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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a una PATENTE DE INVENCION
por "Procedimiento para la obtencién de In-
munoélobu]_‘ina A humana con baja proporeian
de Inmnoglobulina G, a favor de Laborato-
rios Hubber, S.4., entidad espafiola, con
domicilio en Barcelona, calle Berlin, 38.
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Conforme se indica en el emmnciado, la presente invencion hace referen~
cia a un procedimiento para la obtencidn de Inmunoglobulina A humana con ba-
Ja proporcion de Inmmnoglobulina G, y mas concretamente a un procedimiento
que, eludiendo la dialisis, permite la preparacidon de Inmnoglobulina A,
substancia conocida tamtién como Igd, )4 Inmnoglobulina, /14 Globulina,

B 24 Globulina, B x Globulina.

La inmunoglobuline A es una proteina del plasma humano, para el aisla-
miento de la cual se han seguido diferentes caminos basados en la solubilidad
de Inminoglobulinas en presencia de iones zinc y electroforesis preparativa
o bien asocisndolo con cromatografia sobre diversas resinas, etc., usando en
algunos casos precipitacion con sulfato amonico. Tomando como partida la
Fraccion IIT de Cohn se han seguido otros métodos con sbsorcion scbre AlyOg
y diferentes pasos en los que se asocia uno o varios métodos de los anterior-
mente descritos. En estos métodos era necesario el manejo de grandes volume-
nes, tanto de partida como durante el proceso, y el uso de la dialisis.

la dificultad de preparacion y purificacion de dicha inmnoglobulina ra- -
dica principalmente en el bajo contenido de ésta en el plasms y el gran pare-
cido en propledades fisico-quimicas que tienen las tres principeles inmuno-
globulinas humanas (Igh, IgG e IgM).

El método que se ha seguido consiste basicamente en:

1. Elipinacion de la mayor parte de las proteinas no Igd, mediante dos etapas:
la.- Dispersion de la Fraccion ITI en un medio acuoso con pH apropiado y
con baja fuerza icnica,
28.~ Bliminacién de las protefnas no inminoglobulinas (y parte de la IgM)
basada en el cambio de la constante dieléctrica del medio con acido
caprﬂico y en las condiciones de pH y fuerza icnica apropiadas.
2. Bliminacion del resto de inmunoglobulinas mediante dos etapas:
I.- Eliminacion de la mayor parte de IgG mediante absorcion de las otras
inminoglohilinas sobre resina anionica (DEAE - celulosa) en condicio-
nes de pH y fuerza idnica detemminadas,

II.- Eliminacicn del resto de IgM mediante eliién de la resina en columna
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con tampon y en condiciones de trabajo: caudal, pH, apropiados y
recogiendo la fraccion deseada.

En el paso de la etapa 2a a II se precisa una disminucicn de la fuerza
idnica, por lo que se necesitarfa realizar una dislisis o sumentar el volu-
men, con las consignientes pérdidas de producto y tiempo en el proceso de
dialisis o gran dilucicn de la proteina y volumenes incamodos de manejar.

Para intemtar evitar los inconvenientes expuestos en el punto anterior,
se utilizo un metodo basado en las propiedades de absorcion selectiva de los
dextranos modificados, tipo Sephadm@'- Eligiendo el tipo de »‘.‘,epha.deu:R apro-
piado, se puede concentrar la disolucion sin perdida de las macromoleculas
y 8in cambiar el pH y fuerza ionica del medio.

Se eligio el Sephadea:a G-25 Coarse, por las siguientes razones:

18, El hinchado de este tipo de dextrano se realiza en forma rapida, con
la consiguiente ganancia de tiempo y evitacion de la posible desnaturali-
zacion de la proteina,

28, Es fdcil y cuantitativamente separable del concemtrado obtenido,

32, Es inscluble, por lo que no contamina el concentrado,

L&, Practicamente no absorbe proteins,

5%, De los diferentes tipos de Sephadex es el mas eccndmico,

6%, Es facilmente recuperahle para un muevo uso.

Después de lo que se ha expuesto hasta aqui, puede ya pasarse a una
referencia directa del procedimiento objeto de la actual invencidn, hacién-
dolo a traves de un ejemplo concreto, en las diversas fases y comdicionss
que lo afectan.

Se disgregan 300 gramos de Fraccion IIT, obtenida segin el procedi-
miento de Cohn, en 1,2 litros de agua destilada a una temperatura de unos 4<.

Se lleva la suspension & pH = 5,7 con NaOH 0,2N. *

Se enfrfa a 4® y se agita continuamente durante 2/ horas.

A la disolucidn sobrenadante se le afiade acetato sodico sélido hasta
obtener fuerza icnica I= 0,03. Se ajusta con dcido acético 1M hasta phe 4,8.

Ia disolucion se lleva a una temperatura de 202. Se afiade gota a gota Acido
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caprilico en la proporcicn de 2,5 gramos del mismo por gramo de proteina
presente. Se agita durante una hora manteniendo la misma temperatura.
Se centrifuga o deja reposar y filtrar por papel poco absorbente. Se
decanta. Al sobrenadante se aflade poco & poco y agitando suavemente,
400 gramos de Sephadext G-25 Coarse. Se contimia agitando durante 10
minutos, suavemente, pero en toda la mssa. Se filtra por filtro poco
absorbente. EL gel hinchado que gueda en el filiro, se lava con peque-
fias proporciones de agua destilada que se unen al filtrado. EL filtrado
se ajusta a pH= 5,7 con NaOH 0,05N. Se comprueba la conduct._ividad y se
afiade agua destilada hasta que se tenga una disolucion con fuerza idni-
ca equivalente a la de un tampon acetato-acético 0,015M, pH= 5,7 (con-
ductividad especifica apmmadamté igual a 1,08 103 mhos).

£ 12 dsclucién resultante se afiaden 20 gramos de resina tipo die-
tilamino-etil~celulosa, previamente equilibrada con tampon acetato/acético
0,015 pH= 5,7 y posteriormente escurrida. Se agita 30 minutos y se fil-
tra por papel poco absorbente. ILa resina que queda en el filtro se lava
repetidas veces con tampon acetato/acético 0,015M, pH= 5,7 hasta que no
se encuentran proteinas en el lavado, con lo que se habra eliminado la
mayor parte de IgG.

Ia pasta dé resina, bien escurrida, se afiade a una pequeiia cantidad
de tampdn acetato/acético 0,015M, pl= 5,7 se homogeniza bien y se introdu-
ce en columna (saperficie de la seceicn de la columna = 5,3 cm2). Se pasa
una pequefia cantidad del mismo tampdn anterjor hasta conseguir perfecta
estabilizacicn. Después, se eluye la resina con tampon acetato/acético
0,0M, pl= 5,7 ¥ a wn candal de unos 2-3 ml/minuto. Se recoge la primera
fraccion (unos 20-30 ml) que corresponde a la IgA.

Posteriormente, e8 necesaria una operacion de desalado valiendose de
resina Sephadex G-25, consiguiéndose uns disminucicn de la cantidad de sa-
les de 1/100 - 1/1000 de la concentracicn inicial.

En dicha éolucién se efectian amalisis inminoelectroforéticos frente

a antisuero humano total, Antisuero Anti IgA (cadena ), Antisuero Anti IgG
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(cadena ‘{') y Anti Ik (cadena /‘*), detectandose solamente IgA.

Se efectds cuantificacidn de inmunoglobulinas por inmnodifusicn
radial con placas preparadas, dando por resultado, en porcentaje sobre
las inmuinoglobulinas totales: Igh, 80/85%; IgG 10/15%; IgM no se detecta.

5. Esta solucién puede liofilizarse para su mejor conservacicn, y, ope-
randose estéril y apirogénicamente, emplearse para uso clinico.

No obstante lo hasta aqui expuesto, el actual procedimiento serd
variable em cuantas circunstancias no afecten o alteren su esencialidad,
que es la que se concreta en la reivindicacion que sigue.

10. NOTA.

Se declara de novedad ¥ propiedad, para Espafia y sus territorios,
las sigulentes

REIVINDICACIONES.

1. Procedimiento para la obtencion de Inmuoglobulina A umana con

15. bBaja proporcicn de Inmnoglobulina G, caracterizado por partir de una
masa de tres unidades de peso de Fraccion IIT obtenida segun el metodo
de Cohn, la cual masa se disgrega en agua destilada, ey una proporcion
de 0,4 litros por cada 100 gramos de Fraccion III, & unos 42, llevando-
se la suspensicn a pH igual & 5,7 con NeOH 0,2 N y enfridndose a 42,

20.  con agitacidn continua dirante unas veinticustro horas, con ulterior
centrifugacion a la misma temperatura, y afiadiéndose a la disolucidn
sobrenadante acetato sodico sélido hasta obtener fuersa ionica I= 0,03
ajustandose luego con acido acético 1M hasta pH= 4,8 llevdndose la di-
solucién a una temperatura de 209, afiadiendose gota a gota acido capri-

25.  lico en la proporcion de 2,5 gramos por gramo de proteina presente,
agitandose durante una hora a la misma temperatura, para lnego centri-
fugarse o dejarse reposar y filtrarse por papel poco absorbente, y de~
cantandose, y afiadiendose al sobrenadante, poco & poco y agitando sua~

] vemente, cuatro unidades de peso de Sephadex® G-25 Coarse, para conti-
30.  nuar sgitando durante unos diez minutos, suavemente pero en toda la ma-
/ sa, filtrdndose por filtro poco absorbente, resultando un gel hinchado



5e

10.

l5u

20.

25,

30,

6.

que permanece en el filtro y que se lava con pequefias porciocnes de
agua destilada, que se unen al filtrado, el cual es ajustado a pH
igual a 5,7 con NaOH 0,05) comprobéndose la conductividad y afadiendo
agua destilads hasta que se tenga una disolucion con fuerza ionica
equivalente a la de un tampdn acetato acético 0,015, pH= 5,7 (con-
ductividad especifica aproximadamente igual a 1,08 .10~3 mhos), y
afiadiendose a la disolucicn resultante dos décimos de unidad de peso
de resina tipo dietllamino-etil-celulosa, previamente equilibrada con
tampon acetato/aceético 0,015 pH= 5,7 y posteriormente escurrida,
agiténdose treinta minutos y filtrdndose por papel poco absorbente,
quedando en el filtro la resina que se lava repetidas veces cmn tampén
acetato/acético 0,015 pH= 5,7 hasta que no se encuentren proteinas
en el lavado, con lo que se habra eliminado la mayor parte de 1gG, y
afiadiéndose la pasta de resina, biem escurrida, a una pejuefia canti-
dad de tampon acetato/acético 0,015M, pH= 5,7 que se homogeniza bien
y se introduce en columna con superficie de seccion en 5,3 cm2, pa-
sindose une pequefia cantidad del mismo tampon anterior hasta conse-
guir perfecta estabilizacidn, para después eluirse la resina con tam-
pon acetato/acético 0,094, pH= 5,7 y a un caudal de unos 2~3 ml/minuto,
recogiéndose la primera fraccicn, que corresponde a la IgA, siendo ne-
cesaria una siguiete operacion de desalado por medio de resina Sepha-
dex G-25, para conseguir una disminucion en 1a cantidad de sales de
1/100 = 1/1000 de la concentmcion inicial, y realizindose en la so-
lucion analisis inminoelectroforéticos, para detectarse solo Igh, y
finalmente efectudndose cuantificacicn de inmnoglobulinas por inm-
nodifusion radial con placas preparadas, lo cual da por resultado IgA
80/85% e IghG 10/15%.

2. Procedimiento para la obtencidn de Inmunoglobulina A humans
con baja proporcion de Inmumoglobulina G.

Todo ello, tal y como se describe y reivindica en la presente

'/ memoria, que consta de siete hojas foliadas y mecanografiadas por
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una sola de sus caras.

Barcelona a tres de agosto de mil novecientos setenta y tres.

LABORATORIGS UIIBBEN, >. A,
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