cuando se concentrd ‘
hasta 10 mg de proteina por ml, por ultrafiltracidn, recoﬁs—

titucidn siguiente despubs de liofilizacibn, y cuando se:

-16 =
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aumentd la concentracidn de cloruro sddico hasta 0,85% pe-

so/volumen; y pasd a través de un filtro Millipore GS, lo

que indicaba la ausencia de particulas que tuviesen un ta-
I mefio mayor que 0,22 micras.
(ii) Contenido de proteinas: Aproximadamente 52% referido

al peso seco de gblidos con inclusidn de sales, como se

i ha definido previamente., Esto se estimd por el método de
? Lowry (Ref. 4), en el que se midid la intensidad de color
é azul producido en un espectrofotdmetro a 750 m.
10 . (iii) Contenido el 1{pidos: Aproximadamente 7,4 5 referido
al peso seco de sllidos con inclusidn de sales, como se

ha definido previamente. Esto se estimb a partir de la so-

: lubilidad en cloroformo (Ref 5). Una muestra del extracto

se hidrolizd en &cido clorhidrico N durante 2 horas a 1002C,

15 | se liofilizé el hidrolizado, y se extrajo el residuo con

une mezcla de cloroformo y mebanol en la relacidn de 3 a 1

en volumen; la solucibn se extrajo luego con 1 volumen de
agua, se liofilizd la fase de cloroformo y se peso el re-
o siduo.

20| (iv)Contenido de hidratos de carbono: Aproximadamente 1,3%%
referido al peso seco de sdlidos con inclusidn de sales,
como se ha definido previamente. El contenido total de hi-

dratos de carbono se midid por el método de la antrona -

(Ref. 6); se tratd una muestra con dcido sulflirico del 85%
25 a 1009C dursnte 10 minubos en presencia de antrona, y se

' mididé en un espectrofotdmetro la intensidad del color de-
g sarrollado a 620 qp.

; (v) Peso molecular: La mezcla de componentes tenia un pe-
: g0 molecular, deberminado por estudios de ultracentrifuga-

30é cién (Ref. 1), situado principalmente alrededor de 100,000,
15.3.71 . -17 -



aunque habia cierta cantidad de material de peso molecu-
i
lar mayor, llegando hasta 1.000,000 pero sin sobrepasar |

este valor.

(1]

(vi) Electroforesis del gel de acrilamida: Se comprobd qu
el extracto era una mezcla de muchas proteinas. Se separd
en aproximadamente 20 bandas, aunque ninguna indicd un
constituyente principal. Estos resulbtandos se obtuvieron
por los métodos de Davis y otros (Ref. 2). |

10 Bjemplo 2: Preparaciln de un extracto antigénico soluble

de linfocitos de sengre humana por exbraceidn gquimica.

Se aislaron linfocitos de sangre humana re-
ciente por el método descrito en el Ejemplo 1.

15 Ta suspensidn de los linfocitos as{ obteni~

da se enfrid a 49C, y se tratd con 1 volumen de solucidn '
|
acuosa 2 M de tiocianato potésico. Se formo inmediatamente

un gel, y éste se dejd en reposo a 42C durante una hora.-
i

El gel se dispersd luego en 4 vollmenes de solucibn salink

20 normal tamponada con fosfato, utilizando un homogenizador

Silverson (marca comercial, Silverson Machines Ltd., Londres),

y la suspensidn se centrifugd a.100.000 g durante 30 minu-

|
tos. Se elimind el ion tiocianato por diflisis del sobre-

nadante contra solucidén salina tamponada con fosfato, ¥y s%
25  desechd cualquier precipitado formado. Finalmente,.se i‘ilL
trd la solucidn a través de un £iltro Millipore GS con un
temafio de poro de 0,22 micras, y se recogid el filtrado. |

El filtrado tenia sustancialmente lag mig- -

mas propiedades que el extrgcto del Ejemplo 1, exceptlo que

30 demostrd tener un mayor contenido de proteinas.,
1503.71 - 18 -
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Ejemplo 3: Preparacidn de inmunoglobulina G anti-humana

inmunogupresora no-téxica.

Se ubilizd un extracto antigénico soluble
de linfocitos de sangre humana del Ejemplo 1 & del Ejem—
plo 2 pars producir anbtisuero inmunosupresor antihumano
de conejo., Se inmunizaron conejos de Nueva Zelanda blan-
cos y de California de un peso comprendido entre 2,2 kg
¥ 3,0 kg de acuerdo con el programa de Lance. Se les ad-
ministrd una inyeccidn intramuscular (I.M.) del antigeno
a 10 mg/ml, a la que.se habian afiadido 100 unidades por
ml de estreptomicina y polimixina, en Coadyuvante Comple-
to de Freund (F.Ceds), la cual fue seguida por una serie
de cuatro inyecciones intravenosas (I.V.) de acuerdo con

el programa que se muestra en la Tabla l.

TABLA 1
Programa de Inyeccidn
Dia Antigeno Sangria
0 I.M.,0,5 ml + 0,5 ml FCA .
14 I.V., 0,5 ml -
21 I.V.,0,25 ml 10 ml
28 I.V., 0,25 ml -
35. I.V., 0,5 ml 10 ml
46 | - 15 - 20 ml

En cada sangria, la sangre extraida de los

animales se reunid, y se dejd coagular. El suero se inace

tivd por calentamiento a 562¢ durante 30 minutos, y lue—

go se dejd enfriar. El fraccionamiento se efectud prime-

-19 -
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-proteinas distintas de la inmunoglobulina G sobre DEAE-

ro tratando dos veces con sulfato ambénico para separar la

mayor parte de la alblmina, seguido por absorcidn de las

Sephadex.
El A.L.G. asi obtenido tenfa las siguientes

caracteristicas:

(i) Peso molecular: 160.000, determinado por el método de
Halsall (Ref. 1); durante la ultracentrifugacidn, se obse%~
v6 que se sedimentaba un solo componente como- fraceibn 7*é.
(ii) Toxicidad: (a) Se valoraron diluciones en serie del
A.L.G. contra la aglutinacién de gldébulos rojos de sangre
humana(Ref. 10)3 a diluciones de proteina de hasta uno en
veinticuatro, el A.L.G. (Originalmente 2% de proteinas en
peso/volumen) aglubineba los globulos rojbs de la sangre,
humana. _

(b) Se valoraron diluciones en serie del
A.L.G. contra la aglutinacibn de las plaquetas de la san=

gre humana (Ref. 11); a diluciones de proteina de hasta 1

en 12, el A.L.G. (Originalmente 2% de protefnas en peso/vo-
: i

lumen) aglutinaba las plaquetas de la sangre humana. §

|
-(¢) Se inyectaron intraperitonealmente -

muestras de 1 ml, que contenian 60 mg de A.L.G. (peso seco),

i

en ratones blancos Suizos, Al cabo de 18 horas se prepara=
!

ron extensiones de sangre y se sacrificaron los ratones.

Las extensiones de sangre mostraron un recuento normal de
plaquetas cuando se examinaron al microscopio, y no se de
tectd hemorragia alguna después de la diseccidén y examen’

de los ratones.

(iii) Citotoxicidad: Se ensayaron diluciones en serie de !
i

: ;

A.L.G. con respecto a su ectitud para atacar las membrands
: |

-2 Qe - !
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de linfocitos, haciéndolas permeables al azul de tripén,
en presencia de complementos de cerdo de guinea (Ref. 12),

A una dilucidén de 1 en 48, la solucidén de A.L.G. (original-

! mente al 2% de. protefnas en peso/volumen) hizo el 50% de

los 1infocitos en el medio de ensayo permeables.

(iv) Inhibicibn de‘rosétas: Se examinaron diluciones en
serieA&el AJLWGe en cuanto su actitud para inhibir la for-
macién de rosetas de glbébulos rojos de oveja con linfoci-
tos humanos (Ref. 13). A una dilucibn de 1 en 32.000, al
AL.G.(originalmente al 2% de proteinas en peso/volumen)

of

inhibia la formacibén de rosetas en una proporcidn del 25%.

Ejemplo 4: Preparacidn de un extracto anbigénico soluble

de linfocitos de sangre humana por lisis hipotdnica.

Se aislaron linfocitog de sangre humana re~
ciente por el método descrito en el Fjemplo l. La: suspen-
éién de célﬁlas, que contenia 6 x 109 linfocitos, se some-
ti8 a la lisis por tratamiento hipoténico por el método
del Ejemplo 1, y los restos celulares sdlidos se separa—
ron por centrifugacibén a 100,000 g durante 30 minutos. El
sobrenadante claro se recogid y se filtré a través de una
membrana Millipore GS con un tamafio de poro de 0,22 micras.
El filtrado se dializd contra solucibn salina tamponada A
con fosfato que comprendia una solucidn acuosa de una mez-
cla de cloruro sbdico al 0,85% peso/volumen, fosfato de
dispdio e hidrdgeno anhidro al 0,107% peso/volumen y fos-
fato de sbdio y dihidrbgeno al 0,03%9% peso/volumen, a 49C
durante 24 hobas, ¥ luego se concentrd por ultrafiltra-
cién utilizando una membrana Diaflo UM 10 Amicon N.V.
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Mechelaarstraat 3 Oosterhout (NB.), Holanda, que no per—

mite el paso de las moléculas con peso molecular mayor de
10,000, E1 contenido sblido del extracto, con exclusién de
sales como se ha definido anteriormente en esta memoxria,

consistia en 80% en peso referido al peso seco del extrac

to de proteina, con pequefias cantidades de 1ipidos, hidrgtos
de carbono, y &cidos nucleicos. El espectro de absorcidn ‘
ultravioleta del extracto mostraba una banda de absorcifn
amplia alrededor de 240-320 mp, con una banda de absorcidn
mis intensa alrededor de 210 mp. La relacidn de la densi-
dad dptica a 280 mp a la densidad 6pbica a 260 mp fue 0,85,
In la vltracentrifuga, el extracto acusd una meszcla com-
pleja, teniendo la mayor parte del meterial pesos molecu-

lares comprendidos entre 50,000 y 150,000,

Ejemplo 5: Preparacidn de un extracto inmunogénico soluble

de linfocitos culbivados, producidos originalmente a par-

tir de sangre humans, por lisis hipotbnica.

Se recogieron linfocitos a partir de sangré
humena y se purificaron como enel Ejemplo 1. Se estabili-
zaron cultivos de estas células despuds de estimulacidn
con fitohemaglutinina, utilizando procedimientos bien co-
nocidos (Ref., 14). Los cultivos establecidos se manbuvie-
ron en un medio que contenia suero de ternera fetal al 10%6w

peso/volumen, y se cogieron cuando fue preciso. Las c&lu~

las se lavaron repetidas veces en una solucidn acuosa de |
cloruro sddico al 0,85% peso/volumen antes de someberlas
a la lisis. '

]
H

e ot
Se somebtieron los linfocitos a la lisis como
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se ha descrito en el Ejemplo 1 y el extracto soluble se
recogid, se dializb, y se ultrafiltrd como se ha descrito
en el Ejemplo 4,

Ta muestra ten{a un contenido de proteinas
de 75% en peso referido al peso seco con exclusibén de sa-
les, como se ha definido anteriormente en esta memoria. El
espectro ultravioleta mostraba un maximo de absorcidn cer-
ca de 280 mpy, tipico de las proteinas, e indicativo de que
el contenido de nuclebtidos era bajo. En la ultracentrifu-
ga andlitica se observd una distribucidn de pesos molecu~
lares, teniendo la mayor parte del material un peso mole-
cular de alrededor de 60.000 (Ref. 1 ). La electroforesis
sobre gel de poliacrilamida (Ref. 2) indicd que el extrac-
to era una mezcla de varias proteinas y era esencialmente’

similar al extracto descrito en el Ljemplo 2,

Ejemplo 6: Preparacidn de sueros de linfocitos de sangre

anti~humena inmunosupresores no-tdéxicos utilizando extrac-

to preparado hipotbnicamente.

Un extracto soluble de linfocitos de sangre
humana preparado como se ha descrito en el Ejemplo 4, se
inyectd en 3 conejos como se describe en el Ejemplo 3. Se
recogid la sangre 46 dias despuds del comienzo del proce-
dimiento de inmunizacibn, se coaguld, y los sueros asi ob-
tenidos se inactivaron como se ha descrito en el Ejemplo 3.

Los sueros no ocasionaron hemorragias internas cuando se

inyectaron (1 ml intraperitonealmente) en ratones, ni re-

; dujeron el contenido de plaquetas en la sangre de los ra-

ones. Los sueros no aglutinaron las plaguetas humanas. Los

- 23 -



sueros arrojaron en los ensayos de aglutinacibn de linfo-

citos, citoxicidad, inhibicidén de rosetas, y hemaglutina-
cibn, los resultados que se indican en la Tabla 2. Los
ensayos se llevaron a cabo como se ha descrito en el Ejem-
5 plo 3, utilizando células humanas, excepto que los resul-
tados representan diluciones de los sueros tobales, no

fraccionados.

TABLA 2
10
Conejo Aglubinacién Hemaglubi~ citoxi~ Inhibicién de -

~ de nacion cidad rosetas
Linfocitos

1 1/32 1/192  1/48 1/32000
2 1/32 V24 31/ 1/16000
L3 1/96 /12 > 1/2 1/8000

Los sueros se ensayaron también por inmuno-
fluorescencia, pars determinar la dilucién méxima a la que
podian detectarse anticuerpos de los sueros unidos a lin-

20 focitos humanos, detecténdose los anticuerpos utilizando

B’-globulina de cabra-anti-conejo marcada con fluoresceinsg.

|

Los sueros 1, 2 y 3 arrojaron, respectivamente, resultados

de 1/32, 1/256 y 1/256 en este ensayo.

25

Ejemplo 7: Preparacidén de sueros de linfocitos de sangre

anti~-humsnos inmunosupresores no-tdxicos utilizando extrq -

G0 preparado con tiocianato.

30 Una suspensién de células, que contenfa -

153,71 o
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5 x 109 linfocitos de sangre humane obtenidos como se ha
descrito en el Ejemplo 1, se centrifugd a 500 g durante

10 minutos para sedimentar las células. Se deseché el so-
brenadante y se volvieron a suspender las células en una
solucifn acuosa 2 M de tiocinato pothsico a 49C, Se some-~.
‘tieron las células inmediabamente a la lisis, dando una
suspensidén muy viscosa. Se diluyd la suspensidn con un vo-
lumen igual de una solucidn acuosa de cloruro sbdico al
0,85% peso/volumen mientras que se agitaba vigorosamente
en un homogenizador Silverson (Silverson Machines Ltd.,
Londres). La suspensidn se centrifugd a 100.000 g durante
30 minutos y el sobrenadante se hizo pasar a través de una
membrana Millipore GS con un tamaifio de poro de 0,22 micras,
llevéndose a cabo la botalidad del procedimiento a 42C. El
tiocinato se separd por didlisis extensiva contra una so-
lucibn acuosa de cloruro sbdico al 0,85% peso/volumen. El
extracto se inyecto en dos conejos como se ha descrito en
el Ejemplo 3. Se recogil la sangre 46 dias después del co-
mienzo del procedimiento de inmunizacidn, se coaguld, y los
sueros asi obtenidos se inactivaron como se ha descrito en
el Ejemplo 3. Los sueros presentaron propiedades similares
a los suepos descritos en el Ejemplo 6, excepto que los mis-
mos no aglutinaban los eritrocitos humanos, y los valores

encontrados en todos los ensayos inmunoldgicos contra lin-

! focitos eran algo més bajos. Los valores obtenidos en los -

P foas

it diveros ensayos se indican en la Tabla 3.
H

i

i

H
O
A€
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jaron valores de 1/128 y 1/32, respectivamente.

IABLA 3

Conejo Aglutinacién  Hemagluti- Citoto- Inhibicidn
de nacidn xicidad . de
linfocitos rosetas
1 1/32 >1/6  >1/2 > 1/4000
2 1/8 >16  >1/2 D 1/4000

Se ensayaron tambidn los sueros por inmuno-

fluorescencia como se ha descrito en el Ejemplo 6, y arro-

Ejemplo 8: Preparaci6ﬁ farmacéutica que conbtiene A.LeGee

AeL.Ge producido conforme al procedimiento
del Ljemplo 3 a una concentracidn de 7% peso/volumen con
cloruro sddico al 0,85% peso/volumen en solucidn acuosa
¥ que contenfa, ademds, mertiolato a una concentracién de
1/10.000 peso/volumen, esterilizd por filtracibn a tra-
vés de una membrana Millipore GS (tamafio de poro 0,22 mi~-

cras) y se introdujo asépticamente en ampollas cada una de

las cuales contenfa 100 mg de proteina A.L.G. (determina-

do por el enéayo de Biuret), (Ref. 16). Se ensayaron mueé—
tras del mabterial de llenado de las ampollas en cusnto a

PR . - s ] ’ . i -
esterilidad, pirogenicidad, toxicidad, anormal en animales
: §

|
!

potencia y reaccibén no especificas. Este maberial era ad%—

de laboratorio, y cierto nlmero de ensayos cldsicos para

- . . . |
cuado para administracidén intravenosa a una dosis de 20 mg

por kg de peso corpdreo del paciente.
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Esta solicitud que corresponde a la presenta-

da en Gran Bretaila el 27 de Febrero de 1.970 bajo el n&
9647/70 (prov.) y 13 de Enero de 1971 Ne 1677/71 se acoge

a los beneficios del art., 51 del vigente Estatuto sobre Pro-

piedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si-
guientes:

1.~ Un método de preparacidn de un suero an-
tilinfocitico inmunosupresivo no-tdxico, caracterizado pox
el hecho de que se inyecta a un mamf{fero distinto del hom;
bre una preparacidn estéril que comprende un extracto inmy
nogénico soluble de linfocitos de la sangre humana, siendc
dicha preparacidén isotdnica con la sangre del mamifero a

utilizar; se extrae sangre del mamifero; se recupera el sy

D

ro de la sangre; y se hace el suero estéril e isotbnico con

la sangre humeana.

2.~ Un método como el reivindicado en la rei-

vindicacibn 1, caracterizado por el hecho de gue se inyec=

Ta una preparacién que comprende fundamentalmente una mez-

MZQ - 28 -
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cla de componentes macromoleculares cada uno de los cuales

tiene un peso molecular menor de 1.000.000 y mayor de -
10.000, teniendo la mezcla un conbenido de proteinas com-
prendido entre 50 y 100%, un contenido de ligquidos infe-
rior a 30% y preferiblemente inferior a 10%, expreséndose
los porcentajes en peso referido a peso seco del extracto
con exclusidn de sales, como se ha definido anteriormente
en esba memoris.

3.~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado por
el hecho de que se inyecta el extracto en el mamifero sub-~
cuténeamente.,

L,~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 1 4 2, caracterizado por el
hecho de que se inyecta el extracto en el mamifero por via
intravenosa y/o intramuscular.

5.~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por
el hecho de que la preparacidn comprende una emulsidén de
agua en aceite, formendo dicho exbracto la base dispersa.

6o~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 5,caracterizado por el
hecho de que se injecta el extracto en un mamifero de los
Ordenes Perisodéctilos o artiodictilos. |

7.~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacién 6, caracterizado por el hécho de que se

inyecta el extracto en un caballo.

8.~ Un método como el reivindicado en cual-
guiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por

el hecho de que se desactiva el suero sometbiéndolo a una
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temperatura comprendida entre 50 y 652C,

9.~ Un método de preparacién de un suero

antilinfocitico inmunosupresivo no-téxicé como el reivin-
dicado en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caraT~
terizado por el hecho de que se prepara el extracto inmu-
nogénico destruyendo por lisis los linfocitos de la san~
gre humana, aislando el extracfo soluble del producto re-
sultante de la lisis, y haciendo el extracto estéril e iso=
ténico con la sangre del mamifero a utilizar,

10.~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidén 9, caracterizado por el hecho de que los
linfocitos de la sangre humana se obtienen a partir de
sangre humana reciente.

1l.~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacibén 9, caracterizado por el hecho de que los
linfocitos se obtienen a partir de un cultivo de células
de sangre humana.

12.~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 9 a 1ll, caracterizado por
el hecho de que los linfocitos se desbtruyen por lisis con
ayuda de medios mecinicos en un tampdn,

13.~ Un método como el reivindicado en cual-
guiera de las reivindicaciones 9 a 1ll, caracterizado por
el hecho de que la lisis se lleva a cabo ultrasdnicamente
en un tampdn.

14,- Un método como el reivindicado en cual

quiera de las reivindicaciones 9 a 11, caracterigado por

el hecho de que la lisis se lleva a cabo con un agente que

P - 2 . . .2 . s i
actlia fisicoquimicamente en conjuncidn con agitacién me~:

cénica.
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15.~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacibn 14, caracterizado por el hecho de que el
agente que actlia fisicoquinicamente comprende un tempdn hi-
perténico en solucidn acuosa.

16.~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 14, caracterizado por el hecho de que el
agente que actlia fisicoquimicamente comprende una solucifn
acuosa de una sal de btiocianato.

17~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 14, caracterizado por el hecho de que el
agente que actlia fisicoquimicamente comprende un tampén hi-
potdnico en solucibn acuosa.

18.~ Un método como el reivindicado en cual-

quiera de las reivindicaciones 9 a 17, caracterigzado por

el hecho de que se afsla el extracto soluble del producto

resultante de la lisis por cenbrifugacidn.

19.- Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 18, caracterizado por el hecho de que se
centrifuga é 604000~ 150,000 g dursnte 20 a 50 minutos.

20,~ Un método como el reivindicado en cual=-
guiera de las reivindicaciones 9 a 19, caracterizado por
el hecho de que se incluye la etapa de filtracibén por mem-
brana a continuacidn de la cent:ifugaci6n.

21.~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 9 a 19, caracterizado por
el hecho de que se efectiia la esterilizacibn del extracto

por filtracidn a través de una membrana.

22,~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 9 a 21, caracterizado por

el hecho de que los procedimientos pafa preparar el extrac—
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to inmunogénico se llevan a cabo a aproximadamente 42C.
2%.~ Un método como el reivindicado en cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 22, caracterizado por
el hecho de que se fracciona el suerc antilinfocitico pa-
5 ra producir una inmunoglobulina G antilinfoc{tica estéril
que es no-téxica e inmunosupresiva en elihombre, e isoté-
nica con la sangre humana.
o4y~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 23, caracterizado por el hecho de que se
10 separan globulinas de alblminas por fracdionamiento con
sal del suero, y se aisla la inmunoglobulina G.
25+~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 24, caracterizado por el hecho de que se
efectlia el fraccionamiento con sal de suero con sulfato
15 ambnico.

26.,~ Un método como el reivindicado en cual

quiera de las reivindicaciones 23 a 25, caracterizado por
el hecho de que se aisla la inmunoglobulina G a partir de
las globulinas mediante una técnica por cargas utilizandc
20 un cambiador de anidn.
27+~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 26, caracterizado por el hecho de que se
utiliza un cambiador de anidn con base de polisacérido.
28.~ Un método como el reivindicado en la
25 reivindicacidn 27, caracterizado por el hecho de que se
utiliza DEAE~-celulosa.
29.~ Un método como el reivindicado en la
reivindicacidn 27, caracterizado por el hecho de que se

utiliza DEAE~-Sephadex.

30 qqé 30+~ Un método como el reivindicado en cual=
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quiera de las reivindicaciones 23 a 25, caracteriza-
do por el hecho de que se aisla la inmunoglobulina G
a partir de las globulinas por inmunoabsorcidn.

31.~ Un método de preparacidén de un suero
antilinfocitico inmunosupresivo no-tdxico.

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede, y con los fines que se han especifica-
do,

Egta Memoria consta de treinta y tres hojas
escritas a ma'.quina POYr una sola cara,

Medrid, O Jul, 1573
P.A,
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