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Este invento se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden una nueva seroglobuline in
mune modificada susceptible de ser inyecteda por via in
travenosa,; a un procedimiento pere la produccidn de las
mismas, y & su utilizasecidn para adminisirar seroglobuli
na inmune por via intravenosa para terapia humana.

Los preparados usuales de gamma-globulina
no pueden ser administrados por via intravenosa ya que
dicha administracién provoca un grado bastante elevado
de aparicidn de reaccionss, especialmente en seres recep
tores agamma-globulinémicos. Estas reacciones han esto-
do asociadas con una disminucidn de niveles de comple-
mento de suero, aparsntemente causada por una fijacidén
de complemento por la gamma-globulina administreda, Véa-
se S. Barandun y otros, Vox Sang., 7, 157-174 (1962). La
capacidad de la gamma-globnlina para fijar complemento,
denominada anticomplementaria, es aumentada grandemente
como resultado de la desnaturalizacidén producida duran-
te el método de fraceionamiento, en particular por aglo=
meracidn a la forma de especiszs de alto peso molscular.
El mecanismo de fijacidn de complemento de estos aglome-
rados parece ser idéntico &l de los complejos de antf{ge-
nos-anticuerpos. Véase D. ¥. Marcus, J., Immunol. 84,
273-284 (1960). Cuando los aglomerados son eliminados

por ultrecentrifugacidn a 100,000 veces la gravedad, se
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obtiene un producto de baja actividad anticomplemento que
8 bien tolerado al ser admiunistrado por inyeccidn intra-
venosa., Véase Barandun y otros, supra.

Se han efectuado diversos intentos para re-
solver el problema de hacer a la gamma-globulina segura
para administracidn intravenosa. Todos estos dependen de
la eliminecidn de su sctividad anticomplemento. La ultra-
centrifugacidn (arriba citada) no es factible tdenicamen-
te, y se puede esperar que el producto derivade y obteni-
do de eate mode recupere su actividad anticomplemento al
ser almacenado. El tratamiento de la gamma~globuliin& con
la enzima pepsina a pH 4,0 da como resultado un desdobla-
miento proteolitico de la molécule para dar un fragmento
con un peso molecular de aproximsdamente 100.000 que tie-
ne un coeficiente de sedimentacidn en la ultracentrifuga
de eproximadamente 5S. Véase A, Nisonoff y otros, Scienw
ce, 132, 1770=-1771 (1960). Incluso aunque este fragmento
superviviente retiene actividad anticuerpos bivalente ¥
carece de actividad anticomplemento, y es bien tolerado
y eficaz en administracidén por via intravenosa, véase W.
Baumgarten, Vox Sang. 13, 84 (1967), el efecto terapéu-
tico proporcionado por €1 tiene una duracién inaceptable
mente corta ya que es excrecionado con rapidez, teniendo
une semi-vida en circulacidn de sdélo 18 horas, posible-~

mente 8lgo més large en pacientes agammaglobulindmicos,

-3 =



10

15

20

25

3-3-T3

512551

comparado con 19,8 dias para la gamma-globulina no modi-
ficada. Véase E. Merler y otros, Vox Sang, 13, 102
(1967); B. Jager, Arch. Intern. Wed. 119, 60 (1967). Aun
que la semi-vida muy reducida de la gemma-globulina trata
da con pepsina es debida probablemente en parte a la drés
tica reduccidén del temafio de la molécule, hay indicacio-
nes acerca de que la velocidad de catabolismo de la gam-
ma-globulina estd relacionada con propiedades especifi-
cas de la porcién de la molécula digerida por pepsina,
Véase J. L. Fahey y otros, J. Exper, Med., 118, 845-868
(1963). Esta porcidn de la moldeula permanece intacta

en el presente invento. Una desventaja adicional del mé-
todo de tratamiento con pepsina consiste en que la pep-
sina que queda presente es de origen animal y puede es-~
timular la produccidén de anticuerpos, particularmente

por administracidn repetida., C. Blatrix y otros, Presse
Med. 77, 635-637 (1969). La utilizacidn de plasmine de
origen humano evita esta dificultad y constituye la base
de un procedimiento diferente para la preparacidn de
gammaglobulina intravenosa,

El tratamiento de gamma-globulina con
plasmina humana da como resultado el desdoblamiento en
tres componentes con un peso molecular de aproximadamen-
te 50,000, Véase J. T. Sgouris, Vox Sang. 13, 71 (1967).

Cuando se utilizan niveles suficientemente bajos de plag
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mina, sélo se desdoblan aproximadamente 15% de las molé-
culas, quedando 85% en forma de gamma-globulina intacta.
Véase Sgouris, supra. La gamma-globulina intacta que que
da ein digerir manifiesta poca actividad anticomplemento
y ha sido administrada por via intravenosa sin reaccio-
nes desfavorables, Véase J. Himman y otros, Vox Sang. 13,
85 (1967). El material as{ preparado resulta retener "in
vitro" y "in vivo" actividad protectora, Véase F. K.
Pitzpatrick, Vox Sang. 13 85 (1967). Una desvertaja de
este intento consiste en que la plasmina no puede ser
eliminada completamente. Por lo tanto, continda la degra
dacién incluso aunque el material sea almacenado a 429C.
La incubacidén de gamma-globulina a pH 4,0
a8 379C durante diversos espacios de tiempo se ha obser~
vado que reduce la actividad anticomplemento a bajos ni-
veles. Se ha sugerido que este resultado puede deberse
& una pequefia cantidad de enzima de suero presente como
una impureza en la gemma-globulina, Véase Blatrix y
otros, supra. Iguel que con la gamma-globuline tratada
con plasmina, esta "gamma-globuline de pH 4,0" se ha
encontrado que recuperae actividad anticomplemento al ser
almacenada con wna velocidad impredecible, de modo que
es necesario analizar le actividad anticomplemento antes
de efeatuar la administracidn a un paciente. Véase J.

malgras y otros, Rev. Pranc. Trans., 13, 173 (1970).
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Tanto la gamma-globulina tratada con ples-
mina, Hinmen y otros, supra, y la gamme~globuling de pH
4,0, H. Koblet y otros, Vox Sang. 13, 93 (1967); J. V.
Wells y otros, Austr. Ann. Med. 18, 271 (1969), tienen
semi-vidas més cortas "in vivo" que la gamma~-globulina
no modificada. Por ejemplo, la semi-vida en pacientes ner
males de la gamma-globulina de pH 4,0 es aproximadamente
de 14 dfas, véase Koblet y otros, supra, mientras que el
material tratado con plasmina manifiesta una semi-vida
de 16 dfas, véase Werler y otros, supre.

El Centre National de Transfusion Sangui-
ne (C.N,T.S.) de Paris, mediante fraccionsmiento y fil-
tracién realizados cuidadosamente de la gamma-globulina
& partir de plesme seleccionado recientemente obtenido,
ha producido una gamma-globuline inyectable por via in-
travenosa con baja actividad anticomplemento. Véase Bla~
trix y otros, supra; ibid., Presse Med., 77, 159-161
(1969); M. Steinbuch y otros, Vox. Sang. 13, 103 (1967).
Aparentemente, ésta no estd totalmente desprovista de
actividad anticomplemento, ya que debe ser administrada
cuidadosamente y se producen reacciones en algunos ps-
cientes. Ia cortisona puede ser administrada antes de
la inyeccién parae eliminar estas reacciones, pero la
eliminecidn incompleta aparente de la sctividad anticom

plemento podria parecer perjudicial pers su extendida
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utilizaecidn.

Los efectos sobre la actividad anticomple-
mento de la reduccidn de enlaces disulfuro de gammae-glo-
bulina seguida por reaccidn con yodoacetamida han sido
investigados en la técnica anterior, S. Barandun y otros,
supra, hen encontrado que el tratamiento de una solucidn
al 7% de gamma-globulina con cisteamina 0,2M, seguida por
yodoacetamida 0,2M, daba como resultado una pérdida casi
completa de asctividad anticomplemento mientras qus el
tratamiento con cisteaemina o con yodoacetamida sélas no
disminuye significativamente la actividad anticomplemen-
to. A causa de la toxicidad de la yodoacetamida, estos
investigadores no prosiguieron con este intento utilizan
do una gamme~-globulina intrevenosa., Similarmente, Wie-
derman y otros, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 113, 609-613
(1963), mostraron que el tratamiento de gamma-globulina
con mercaptoetanol 0,1M, seguido por didlisis prolongada
frente a yodoacetamida 0,02 ¥ did como resultado una so-
lucidn que no fijaria complemento al ser mezclada con
ant{geno. La actividad anticomplemento tanto de la gam-
ma-globulina no tratada como de la gamma-globulina tra-
tads estaba susente cuando fue ensayada por su método de
andlisis insensible. Estoas investigadores tampoco infor-
meron de ningdn intento de producir una gamma-globulina

intravenosa por este método. La técnica anterior ha de-
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mostrado ampliemente que el mercaptoetanol, J. B. Fleisch
man y otros, Arch., Biochem. y Biophys. Supp. 1, 174—180
(1962) y la mercaptoetilemina, G. M. Edelman, J. Am.
Chem. Soe, 81, 3155 (1959), en altas molaridades, son
capaces de reducir enlaces disulfuro intercadenas de la
gemma-globulina. Ios enlaces disulfuro que son mée ines-
tables frente & la reduccién con mercaptano resultan es-
tar relacionados con la fijacidn de complemento, mientras
que los enlaces disulfuro que son més resistentes a la
reduccidn por mercasptano resultan estar relacionados con
la interaccidn con entigenos. Véase P, H. Schur y otros,
J. Exp. Wed., 120, 531 (1964). Las desventajas inherentes
a la utilizacidn de altas concentraciones (0,1-0,5 M) de
mercaptanos para la reduceidn de enlaces disulfuro inter
cadenas en gamma-globulina son eliminadas empleando como
agente reductor concentraciones limitadas de ditiotreitol
(DIT). Véase W, W. Cleland, Biochem. 3, 480 (1964). Dado
que el DIT es oxidado irreversiblemente para formar un
anillo estable de seis miembros, pueden emplearse can-
tidades casi estequiométricas de este agente reductor y
se evita la utilizacidn de un gran exceso de mercaptano.
Se ha lograde una reduccidn virtualmente completa de los
enlaces disulfuro intercadenas de la gamma-globulina hu-
mana mediante la acecidn de DTT 0,0125 M sobre une solu-

cidn al 2% de gemma-globulina. Véase P. Gunewardena y
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otros, Biochem. Journ. 99, 8 (1966). Sin embargo, éstos
no han informado cuzal es la consecuencia que dicha re-
duceidn y la subsiguiente aleohilacién con yodoacetami-
de tuvieron sobre los niveles o concentraciones de anti-
cuerpos.

No obstante estas extensas investigaciones
acerca de la posibilided de modificar seroglobulina inmu
ne de manersa que se eliminase la actividad anticomple~
mento, se cree que no se conoce ninguna seroglobulina in
mune modificada comercialmente aceptable, que : (a) esté
sustancialrente libre de actividad anticomplemento tanto
real como latente, (b) tenga sustancialmente la semivi-
da bioldgica y la actividad anticuerpos de la seroglobu-
lina inmune no modificada, y (c¢) esté libre de productos
de reaccidén no proteinicos y sea sustancialmente pura, in
yectable por via intravenosa.

De acuerdo con este invento, se crean com-
posiciones farmacéuticas adaptadas pare ser administra-
das por via intravenosa que comprenden una nueva seroglo-
bulina inmune modificada, sustancialmente pura e inyec-
table por via intravenosa, que estd sustancialmente li-
bre de actividad anticomplemento real y latente, y que
tiene sustancielmente la semivida biolégica y la activi-
dad anticuerpos de la seroglobulina inmune no modifica-

da.
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Las composiciones farmacéuticas de este
invento comprenden, en un vehficulo acuoso farmacdutica-
mente aceptable adaptado para administracidn por via in-
travenosa, una nueva seroglobulina inmune modificada, sus
tencialmente pura e inyectable por vie imtravenosa qle
tiene sustancialmente todos los enlaces disulfuro inter-
cadenas enlazando cadenas pesadas y cadenas ligeras y
hasta un total de alrededor de 4 enlaces disulfuro reem-
plazados por pares de grupos —S-CHZCONH2, permaneciendo
unidas las cadenas ligeras con las cadenas pesadas me-
diante asociacién no covalente de manera que el peso mo-—
lecular aparente en disclventes no disociadores es sus-
tancialmente el mismo que el de la seroglobulina inmune
no modificada. Dicha seroglobulina estd sustancizlmente
libre tanto de actividad anticomplemento real como de
actividad anticomplemento latente y tiene sustancialmen-
te la semivida bioldgica y la actividad anticuerpos de
la seroglobulina immune no modificada, segin se deter-
mina por ensayos seroldgicos, y es producida mediante
reduccidén selectiva de sustancialmente la totalidad de
los enlaces disulfuro intercadenas y hasta un total de
alrededor de 4 enlaces disulfuro con ditiotreitol dilui-
do; alcohilacidn de los grupos mercapto as{ producidos
de la seroglobulina inmune reducida con yodoacetamidaj

y separacidén de la seroglobulina inmune alcohilada des-
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de los productos de reazccidn no protefnicos. La seroglo-
buline as{ modificada y purificada es administrada, en
el método del aspecto de use ds este invento, por via
intravencsa en un vehiculo o axcipiente farmacéuticamen-
te aceptable adaptado para administracidn por via intra-
venosa,

Haciendo referencia a los dibujos:

Ia figura 1 es un gréfico que muestra la
relacidn que existe entre el ndmero de grupos -SH blo-
queados y la concentracidn anticomplemento resultante de
la nueve seroglobulina inmune modificada cuando la reac-
cién de modificacidn se lleva a cabo con diversas concen
traciones de ditiotreitol y con diferentes tiempos de
reaccidn; y

la figura 2 es un gréfico que compara la
distribucidn de pesos molecnlares mediante cromatografia
por permeacidn en gel de lu seroglobulina inpune de par-
tida empleada en el Bjemplo 1(b) con la de la nueva se-
roglobulina inwune modificada, de acuerdo con los datos
mostrados en la Tabla.

La nueve serggliobulina inmune modificada
inyectable de este invento se caracterizsa por estar sus-
tancialmente inalterada en las mediciones fisicas y en
las funciones bioldgicas, excepto en la actividad anti=

complemento, pero por ser quimicamente distinguible por
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la sustitucidn de susiancialmentes todos los enlaces di-
sulfuro intercadenas y un total de hasta alrededor de 4
enlaces disulfuro con un niémero igual de pares de grupos
-S-OHchNHz, estando sustancialmente inalterada por lo
demds en sentido quimico la moldeula de ISG. La reduc—
cidn de estos enlaces disulfuro especificos y la subsi-
guiente alcohilacidn de los grupos mercapto asi produci-
dos elimina sustancialmente la actividad anticomplemen~
to. La reduceidn de los grupos disulfuro es necesaria
para la eliminacién de la actividad fijadora de comple-
mento y la alcohilacidn de los grupos mercapto asi pro-

ducidos excluye la nueva aparicidn de actividad anticom

plemento, Dado que las reacciones de reduccidn y alco=-
hilecidn selectivaes de este invento afectan a los en-
laces disulfuro intercadenas y dejan enlaces disulfuro
intracadenas sustancialmente inalterados, la molécula
de proteina no es fragmentada y la potencia anticuerpos
de la seroglobulina inmune modificada permanece esen~
cialmente intacta. Al retener inaltsrado el resto de la
molécula sustanecialmente retiens tambidn la semivida
bicldgica de la seroglobulina inmune modificada después

de su infusidn en seres receptores humanos.

Waterial de partida

El material de partida para el procedimien
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to de este invento es seroglobulina inmune humane no mo=-
dificada (ISG).

En la memoria deseriptive y en las reivin-
dicaciones el término "seroglobulina inmune" es utiliza-~
do para definir la sustancis también denominada en la bi
bliografia de diversos modos como gamma-globulina,\(-glg
vulina, IgG e inmunoglobulina G. Consiste predominante-
mente y de modo preferible en &l menos aproximadamente
85% de la especie 7S de gamme-globulina, que tiene un pe
50 molecular de eproximadamente 160,000, Cualquier res-
to es preferiblemente de la especie 95, coh un peso mo-
lecular de alrededor de 300.000. Se pueden emplear sero-
globulinas tanto inmunes normales como hiper-immunes, por
ejemplo seroglobulinas inmunes frente al tétano y a la

rabia, siendo el producto modificado ISG inmune e hi-

' perinmune, respectivemente. Por lo tanto, un material

de partida apropiado pare el procedimiento de este inven
to es Fraceidn II de Cohn, figuras 5 y 6. Véase Cohn,
B. J. ¥y otros, J. Am. Chem. Soc. 88 459 (1946); ibid.,
71, 541 (1949).

La Fraccidén II, segin estudios de ultra=-
centrifugacidn, es predominantemente (en alrededor de
85%) le especie 7S (constante de sedimentacidén de 7) o

gemma=globulina con un peso molecular medio de 160,000.
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La proteina restante es esenciaimente material 95 con un
peso molecular de aproximadamente 300.000. Una pasta hi-
meda de Fraccidén II (con aproximadamente 30% de sélidos)
es liofilizada comunmente pzra obtensr polvo seco de ISG
que luego es dismwelto y preparado para inyeceidn intra-
muscular en forma de una solucidn estéril al 16,5%. O
bien la pasta himeda de Fraccidn II o bien el polvo seco
ISG (antes o después de disolverse en un vehiculo acuoso
apropiado) constituyen un material de partida apropiado
para el procedimiento de esis invento.

La gamma-globulina obtenids por cualquier
procedimiento que tenga esencialmente l2 misma composi-
cién de componentes protefnicos que se encuentra en la
Fraccidn IT de Cohn puede utilizarse como material de
partida para el presente procedimiento de modificacidn
quimica. El plasma sangufneo o suero completo son deja-
dos también esenciclmente libres de actividad anticom-
plemento por el presente procedimiento de modificacidn
quimica,

Tanto la seroglobulina inmune normal como
la seroglobulina hiperinmune pueden emplearse como ma-
teriales de partida. Tal como es bien sabido, esta lti-
m& es producida a partir de plasma o suero obtenidos
de donantes seleccionados que tienen concentraciones

mucho mayores de un anticuerpo especifico que la que se
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encuentra normelmente en la poblacidn media. Estos do-
nantes o han sido recientemente inmunizados conh una va-
cuna particular o se han recuperado recientemente de
una infeccidn o enfermedad. Estos sueros o plasmas de
alta concentracidén son almacenados y sometidos a los
métodos usuales de fraccionamiento segin Cohn haste el
punto de aislar Fraccién II. Los patrones de anticuerpos
de la Division of Biological Standards (DBS) para serc-
globulinas hiperinmunes estén basados azctuslmente en
productos que han de ser administrados por via intra-
muscular. Estos patrones estdn basados en la suposicidn
de que se administrara una dosis intramuscular normali-
zada de la globulina reconstituida (1-10 0m3). A causa
de que l1la cantidad de anticuerpos requerida pera lograr
una respuesta inmunolégica deseada es sustancialmente
menor cuando se administra intravenosamente, resultaré
evidente que la dosis I.V. serd sustancialmente menor
que la dosis I.M. que produzca la misme concentracidn
de anticuerpos del suero. Por lo tanto, la dosis de ISG
intramuséular y de seroglobulina hiperinmune deberd ser
mayor que la requerida para lograr la misma concentra-
cién de anticuerpos del suero cuando se administra por
via intravenosa globulina con la misma actividad anti-

cuerpos.

La pasta himeda o el polvo liofilizado de
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partida son disueltos en un volumen de ague, preferible-
mente una solucidn acuosa de glicina y NaCl, para propor
cionar una solucidn de proteina con la concentracidn de-
seada, usualmente 1 a 20%, por ejemplo 3, 5, 10 y 16,5%,
preferiblemente alrededor de 5%. Sorprendentemente, mien
tras que soluciones de ISG no modificada son méximamente
estables en altas concentraciones, por ejemplo de 16~18%,
soluciones de la nueva ISG modificada de este invento
son estables en concentraciones sustancialmente menores,
por ejemplo de 10%. Glicina y NaCl, si bien no son esen—
ciales, son incluidas preferiblemente para ayudar a es-
tabilizar la solucidn de proteina. La glicina puede es-
tar en cualquier concentracidn hasta de aproximadamente
1,0 M, La solucidén de NaCl es preferiblemente de apro-
Ximadamente 0,075 W. Después de que ha sido disuelta la
proteina, la solucidn es ajustada al deseado pH ddbil-
mente alcalino, por ejemplo de aproximadamente 7,2 a 9,
preferiblemente de aproximadamente 8,0 a 8,6, y del mo-
do més preferible de aproximedamente 8,0 a 8,2, mediante
la adicién de hidrdxido de sodio u otra base. Si la so-
lucidn no es transparente en esta etapa, preferiblemente

es clarificada antes de la etapa de reduccidn.

Btapa de reduccidn.

En la primera etapa del procedimiento de

- 16 -



10

15

20

25

3=-3-73

este invento, los enlaces disulfuro intercadenas de la
seroglobulina inmune de partida son reducidos con ditio-
treitol. Esto se logra convenientemente reduciendo un
total de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 4, prefe-
riblemente 2,5 a 4, y de modo més preferible alrededuor
de 2,8 a 3,8, enlaces disulfuro con al menos alrededor
de 2,5, por ejemplo 2,5 a 50, preferiblemente alredador
de 4-6, mds preferiblemente alrededor de 5-6, equivalen-
tes molares del agente reductor.

Tal como se muestra en la figura 1, las =z¢
tividades anticomplemento real y latente pueden ger ali-
minadas por reduccidn selectiva seguida por alcohilacidn
de aproximadamente tres de los enlaces disulfuro inter-
cadenas por molécula de ISG. La reduccidn y la alcohila-
c¢ién de aproximadsmente un enlace disulfuro no tiensn
efecto demostrable sobre la actividad de fijacidn de cop
plemento de la seroglobuline inmune, La reduccién de un
promedioc de 2,5 grupos disulfure reduce drésticamenie la
actividad anticomplemento. Sin embargo, para eliminar Ja
actividad anticomplemento sustancialmente de modo comple
to se requiere usualmente la reduceidn de aproximadamente
2,8 o mds grupos disulfuro. La reduccidn de tres a cua-
tro enlaces disulfuro no es perjudicial y dicho nivel de
reduccidn y alcohilacidn asegurs que se logra siempre la

deseada eliminacidén completa de actividad anticomplemento
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real y latente sin causar reduccidén de los enlaces disul

furo intracadenas menos reactivos gue son esenciales pa-

ra la actividad bioldgica. La reducecidn y la alecohilacidn
de més de cuatro enlaces disulfuro no tienen efectos be-

neficiosos adicionales sobre la gemma-globulina para uti-
lizacidn por via intravenosa y, en realidad, dan como re-
sultado una destruccidn parecial o completa de la funcidn

bioldgica.

Ia reduceidn selectiva deseada de sustan-
cialmente la totalidad de los enlaces disulfuro interca-
denas se logra por una combinacidn de la concentracidn
de ditiotreitol en la mezcle de reaccidn, la proporcidn
molar de ditiotreitol a protefna de partida y tiempo de
reaccidn, temperatura, y pH.

La etapa de reduccidn se lleva a cabo 2
la temperatura ambiente o con calentemiento o enfriamien
to suave, por ejemplo de aproximadamente 0-409C, prefe-
riblemente 20 a 352C, del modo mds preferible a lo tem-
peratura ambiente. A temperaturas por debajo de la tem-
rerature ambiente, se requisren concentraciones mayores
de ditiotreitol para lograr el mismo grado de reduccidn.
Anfélisis indirectos muestran que a la temperaturs am-
biente, a pH 8,2 y en una concentracidn de proteina de
5% ha reaccionado aproximadamente 60% del DTT (a 0,0015M)

en 10 minutos y 65% en 60 minutos. Estos datos indican
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que la extensidn de 18 reaccidn bajo una serie dada de
condiciones de pH y concentraciones de proteina y DIT
es esencialmente independiente del tiempe de rezccidn.
Por lo tento, la reaccidn se puede llevar a czbo duran—
te cualquier perfodo de tiempo conveniente, por ejemplo
durante aproximadamente dos minutos hastz dos horas ¢
un tiempo més largo. A temperaturaspor encima de la tem-
peratura ambiente, deberd emplearse la centidad de di-
tiotreitol requerida tedricamente para lograr el grado
de reduccidén deseado o, 5i se emplea un exceso, el cur-
go de la reaccidn deberd ser vigilado y terminado por
destruccidn del agente reductor en exceso cuandc se ha-
y& producido el nimero deseado de grupos ~SH.

La reduccidn se lleva a cabo preferible-
mente a un pH débilmente alcalino, por ejemplo de apro-
ximadamente 7,29, preferiblemente de aproximademente
8-8,6. A pH menores, la velocidad de reaccidn tanto pa-
ra agentes reductores como alcohilantes disminuye mar-
cadamente., Por lo tanto, a un pH por debajo de 8, se re~
quieren temperaturas algo mayores, tiempos de reaccidn
mds largos y/o concentraciones mayores de ditiotreitol.
Un pH significativamente mayor tiende a desnaturalizer
la seroglobulina inmune. Se emplee preferiblemente un
tampén fisioldégicamente aceptable pars mantener el pH

deseado ya gque la eliminacidn completa subsiguiente es
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menos critiea,

El ditiotreitol puede ser afiadido en forma
de una solucidén a la solucidn protefnica, o viceversa, o
en forma de un s8élido a la solucidén proteinica, Alterna-
tivamente, y de modo menos deseable, la proteina puede
ser disuelta en l& solucidn de ditiotreitol o la proteina
¥ el ditiotreitol pueden ser mezclados en seco y luego di
sueltos simulténeamente en el disolvente de reaccidn acuo
50 en les concentraciones deseadas de protefna, por ejem—-
plo al menos alrededor de 1%, preferiblemente alrededor
de 5-18%.

El curso de la reaccién puede ser vigila-
do, si se desea, vigilando la mezcla de reaccién en cuan
to a ditiotreitol residual, Cuando ya no se estd consu-~
miendo agente reductor, la reaccidn estéd completa.

La reaccidn puede realizarse conveniente-
mente en aire. Esto da como resultado la autooxidascidn
de una proporeidén secundaria de ditiotreitol, que es com
pensada por la utilizacidn de una proporeidn molar ma-
yor de la tedrica. Si se desea, la reaccién puede reali-
zarse también en una atmésfers inerte, por ejemplo de
nitrdgeno.

La proporcidn molar de ditiotreitol a pro-
teina empleada depende en parte de la concentracidn de

protefna de la mezcla de reaccidn, del pH, del tiempo de
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reaccidn, de la temperatura de reaccidn y de la atmdésfe~
ra de reaccidn. Se requiere tedricamente 2l menos un
equivalente molar de DTT para reducir un enlace disulfu~
ro por mol de proteina y para produeir dos grupos SH,
Por lo tanto, la cantidad minime tedrica de ditiotreitol
requerida para reducir cada enlace disulfurc es al menos
de un equivalente molar. Dado que, tal come arriba ge
ha indicado (véase tapbidn la figurs 1), se requiera la
reduccién de aproximadamente tres enlaces disulfure y
la subsiguiente alcohilacidn de los gruapos SH para la all
minacidn de la actividad anticomplemento, se requiersn
al menos tres equivalsntes molares de DTT para eliminax
sustancialmente la actividad anticomplemento, incluso
bajo condiciones dptimas. En el procedimiento de ssts
invento, se emplean aproximadamente 2,5 & 50 equivalen=~
tes molares, preferiblemente al menos alrededor de 3y
Reualmente menos de 10, por ejemplo 4-6, del modo mie
preferible alrededor de 5, equivalentes molares de 8i-
tiotreitol para lograr la reduccidn deseada en un pexfo.-
do de tiempo razonable en las condiciones preferidas de
concentracién de protefna, ds pH y de temperatura de
reaceidn,

Suponiendo un peso molecular medioc de
160,000, la wolarided de 1a solucidn de protefna al 5%

de partida preferide es aproximademente 3 x 104 ¥. Por
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lo tanto, para lograr el nivel deseado ds reduccidn de
disulfuro, deberd afledirse suficiente cantidad de ditio-
treitol a la solucidén al 5% de protefna para llevar su
concentracidén desde aproximademente 5 x 10'4 hasta 25 x
10~4 M, preferiblemente 2 alrededor de 15 x 10~4y,

Ia reaccidn de reduccidn se puede llevar a
cabo convenientemente en aire, y en los ejemplos segui-
damente descritos, este aire es la atmésfers de reaccidn.
Sin embargo, dado que una porcidn del ditiotreitol es
oxidade por el aire, pueden emplearse cantidades mids pré
ximas a las tedricas de ditiotreitol si la etapa de re-
duccidn se lleva a cabo bajo nitrdgeno o bajo otra at-
mésfera inerte.

Ye que la etapa de reduccidn puede termi-
harse en cualquier momento mediante la destruccidn del
ditiotreitol que queda en la mezcla de reaccidn, bajo
la mayor parte de las condiciones de reaceidn une can-
tidad de ditiotreitol sustancialmente por encima de la
tedricamente requerida para lograr el grado de reduccidn
deseado, puede emplearse por ejemplo 5-1.200%, preferi-
blemente 10-100% de exceso, terminando la reaceidn cuan-
do se ha logrado el grado deseado de reduccidn. Cuando
se utilizan excesos molares muy grandes de ditiotreitol,
se prefiere uns temperétura de reaccidén més baja, por

¢ jemplo de 0-520, y/o un pH més bajo, por ejemplo de
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7,2-7,8 pare mantener la selectividad de la reaccidn.
Ccuando la molaridad del ditiotreitol es menor de aproxi-
madamente 1,6-10"3M, la reduccién de solucidén de protei-
na al 5% puede realizarse usualmente hasta durante alre-

5 dedor de una hora antes de gque se efectie la reduccidn
de mds de tres grupos disulfuro por molécula. Con 2pro-
ximadamente 1,6-1,8 x 10-3M, la reaccidén debe ser termi-
nada usualmente en el espacio de aproximadamente 30 mi-
nutos. Con mayores concentraciones de ditiotreitol, por

10 ejemplo de 2,0-2,5 x 10=3w, la reaccién deberd estar ter
minada en el espacio de 5~15 minutos. Estos tiempos de
reaceidn son reducidos correspondientemente a temperatu-
ras mayores que la temperatura ambiente y viceversa a
temperaturas menores que la temperatura ambiente. Tam-

15 bién, con otras concentraciones de proteinas diferentes
de 5% y con valores de pH diferentes de alrededor de
8,0 a 8,6 se requerird asimismo un ajuste del tiempo de
tiempo de reaccidn cuando se utiliza ditiotreitol en
exceso.

20 Io anterior supone gque la molaridad de
la solucidén de protefna es tal que la cantidad de ditio-
treitol presente en la mezcla de reaccidn estéd en exce-
30 con respecto a la requerida pars reducir un promedio
de cuatro grupos disulfuro por moléeula, que es el mé-

25 ximo reducido en el procedimiento de este invento. Si
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se desea, la cantidad exacta de DIT requerida para re-
ducir los alrededor de tres enlaces disulfuro que se
prefieren, por ejemplo de 2,8 a 3,8 enlaces, y de este
modo producir un promedic de 5,6 a 7,6 grupos SH por
moléenla bajo las condiciones de reaccidn selecciona-
des, puede ser determinada con una porcidn alfcuota de
la ISG de partida. En dicho caso, la extensidn de for-
macidén de grupos SH serd esencialmente independiente
del tiempo de reduccidn,

El ditiotreitol deberd estar presente
usualmente en la mezcla de reaccidn de una concentra-
cién de al menos 5,0 x 10~4 M ¥y usualmente menor de
1x 10'2M, por ejemplo alrededor de 1,2 x 10-3, prefe-
riblemente 1,2-1,8 x 10‘3M, cuando se reduce una solue-
cidn de proteinas aproximadamente al 5% durante un cor
to tiempo a alrededor de la temperatura ambiente. La
cantidad requerida de ditiotreitol para producir esta
molaridad inicial puede ser afiadida de una sola vez o
de manera continua o discontinuae en el curso de la reac
cidn.

Iz relacién entre la concentracidn de DTT
Y el tiempo de reaccidn estd ilustrada en la figura 1
de los dibujos, que muestra el resultado de reducir una
solucidn al 5% de seroglobulina inmune con DTT a diver—

sas concentraciones en la mezcla de reaccidn. Tal como
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se muestra en los dibujos, con ISG al 5% la reduccidn
del mfnimo de 2,5 enlaces disulfuro para formar 5 grupos
SH por moldeula no puede lograrse con ung molaridad de
DTT menor de aproximadamente 1,0 x 10"3M, que es alrede-
5 dor de 1,3 veces la cantidad tedrice requerida, indepen-
dientemente del tiempo de reacecidn. Para produeir 6 gru-
pos SH en el espacio de una hora se requiere una molari-
dad de al menos aproximadamente 1,6 x 103 M, alredédor
de 1,67 veces la cantidad tedrica. En la curva superior
10 de la figura, el nimero de grupos SH formados durante
la reduccidn fue determinado a partir del contenido de
carboximetileistefna de un producto hidrolizado &cido
de la ISG quimicamente modificada. Durante la hidrdli-
sis con 4cido los residuos de cistef{na alecohilada con
15 yodoacetamida son convertidos en carboximetileisteina
de manera que el anfdlisis cuantitativo de este residuo
da el nimero de grupos mercapto alcohilados, En la ecur
va inferior, se utilizé 14C-yodoacetamida para bloguear
log grupos mercapitos de manera que podrfia obtenerse el
20 ndmero de grupos alcohilados & partir de mediciones ra-
dioactives, Las concentraciones de carboximetileistei-
na son algo mayores y se cree que son cuantitetivamen-
te mds exactas debido a2 la naturaleza de los experimen-

tos,
25 Un equivalente quimico evidente del ditio-
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treitol de este invento es su diastereoisémero, ditio-
eritritol, y en cada uno de los ejemplos que se dan se-
guidemente, éste dltimo puede sustituir al primero.

El producto de la etapa de reduceidn, es
decir seroglobulina inmune redacida pero por lo demés
no modificada sustancialmente, que tiene sustancialmen-
te todos los enlaces disulfuro intercadenas y hasta un
total de 4 enlaces disulfuro reducidos para formar pares
de SH, es luego convertido, usualmente sin purificacidn
ni aislamienté intermedios, en un producto final estable

en la etapa de alcohilacidn.

Etapa de alecohilacidn

En la etapa de aleohilacidn, el producto
de la etepa de reduccidn es alcohilado con yodoacetami-
da para producir la nueva seroglobulina inmune modifica-
da de este invento. En esta etapa, se emplea suficiente
cantidad de yodoacetsmida para reaccionar con todo el
ditiotreitol no utilizado y pera alecohilar todos los
graupos SH presentes en el producto reducido.

Bate etapa se lleva a cabo usualmente en
la mezcla de productos de reaccidn de la etapa de re-
duccidn, Sin embargo, si se desea, la protefna reducides
puede ser aislade, por ejemplo, por precipitacidén y

puede emplearse un nuevo disolvente acuoso.
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Para alcohilar totalmente el producto de
la etapa de reduccién se requieren usualmente al menos
dos equivalentes molares de yodoacetamida, calculado con
relacidn al ditiotreitol empleado en la etapa de reduc-
cién. Preferiblemente, se emplea un exceso alrededor de
10% molar o mayor para asegurar la complets alcohilacidn
de todo el DIT residual y la conversidén de todos los gru
pos SH de la proteina en grupos -S-CH,CONH,. Por e jem-
plo, si se emplea ditiotreitol en una concentracidn ini-
cial de molaridad 15 x 10_4 en la mezcla de reaccidn, la
molaridad inicial preferida de la yodoacetamida en la

mezZcla de reaccidn es de aproximadamente 33 x 10'4. Pue~

den emplearse excesos molares mayores, por ejemplo hasta

de 20 equivalentes molares, sin resultados perjudiciales,
dado que la yodoacetamida en exceso es geparada del pro-
ducto alcohilado despuds de la etapa de alcohilacidn,

por ejemplo por precipitacidn de la proteina o por diéd-
lisis,

Las condiciones de reaccidn son sustancial
mente las mismas que las que se emplean en la etapa de
reduccidn, excepto que usualmente se utilizan tiempos de
reaceidn algo més largos, por ejemplo de 1 @ 2 horas,

La yodoacetamida puede ser afiadida en forma de un sélido
o en forma de una solucidén. Igual que en la etapa de re-

duccidn, el curso de la reaccidn puede ser vigilado, en

- 27 -



10

15

20

25

3-3-73

egte caso analizando en cuanto a grupos SH libres. Dado
que la presencia de grupos SH libres en la molécule de
proteine puede permitir la nueve apariecidn de activided
anticomplemento, el producto de resccidn debers estar
lo més libre que seaz posible de grupos SH, a saber con
una cantidad de éstos no mayor de vestigios. Dicha com-
pleta alcohilacidén de grupos SH impide tembidn la subsi-
guiente aglomeracidn de moléculas de gamma-globulina,
Aunque la alcohilacidn del grupo SH produ-
cida por reduccidn de los enlaces disulfuro intercadenas
se logra en el procedimiento de este invento con yodoa-
cetamida para producir pares de grupos -SCH2CONH2, los
grupos SH pueden ser también bloqueados aleohilando la
ISG reducido con otros agentes de alcohilacidn para pro-
ducir una ISG modificada que tiene sustancialmente las
mismas propiedades fisicas y bioldgicas que aquella en
que enlaces disulfuro intercadenas disociados son reem-
plazados por pares de grupos ~SCHyCONH,. Se obtendrs
una ISG modificada que tendrd sustancialmente todos los
enlaces disulfuro intercadenas reemplazados por pares
de otros grupos -SR y tendrd un peso molecular aparente
esencialmente igual al de la seroglobulina no modifica-
da, estard sustancialmente libre de activided anticom-
plemento, tendré grupos SR que serdn quimicemente esta-

bles e incapaces de permitir la nueva formacidn de en-
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laces disulfuro, y tendrd sustancialmente la semivida
bioldgica y la actividad anticuerpos de la seroglobuli-
na inmune no modificada. EL R en el grupo tioéter puede
ger aleohilo inferior; por ejemplo metilo, etilo y pro-
pilo; N,N-di-(alcohil inferior)-carbamido- aleohilo in--
ferior, por ejemplo N,N-dietilearbamidometilo (—CHZCONEtz);
alecoxi inferior-carbonil-alcohilo inferior, por ejemple
etoxicarbonilmetilo ('CH2002C2H5) etoxicarboniletilo
(n?H00202H5); carboxi-alcohilo inferior, por sjemplo

CH3
carboximetilo (-CHZCOZH), carboxietilo (-CHCOZH); ciano-

CH3

-aleohilo inferior, por ejemplo -CH,CN; @-amino-alco-
hilo inferior, por ejemplo —CHQCHZNHQ; ¥ benzoil-alco=-
hilo inferior, por ejemplo —CH?GOCGHso Ls glecohilacidn
de los grupos SH para dar grupos SR, en donde R es al-
cohilo inferior puede lograrse tratando la seroglobulina
inmune reducida, por ejemplo, con O-metilisourea kaje
condiciones alcalinas suaves, en cuyo caso se forman
grupos ~SCH§, Aleohilo inferior y alcoxi inferior, tal
como aquf se utilizan, significen grupos con 1 & 4 &to~
mos de carbono. Pueden formarse otros alcohiltiodteres
sustituidos empleando la apropiada N,N-dielcohil~o{~ha~-
loacetemida, por ejemplo ClCHQCON(CQHS)a; dster haloa~
cético, éster o(-halopropidénico, por ejemplo IGHZCOZCZHs,
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Br?HCOzczHS; 4cido haloacédtico, 4cido K ~halopropiénico,
CHé
por ejemplo ICH,C0,H, Br?HCOZH; haloacetonitrilo, por

CHB

/7
e jemplo ICHZCN, alecohileniminas, por ejemplo CHQ-CHZ,
halogenuro de fenaeilo, por ejemplo cloruro de fenacilo.
Las reaeciones de alecohilacién se llevan a cabo en con-

diciones débilmente alecalinas,

Aislamiento de la ISG modificada.

Con el fin de produecir un producto farma-
céuticaemente aceptable adapiado para adﬁinistraeidn por
via intravenosa, es necesario separar la nueva ISG modi-
ficada de los productos de reaccidn no protefnicos y de
los reaccionantes. Esto puede efgctuarse de una variedad
de maneras, por ejemplo por cromatografia por intercem-
bio de iones, cromatograffs por permescidn en gel, ultra~
centrifugacidn o, preferiblemente, por didlisis, o por
precipitacidn de la ISG modificada, por ejemplo con un
disolvente orgénico miscible con agua, por e jemplo me-
tanol, etanol, etc. Cuando se obtiene una solucidn més
diluida de lo deseado de la ISG modificada, puede utili-
zarse eficazmente también ultrafiltracién para concentrar

la solucidn & la concentracidn de protefna deseada.
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En un método preferido, preferiblemente
despuds de diluir la solucidn de proteina con agua hasta
una concentracién de proteina de alrededor de 1,5%, la
gseroglobulina inmune modificeda es precipitada con eta-
nol aproximademente bhajo las mismas condiciones que las
del pfocedimiento bien conoeido de Cohn para obtener
Producto Precipitado II & partir de Producto Sobrenadan-
te III. Este precipitado es recogido y lavado, preferi-
blemente a8l menos dos veces con solucién tampén etanéli-
ca bajo condiciones de pH y temperatura y con concentra-
ciones de etanol que no vuelvan a disolver la proteina
pero que eliminen todas las cantidades conmensurables
de reaccionantes residuales y de productos no protei-
nicos, Luego, el material es secado de une manera con-
ven&ional, por ejemplo por el método empleado para se-
car la Fraccidn II de Cohn y estéd dispuesto para ser
envesado de modo estéril para utilizacidn por via intra-
venosa despuds de reconstituir & la concentracidn de-
seada de proteina en un vehiculo farmacéuticemente acep
table adaptado para administracién por via intraveno-
sa.

En otro método preferido, se emplea una
gsolucidn de ISG concentrada por ejemplo al 15-18%, como
material de partida y el producto de la etapa de alco-

hilacién es dializado hasta quedar libre de componentes
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no protefnicos del producto de reaccidén. ILa ISG modifi-
cada resultante pﬁede ser filtrada de modo estéril y
cargada de modo qstéril en recipientes, por ejemplo via-
les de 10 cm3, para utilizarse tal como estd o para lio-
filizacién. Alternativamente, o con el fin de asegurar
una eliminacién completa de reaccionantes, la solucidn
dializade puede ser tratada ulteriormente tal como arri~
ba se describe, 2 saber precipitacién de la ISG modifica
da, lavado del precipitado y reconstitucidn 2 una con-
centracién deseade de proteina en un vehfculo farmecéu-
ticamente aceptable. Cuando se obtiene una solucidn

mds diluida de lo deseado de la ISG modificada se pue-
de utilizar también eficazmente ultrafiltracién para
concentrar la solucién a la deseada concentracidn de

proteinsa,

Nueva seroglobulina inmune.

La nueva gemma-globulina de este invento
estd sustancislmente libré de actividad anticomplemento,
tanto inmediata como latente. Su reso molecular estd
sustancialmente inalterado. Sedimenta principalmente a
7S en la ultracentrifuga, con altededor de 10 & 15%
del componente 9S que tambidn esti presente en la gam-
ma-globuline no modificada producida por fraccionamien

to seglin Cohn. Su espeotro de cromatograffa por fil-
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tracién en gel sobre glébulos de poliserilamida (Bio-
-Ge1R p 300) en tampén "tris", pH 8,0, muestra un méxi-
mo prineipal que 00mpreﬁde 86-90% de la proteina total
con un peso molecular de 160.000 con poco o ningin frag-
mento de menor tamafio. Sin embargo, la cromatografia en
gel en condiciones disociativas, tales como en 4cido
acético 1 M, muestra una cantidad significativa de ca-
denas ligeras (o de dfmero de cadena ligera), indicando
que los enlaces disulfuro que unen las cadenas ligeras
con el dfmero de cadena pesada son rotos por el proce-
dimiento de este invento. Ya que estos enlaces disul-
furo interseccionan la cadena pesada cerca de la regidn
que se'piensa que contiene el lugar de fijacidn de com-
plemento (la regidén de "articulacién"), el cambio de con
figuracién inducido por su reduccidn y alcohilacidn se
cree que es responsable de la pérdida de actividad anti-
complemento tanto real como latente. La concentracidn

de anticuerpos no es signifieativamente diferente de la
de la gamma-globuline no modificada de partida, es decir
es globuline normal o hiperinmune, por ejemplo globulina
hiperinmune para el tdtano o para la rabia, dependiendo
de la concentracién de anticuerpos de la globulina no
modificada de partida. Las moléculas de anticuerpos son
bivalentes, segin se indica por su capacidad de precipi-

tar con antigenos. La precipitacidn cuantitativa con to-
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xoide de tétano indica que se retiene 65-80% de los an-

 tlcuerpos para el tétano precipitantes despuéds de modi-

ficacién quimica de uns globuline inmune para el tétano.
La nueve ISG transporta proteceidn pasiva contra la to-
xina de tétano segin se confirma por estudios con anima-
les de laboratorio. La supervivencia de semivida de l=
nueve gamma~globulina quimicamente modificada en seres
humanos y en enimales de laboratorio no es sustsneial-
mente diferente de la de la gamma-globulina no modifica-
da. ‘

En contraste con la gamma-globulina inyec-
table intravenosa preparada por tratemiento térmico &
PH 4,0 o por tratamiento limitado con plasmina, la nue-
va ISG no fija apreciablemente complemento incluso sun-
qQue se aglomere a propésito por tratamiento con calor
o con 4cido seguido por neutralizacidn. No vuelve 2 od-
quirir significative actividaed anticomplementaria cuan-
do es almacenada duraente dos afios a 59C en forma de una
solucidn estéril apropiada para administracidn I.V.

Aunque los enlaces disulfuro intercadenas
entre las cadenas ligeras y las cadenas pesadas son ro-
tos en el procedimiento de este invento, las cadenss
ligeras permenecen unidas con las cadenas pesades por
asocigcidn no covalente de manera que el peso molecular

aparente del producto reducido y alcohilado permanece
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sustancisalmente inalterado segdin se determina por fil-
tracién en gel y ultracentrifugacidn en disolventes no
disociadores. Sin embargo, el hecho de que estos enlaces
disulfuro intercadenas son rotos es demostrado disocl-
viendo el nuwevo producto en dcido acédtico 1 M, en el que
las cadenas ligeras son disociadas del resto de lza molé-
cula, Cromatografiando 1a solucidn resultante y analizan
do separadamente la eabsorcidén de U.V., de la porcidn del
eluato que contiene las cadenas ligerss y pesadas se de-
nuestra que la fraccidn ligera contribuye en aproxima-
damente la cantidad tedrica (alrededor de 20%) de la
absorcidn total de U.V. del nuevo producto, verificando
de este modo que no quedan sustancialmente enlaces di-
sulfuro intercadenas en la nueva ISG quimicamente modi-
ficeda., La nueva ISG modificada de este invento tendrd
gproximadamente los mismos niveles anticuerpos ¢ nive-
les ligeramente menores que la ISG de partida,

Una nueve caracteristicae de la ISG modifi-
cade de ecte invento es -gsu ausencia de actividad proteo-
1{tica. Se sabe que algunas muestras de ISG forman frag-
mentos cuando son almacenadas. Dicha fragmentacidn es
debide a digestidn proteoli{tica por una enzima contemi-
nadora que frecuentemente se presume que es plasmina,

La fragmentacidén es indeseable ya que provoca una dis-

minueidn de la cantidad de enticuerpos activos en solu-
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cidn. El procedimiento de este invento disminuye bronun-
ciadamente la agctividad proteolitica en ISG hasta nive-
les imposibles de ser detectados o como méximo a niveles
de vestigios. Otros experimentos han mostrado que la gam
ma-globulina quimicamente modifiecads tiene 0,004 unida-
des de casefna/ml (una medida de actividad proteolftics
no especifica) comparado con el material de partida que
contiene 0,03 unidades de casefna/ml. Por lo tanto, el
buevo procedimiento de este invento suprime la actividad
proteolitica en 1la gamme~-globulina, lo cual aumenta la es
tebilidad del producto.

Es sabido también que el calentamiento de
la ISG provocard aglomeracidn de moldculas pare formar
proteinas de peso molecular mayor y aumentard graendemen-
te la concentracidn anticomplemento, por ejemplo desde
16 hasta por encima de 500. El procedimiento de este in~-
vento elimina este actividead anticomplemento acrecenta-
da y lleva la setividad anticomplemento hasta aproxima~

damente valores hulog,

Adwinistracidn por via intravenosa,

La ISG modificada de este invento estd pro
yectada principalmente para administracidn por via in-
travenosa, Por lo tanto, las realizaciones preferidas de

este invento son composiciones farmacduticas que compren
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den une solucidén inyectable por via intravenosa de la
ISG modificada de este invento en un vehfculo farmacdu-
ticamente aceptable adaptado para administracién por
via intravenosa, La ISG modificada estd presente en es-
tas soluciones en cualquier concentracidn, apropiada
para inmediata administracidén I.V. o despuds de dilu-
cién a niveles aceptables, por ejemplo con solucién sa-
lina isotdnica, por ejemplo con solucién de proteine
aproximademente al 1-18%, preferiblemente aproximada-
mente al 1-15%, més preferiblemente aproximadamente al
10% para administracién inmediata y aproximedamente al
16% para dilucién antes de administracién. Estas solu-
ciones son estériles y estdn libres de materia en forma
de partfculas. Puede emplearse una varieded de disolven
tes orgdnicos para la proteina, por ejemplo agua, agua
tamponada, solucidn salida al 0,4%, glieina 0,3 molar,
etc. Pueden emplearse los vehfculos acuosos convencio-
nalmente empleados para ISG no modificada o paras sero-
globulina hiperinmune, excepto materiales que produci-
rian una reaccién desfavorable despuds de administracién
I.V. La ISG modificade puede ser administrads por via
intravenosa séla o en combinacién o en unién con otros
productos de la sangre, por ejemplo sangre entera, ples-
ma, fibrindgeno, factores de coagulacidn y albimina..

En su especto de método de uso, este in-
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vento se refiere a la administracidn por via intraveno-
sa, usualmente a seres humanos, de una composicidén far-
macéutica, tal como arriba se deseribe, que comprende la
nueva ISG modificada de este invento. Ia composicidn es
5 administrada de une manera convencional, por ejemplo en
una cantidad que proporciona cantidades terapéuticas ade
cuadas de anticuerpos. Para una solucidn al 16,5% de
protefna, aproximadamente 1-25 ml constituyen la dosis
individual acostumbrada., La administracién de dosifica-
10 ciones subsiguientes se realiza usualmente en el qspacio
de 24-72 horas, dependiendo de la gravedad de la enfer-
medad y del tiempo de exposicidn 2 la misma.
Sin ninguna aclaracién adicional,_se cree
que un experto en la materia, utilizendo la deseripcidn
15 que antecede, puede utilizar el presente invento en su
més plena extensién. Las siguientes realizaciones espe-
oificag preferidas han de ser consideradas, por lo tan-
to, como meramente ilustrativas.
Wateriales de partida para los siguientes
20 e jemplos del método.de modificacidn quimica fueron pre-

parados tal como se indica seguidamente:

vétodo,
(1) Pasta de Fracecién II de Cohn que con-

25 tiene aproximadamente 307 de gamme~globulina fue suspen-

3-3-73 - 38 -
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dida & -5°C en un tempdén de glicina-solucidén salina para
dar una solucidén que contenia aproximadamente 57 de gem-
ma~globulina, 2,25% de glicina y 0,45% de cloruro de so-
dio a un pH de aproximadamente 6,5.

(2) Pasta de Praccidn Liofilizada II, cuyo
contenido de proteina es de aproximadamente 100% de gemma
-globulina, fue disuelta a 252C en tampdn de 2,25% de gli
cina y 0,45% de solucidén salina, a pH 6,8, para dar una sQ
lucidn final que contenia aproximadamente 57 de proteina.

(3) Una solucidn al 16,5% de seroglobulina
inmune en tampdn de glicina-solucidn salina, comercialmen
te disponible, fue diluida con tampdn adicional para dar
una solucidén final que contenia aproximadamente 5% de pro
teina,

la pasta, el polvo o la solucidn de Fraceidn
II se obtuvieron mediante el fraccionamiento segin Cohn
de plasma almacenado procedente de donantes humanos norma
les, o & partir de plasma almacenado de donantes selec=-
cionados que tenian altas concentraciones de un anticuer-
po particular, por ejemplo anticuerpos para tétano, rabia
o anti{geno asociado con hepatitis.

La céncentracidn de proteina fue deterri-
nada por espectrofotometria utilizando un coeficiente de
extincidn especifico de

11

E1 cm

= 13,8 a 280 m/u.
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Ejemplo 1.
Una soluecidn que contenia 750 g de globu-

lina inmune para tétano, preparada de acuerdo con (1)
en 15 litros de tampén de glicina-solucidn salina, fue
calentada a 229C y el pH fue ajustado 2 8,2 mediante
la adicidén de 130 ml de NaOH 1 N. Se afiadié una solu-
cidén que contenia 3,47 g (0,0225 moles) de ditiotrei-
tol (DTT) en 23 ml de tampdn de glicina-solucidn selina
para dar una concentracidn de ditiotreitol de 0,0015 ™
en la mezcla de reaccidn. lLa solucidn fue agitada du-
rante 15 minutos y luego se afiadid una solucidn que
contenia 9,15 g (0,0494 moles) de yodoacetamida (IAM)
en 229 ml de tampén de glicina-solucidén salina, dando
una concentracidén de yodoacetamida 0,0033 ¥ en la mez-
cla de reaccidén. Bl pH de la solucidn fue mantenido en
8,1 a 8,2 durante las dos horas siguientes por adicidn
de la cantidad de NaOH 1 N necesaria., Iuego la mezcla
de reaccién fue ajusteda & un pH de 6,80 por adicidn
de 245 ml de HC1 1 N y fue enfriada a 5¢C, Ia soluecidn
fue tratada de las dos maneras siguientes:

(2) Una poreidn de 50 ml de la mezclae de
reaccidn fue dializada frente a varias cargas de tampdn
de 2,25% de glicina-0,45% de NaCl, pH 6,80. El produc-
to dializado fue concentrado por ultrafiltrmeidn hasta

un volumen de alrededor de 25 ml y fue filtrado de modo
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estéril a través de una membrana de 0,22 micras, Ia so~
lucidn eatéril es un producto apropiado para inyeceidn

intravenosa a seres humanos y contiene 8,6% de proteina
medido por espectrofotometria.

(b) E1 resto de la mezcla de reaccidn (15
litros) fue diluido con 19,2 litros de agua fria. Ia gam
me~-globuline modificada quimicemente fue recuperada des-
de esta solucidn por precipitacidn.a 02C con etanol frio
similar & las condiciones 9 del método de Cohn y la pas-
ta de gamma~globuline fue recogida por centrifugacidn,
Luego la pagta himeda fue lavade con dos porciones de 10
litros de tampén de glicina-solucidén salina que contenia
suficiente etanol para evitar disolucidn de la gamma-glo
bulina. Estos lavados eliminaron cualesquiera reaccionan
tes residuales atrepados en la gamma-globulina precipi-
tada, Iuego la pasta himeda fue liofilizada para dar 560
g de gemma-globulina seca quimicamente modificada. Se pre
perd una solucidén que contenia aproximadamente 10% de
protefne disolviendo 529 g del polvo en 4,5 litros de
tempén de 2,25 % de glicina - 0,45% de solucidn salins
de pH 6,8, Luego esta solueidn fue filtrada de modo esté-
ril para dar un producto apropiado para administracidn
intravenosa a seres humanos, Este solucién de la nueva
ISG modificada puede, por ejemplo, Ser cargada de modo

estéril en ampollas de 10 cm3 de una sola dosis que lue-
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go son cerradas herméticamente de una manera convencio-
nal con un tapdn de caucho cubierto.

La actividad anticomplemento fue medide
por un anélisis de dilucién normalizado. T{picemente,
0,2 ml de diluciones en serie de razdn doble de 1la sus-
tancia de ensayo fueron incubados durante 2 horas a 3ch
con dos unidades "completas" de complemento de cobaya
en 0,4 ml de solucién salina, (Una unided completa de
complemento es la cantidad que provocg una complete he-
mélisis de 0,4 ml de una suspensidn al 1% de eritrocitos
de cordero sensibilizado). Despuds se determind el com-
plemento residual por adicidn de 0,4 ml de una suspen-
sién al 1% de eritrocitos de cordero sensibilizado & in-
cubacidén durante 30 minutos adicionales a 352C. El grado
de hemdlisis fue estimado visualmenté ¥ la concentracidn
anticomplemento se tomé como la méxima dilucién de sus-
tancia de ensayo que did 21 menos 50% de hemdlisis.

_ El material de partida para el Ejemplo I
tenfa una concentracidn anticomplemento de 1:512 cuando
fue ensayado con 10% de protefna mediante este sistema
de andlisis, El producto modificedo quimicamente alsla-
do por el método (a) o por el método (b) tenfa una con-
centracidn anticomplemento de menos de 1¢1, por ejemplo,
no se observé hemélisis en la muestra no dilufda. El

producto quimicamente modificado de acuerdo con este
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invento no fija por lo tento sustancielmente nada de
complemento y, por lo tanto, estéd sustancialmente li-
bre de actividaed anticomplemento.

Se encontrd por andlisis de aminodcidos
que el producto del Ejemplo 1 (b) contenfa 7,7 grupos
~-5-CH,~CONH, por molécula de gamma-globuline modifice-
do. Este resultedo fue calculado a partir de un produc-
to hidrolizado con deido del producto utilizando un pe-
g0 molecular de 160,000 para le gamma-globulina y deter
minendo el ndmero de residucs de carboximetileisteina
por moléeula de gemme-globulina., El producto del Ejem-
plo 1 (b) fue analizado en cuanto & anticuerpos de té-
tano por la téonica de precipitacidn cuantitativa. Se
encontrd que un ml de una solucidn el 10% del producto
precipitaba 163 unidades If de toxoide de tétanos, mien
tras que un ml de une solucidn al 10% de la gemma-glo-
buline no modificada precipitaba 198 unidades Lf, Por
lo tanto habfa una retencidn de 82% de los anticuerpos
de té%teno precipitadores despuds de modificecién quimi-
ca.

La difusién en gel frente & toxoide de té-

tano y frente & antigeno de Streptococcus del Grupo A

mostrd sustanciaslmente el mismo contenido de anticuer-
pos peara el producto modificado quimicamente y para el

producto de partida no modificado.
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Bl peso molecular del componente princi-
pal en la seroglobulina immune no es afectado por el mé-
todo de modificacidén quimica. En la 2, el espectro de
filtracidn en gel sobre Bio-Gel 4-0,5 m del producto
del Ejemplo 1 (b) es comparado con el del material de
partida no modificado. Esta filtracidn en gel se llevd
a cabo en un tampdén "tris" a pH 8,0. Cuando la filtra-
cién en gel se lleva a cabo en 4cido acdtico 1 ¥, el
producto del Ejemplo 1 (b) muestra un méximo que con-
tiene aproximadamente 17% de la proteina total que te-
nfe un peso molecular correspondiente a cadenas ligeras
libres.

En una solucidn acuosa a2 pH 7, el produc-
to del Ejemplo 1 consistfa en 83,7% de 6,685, 14,5% de
9,73 8, ¥ 1,7% de 12,1S cuando fue aenalizado en la ul-
tracentrifuga, No se detectaron fragmentos que sedimen—

tasen a menos de 685.

EJEMPLO 2.

Una solucidn que contenfa 190 g de globu-
lina lnmune para téteno en 3,54 litros de tampén de
glicina-solucidén salina fue preparada de acuerdo con el
Método 2. La solucién fue calentada a 229C y el pH fue
ajustado a 8,35 por adicidn de 45 ml de NaOH 1 N. Esta
solucidn fue tratada con 1,38 g (0,0090 moles) de di-
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tiotreitol en 9 ml de tampdn de glieina~solueidn sali-
na y se dejé que la reduccidn se desarrollase durante
10 minutos., Iuego esta mezcls fue alcohilada por la adi-
cidén de 1,82 g (0,010 moles) de yodoacetamida en 45 ml
de tampdén de glicina~solucidn salina, Despuds de dos ho-
ras, el pH de la mezcla de reaccidn fue reducido a 6,75
por la adicién de 50 ml de HCl 1 N, Esta solucidén de
gamme~globuling reduecida y alcohilada fue tratada de una
manera similar a la deserita en el Ejemplo 1, método (Db).
Por lo tanto se obtuvieron de este manera 156 g de pol-
vo liofilizado, que fueron disueltos en tempdn de glici-
ne~solucidén salina y fueron filtrados de modo éstéril
pare dar una solucidn al 10% de proteina epropiadae para
inyeccidn por via intravenosa. Fl producto tenfa una con
centracién anticomplemento de 1:1, mientras que la del
naterial de partida no modificado era de 1:512, reali-
zéndose embos andlisis utilizando soluciones al 10% de
proteina, Despuds de almacenar durante 18 meses a 5¢C,
el producto quimicamente modificado tenfa una concentra-
cidén anticomplemento de 1:2, Cuando fue analizado de
nuevo & los 19 meses, la concentracidn era de 1:1.

El andlisis en cuanto a eminodcidos de la
ISG modificadae indied 6,7 residuos de -SCHZCONHQ por pe-
80 molecular de 160.000. Se obtuvieron espectros de fil-

tracidn en gel sustancialmente igueles a los del produc-
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to del Ejemplo 1. El producto quimicamente modificado se
dimenté en forme de 807 de 6,84 S, 17% de 9,86 5, y 3%
de 10-11 S en la ultracentrifuga.

La ISG modificada fue comparada con el ma-
terial de partida no modificado en cuanto a la capacidad
de conferir proteccidn pasiva a cobayas subsiguientemen-
te combatidas con 100 DIM de toxina de tétanos. Se obser
vé un punto final de proteccidn pasiva de 50% de %—$/4
dfas pare material de partida no modificedo y de 8-1/2
dfas para el producto quimicamente modificado. Los re=-
sultados estdn de acuerdo con el punto final inmunoldgi-
co aceptado de nueve dias para gamma-globulina humana en
cobayas.

La semi-vida "in vivo" de la ISG modifica-
da se determiné que era de 2,3 dfas en cobayas, compara-
do con 2,5 dfes para el material de partida no modifica-
do.

En pacientes agammaglobulinémicos, se en-
contrd que el tiempo medio de semi~vida de supervivencis
con plasma de la ISG modificada era de 22,4 dias, las

infusiones eran seguras y bien toleradas.

BEJWMPLO 3.
A 6 ml de una solucién al 17,3% de glohu-

lina inmune & la rabia en tampdn de glicina~solucidn sa~
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lina se afladieron 15 ml de tampdn de glicina-soluecidn
salina adieional parae dar una solucidn que contenia
5,04 % de proteina., Quince ml de esta solucién fueron
calentados a la temperatura ambiente y ajustados a pH
8,2 con NaOH 1 N, La solueidn fue ugiteds y tretada con
0,10 ml de una solucidn 0,225 M de ditiotreitol prepa-
rada en tampén de glicina=solucidn salins., Despuds de
10 minutos, se afladieron 0,20 ml de yodoecetamida 0,25
M en tampén de glioina-solucién saline. El pH, que habia
disminuido & 8,10, fue aumentado a 8,25 por adicidn de
NaOH 0,1 N, Despuds de dos horas, la mezcla de reaccidn
fue dializada frente & tampdn de glicine-solucidn sali-
na, pH 6,85, y fue filtrada de modo estédril & travéds de
un filtro de 0,22 mieras. La solucidén de globulina in=
mune & la rabia quimicemente modificade y estdril re-
sultante contenis 3,3% de protefna determinado por via
espectrofotométrica,

| Este producto fue ensayado por un andli-
sis de proteccidn "in vivo" de ratén que indicd uns con-
centracién numérica algo menor de anticuerpos protecto-
res contra el virus de la rabiaz (1:1100) que lg globuli-
ne inmune & la rabia no modificada (1:2000). Debido &
lag variaciones inherentes al método de biosnédlisis, es-
te diferencia no se considera que es importante, la at=

tividad anticomplemento (en solucidn al 5%) de la ISG
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modificada era negativa, comperado con una concentracidn

de 1:32 para le ISG de partida,

EJEMPLOS 4 a 7.

Sesente gramos de pasta de Fraceién IT fue

ron disueltos en un tampdn de glieina-solucidn salina

de acuerdo con el Wétodo 1 para dar 422 ml de solucidn
que contenfa 4,86% de protefna. Estae solucién fue ajus-
tede & pH 8,2 y dividida en porciones elfeuotas de 40 ml,
Cada muestra fue reducide con ditiotreitol (DTT) y alco-
hilada con yodoacetamida (IAM) tal como se indica en la
Tebla, Después de aleohilaeidn durante el tiempo indice~
do, cada muestra fue diamlizada frente 2 tempdn de glici-
na~solucidn salina hasta quedar libre de resccionantes

no protefnicos y de productos de reazceidn, Lus muesiras
fueron concentrades & aproximademente 10%4 de protefna por
ultrafiltracidén. Ia filtracidn estdril a travds de un
filtro estéril de 0,22 micras proporeciona una solucidn
estéril apropiada para administracién por vie intraveno-
se. (Muestras 4-7),

Cada une de las nuevas muestras fue anali-
zada en cuanto a antiouerpos para el antfgeno de Strepto-
coccus Grupo A, Las Muestres 2 a 8 contenfen sproximada-
mente la misma cantidad de anticuerpos que la Muestra nf-

mero 1 no trateda, mientres que el contenido de anticuer-
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pos de la Wuestra 9 fue reducido muy marcadamente & un
nivel imposible de ser detectado., Lasz enteriores mues-
tras fueron hidrolizaedas con 4eido y los productos hi-
drolizados fueron sometidos & andlisis de aminodeidos

5 pera determinar el nimero de grupos -S-CH,CONH, por mo-
lécule de gamma-globulina. La actividad anticomplemento
de las muestras fue determinada por el método deserito
en el Ejemplo 1., Los resultados del andlisis anticom-
plemento, de la actividad anticuerpos, y del andlisis

10 de aminodeidos estén resumidos en la Tabla,

15
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25
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Estos resultados indican que la reduccidn
con un nivel de 0,0015 M de ditiotreitol durante 10 mi~
nutos, seguida por aleohilacidn durante dos horas con
yodoacetamida 0,0033 M (Muestra 5) da un producto sustan
eialmente libre de actividad anticomplemento y que con-
tiene 5,4 £rupos -SCHQCONH2 por molécula de gamma-globu~
1lina, sin ninguna disminucién sparente del contenido de
anticuerpos. La reduccidén durante 60 minutos (Muestra 6)
o durante 5 minutos (Muestra 4) o la alcohilacidén durante
30 minutos en luger de durante 120 minutos (Muestrs 7)
dié productos esencialmente idénticos & la Muestra 5.
Sin embargo, la pérdide de actividad anticomplemento era
incompleta utilizando menores niveles de ditiotreitol
(Muestras 2 y 3). Aunque la eactividad anticomplemento
era baja en la Muestra 9 (reducida con alta concentra-
cién de DIT durante 60 minutos), la funcién de anticuer-

pos fue destruids,

EJEMPLO 8.

Une solucidén comercialmente asequible de
gamme-globulina que consistia en 16,5% de globulina in-
mune para el tétano fue reducida a la temperaturs sm-
biente con ditiotreitol (0,0075 M) durante una hore y
fue alcohileds con yodoscetamida (0,00825 M) durante dos

horas de la meénera descrita en el Ejemplo 1, El produc-
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to resultante fue dializado frente a diluyente de glici-
ne hasta quedar libre de la porcidn no proteinica del
producto de reaccidn, fue filtrada de modo estéril y
cargada de modo estéril en viales de 10 ml apropiados
para administracidén a seres humanos. Se observaron para
muestras testigo y modificadas qufmicamente respectiva~
mente valores de anticuerpos de tétano de 127 unidades
If y 110 unidades Lf, y valores de anélisis anticomple-
mento de 1:256 y 1:4. Este método tiene la ventaja de
que la globulina modificada se obtiene en la concentra-
cién final deseada de 16,5% y no precisa ser concentra-

da pare envasado final.

EJEMPLO 9,

Loz niveles de suero sangufneo de gamma-
-globulina de pacientes agammaglobulindmicos son aumen-
tados a 2l menos los niveles logrados por la administra-
cidn intramuscular de 10 ml de una solucién al 16,5% de
I3G no modificada, por la administracidn I.V. de 16,5
ml de une solucidn al 10% de la ISG modificada de los
Ejemplos 5 6 6 en glicine 0,3 M estéril, 0,45 % de NaCl.
Los tiempos de semi-vida son sustancialmente los mis-

mos.

EJENMPLO 10,
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Le administracién I.V. de 1 ml de una so-
lueidn al 16,5% de ISG hiperimmune (250 unidades de an-
ticuerpos de t€tano por ml de una solucién al 16,5%),
modificada de acuerdo con el Ejemplo 6, en glieina 0,3
™, 0,45% de NaCl, logras al menos el mismo efecto inmuno-
18gico que la administracidén I.M, de une dosis igual de
la ISG hiperinmune de partida ("Hyper-Tei:qa", Cutter
Laboratories, Ine.,, Berkeley, Cal.)

Los ejemplos precedentes pueden ser repe-
tidos con éxito similar sustituyendo los reaccionantes
y/o las condiciones de trabajo de este invento que se
deseriben gendrica o especificamente por las utilizadas

en los ejemplos precedentes,

La presente soliecitud, que corresponde a
la presentada en los Estados Unidos de América, el 13
de warzo de 1,972, bajo el N 234,006, se acoge a los
beneficios del artieculo 51 del vigente Estatuto sobre
Propiedad Industrial,

S
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~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invenecién propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta golicitud
de Patente de Invencién en Espaffa, por VEINTE afios,
son los que se recogen en las reivindicaciones siguien
teg:

8,~ Un procedimiento para la produccidn

de una seroglobulina inmune modificada administrable
por via intravenosa que tiene suétancialmente todos
los enlaces disulfuro intercadenas uniendo cadenas pe
sadas y cadenas ligeras y hasta un total de aproxima-
damente 4 enlaces disulfuro reemplazados por pares de
grupos -S—CH200NH2, permaneciendo las cadenas ligeras
unidas con las cadenas pesadas por asociacibn no cova
lenge, de manera que el peso molecular aparente en di
solventes no disociadores es sustancialmente el mismo
que el de la seroglobulina inmune no modificada, estan
do dicha seroglobulina inmune modificada sustancialmen
te libre de actividad anticomplemento tanto real como

latente y teniendo sustancialmente la semi-vida biolé-

- 54 -
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gica y la actividad anticuerpos de seroglobuline in-
mune no modificada, que comprende las etapas de: (a)
reducir a un pH débilmente alcalino desde 2 a aproxi
madamente 4 enlaces disulfuro de una solucién acuosa
5 de seroglobulina inmune no modificada con ditiotrei-
tol en una concentracién en la mezcla de reaccidn de
menos de aproximadamente 0,01 M y en una proporcidn
molar con regpecto a la proteina de aproximadamente
2,5 a 50; (b) alcohilar a un pH débilmente alcalino
10 una solucién acuosa de la seroglobulina inmune asi
reducida con al menos un equivalente molar, calcula
do con respecto al ditiotreitol, de yodoacetamida;
y (c) separar la seroglobulina inmune modificada re-
sultante de los productos de reaccidn no proteinicos
.15 y de los reaccionantes.

28,- Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacidén 18, en que la etapa de reduccidn se
1leva a cabo con una concentracibén de proteina de al
menos aproximadamente 1%.

20 38,- Un procedimiento de acuerdo con la rei
vindicacién 128, en gue la etapa de reduccidn se lle-
va a cabo con una proporcidn moclar de ditiotreitol a
proteina de aproximadamente 4-6.
48.~ Un procedimiento de acuerdo con la reil

25 vindicacién 12, en que en la etapa de reduccidn se pro
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duce un promedio de 4 a § grupos SH por moldcula.

58.~ Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacién 12, en que la etapa de reduccidn se
lleva a cabo a un pH de aproximadamente 8,0 a 8,6.

6.~ Un procedimiento de acuerdoc con la
reivindicacién 22, en que la etapa de reduccidn se
lleva a cabo con una proporcidn molar de ditiotreitol
a proteina de aproximadamente 5 y a un pH de aproxi-
madanente 8,0 a 8,6 y se produce un promedio de apro
ximadamente 5,5 a 8,2 grupos SH por moldécula.

g&.,- Un procedimiento de acuerdo con la

reivindicacidn 18, en que la etapa de alcohilacién
ge lleva a cabo con un exceso de al menos aproxima-—
demente 10% de equivalentes molares de yodoacetamida,
calculado con respecto al ditiobtreitol.

88.,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei
vindicacién 12, en que la etapa de alcohilacién se
lleva a cabo con un pH de aproximadamente 7,2 a 9,0.

98.—- Un procedimiento de acuerdo con la rei
vindicacién 62, en que la etapa de alcohilacidn se
lleva a cabo con un exceso de al menos aproximadamen-—
te 10% de equivalenteé molares de yodoacetamida, cal-
culado con respecto al ditiotreitol, y a un pH de apro
ximadamente 8,0 a 8,6.

102,~ Un procedimiento de acuerdo con la

- 56 ~
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reivindicacién 18, en que en la etapa de separacidn
la gseroglobulina inmune modificada es precipitada

con disolvente.

112 .~ Un procedimiento de acuerdo con la
5 reivindicacién 12, en que en la etapé de separacién
los productos de reaccidén no proteinicos y log reag
cionantes son eliminados por didlisis.
128,~ Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacién 12, en gue la seroglobulina inmune mQ
1C dificada es separada en forma de una solucidn, que
luego es concentrada a una concentracidn mds elevada.
138,~ Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacién 128, en que la solucién de la seroglo
bulina inmune modificada separada es concentrada por
15 ultrafiltracibn.
148 .- Un procedimiento para la produccidn
de una seroglobulina.
Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede, representado en los dibujos que se acom

20 pafian y con los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de cincuenta y ocho

hojas escritas a mdquina por una sola cara.
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