P". 59.430 )

Hoe74/B8001

434100 26 FEB, 1975

para solicitar PATIENTE DI INVENCION por 20 axos

A nombre de HOECHST AXTIZIGESELLSCHARTD

entidad alemana

establecida en 6230 Frankfurt/imin 80, Repiblica Fede-
rel Alemaena

por: "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION O EL ENRIQUEZECI-
MIENTO DE LAS INWUNOGLOBULINAS IgG, IgA E Igh A
PARTIR DE SUZRO O DE PLASLAM
(Clase Internccional A61lk)

18.2.75 : -1-



10

15

20

25

La presente invencidn se refiere a un pro
cedimiento para lz obtencidn de inmanoglobulinas, en es-
pecial a un procedimiento para la obtencidn de concen-
trados de inmunoglobulinas que por una parte contienen
IgG ampliamente pura, por otra parte, junto a IgG, con-
tienen IgA o Igll fuertemente enriquecidas.

En la defensa inmunoldgica del cuerpo fren
te a microorganismos y & los productos del metabolismo de
éstos, las immunoglobulinas desempefian un papel importan-
te como anticuerpos humorales. Sin embargo, lzs inmuno-
globulinas no son homogéneas; se diferencian no sélo res-
pecto a su constitucidn quimica, a su peso moleculer y a
su presencia cuantitativa en el suero, sino también por-
que, por ejemplo, en la fraccidn designada como inmuno~
globulina A (IgA) se encuentran elevedas actividades co-
mo antlcuerpos contra determinados virus, por ejemplo con
tra la poliomielitis, el sarampidn y la gripe.

En la fraceidn de la clase I de inmunoglo-
bulinas (Igli) se encuentren predominantemente los anti~
ocuerpos frente a agentes patdgenos gramnegativos, por
ejemplo anticuerpos frente a Escherichia coli, Pseudomo~
nas aeruginosa (Bact. pyocyaneum), B. proteus, Haemoph.
Influenza, H. pertusis, Klebsiellas (Klebs. pneumoniae),
Salmonellas y Shigellas. Por lo general, los anticuerpos

frente a hidratos de carbono han de ser encontrados de
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preferencia como Igil, mientras que los antigenos protei—'
nicos inducen en lo esencial la formacidn de las inmuno-
globulinas de la clase G (IgG). De ello hay que deducir
que una inmunoterapia avancada de infecciones bacteria-
nas y virales requiere una sustitucidn especifica y una
utilizacion atinada de inmunoglobulinas de las clases que
tienen una importancia esencial para el cuadro de enfer-
medades,

Para la obtencidn de la inmunoglobulinas,
separadas por clases, ge dispone de dos procedimientos
conocidos; por una parte el procedimiento de precipita-
cién con etanol, debido a Cohn y Oncley, desarrollado pos
teriormente en la memoria de la patente de los Estados
Unidos 3.597.409; por otra perte, el método de Heide y
Heaupt, que utiliza la combinacidn de las etapas de preci-
pitacidén con derivados de acridina y con sulfato de amo~
nio. En especial el método mencionado en ultimo término
necesita ademds con frecuencia de etapas electroforéticas
y croustogrdfices para la separacidén y purificacidn pos—
terior de las fracciones emriguecidas de inmwmoglobulinas,
Por ello el método tiene muchas pérdidas y, en el caso de
su utilizacidn a escala técnica, conduce a resultados in-
satisfactorios,

Los preparedos comerciales de lnmunoglobu-
linas, producidos segin la situacidén actual de la téenica,
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contienen principalmente sélo IaG, poco de IgA y sdlo

vestigios de Igil.

Se ha encontrado ahora un procedinmiento
para la wreparacion de concentrados de inmunoglobulinas
separadas por clases, que contienen Igh, Ig e TgG en
elevada pureza y buen rendimiento. Por consiguiente,
es objeto de :& presente invencion un procedinmiento pa-
ra la obtencion de inmunozlobulinas o de concentrados de
inmuno;slobulinas, que por una parte contienen IsG sensi-
blenente pura, y por otra, junto a la IzG, contienen IgA
o Igil fuertemente enriquecidas. ELl procedimiento estd
caracterizado poruue:

a) a partir de suero o de plasma desfibrinado se preci-
pita, con un alcohol primario de caderna corta, una
fraccidn bruta de immmozlobulinas,

b) el precipitado de la etapa (a) se lleva 2 un estado
de solucién acuosa, y de ella se precipitan las euglo
bulinas por ajuste de una conductividad baja y de un
valor del pi débilmente dcido,

¢c) de la porcidn sobrenadante de la etapa (b) se separan
los fermentos proteoliticos por adsorcidén en un ad~-
sorbente mineral,

d) en la porcidén sobrenadante de la etapa (c) se adsor-
be la parte predominante de la IgH, junto a otras

proteinas, en un fosfato dificilmente soluble, y se
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separa el adsorbato,

e) del adsorbato de la etapa (d) se desorbe una fraccidn
que contiene Igd, y la Igd se enriguece por precipita
cion con un alcohol primario de cadena corta,

f) el precipitado de la etapd (e) se lleva al estado de
solucidn acuosa, Se mezcla con hidrdxido de eluminio
para la eliminacidn de impurezas, y se separa de nue-
vo aquél,

g) de la porcidn sobrenadante de la etapa (d), liberada
de Igl por adsorcidn, se precipiten las IgG y la IgA
con un alcohol primario de cadena corta, y

h) en el caso de que se desee, para la separacion de la
IsG vy de la IgA, la Igh se adsorbe selectivanmente en
hidrdxido de aluminio.

Objeto de la presente invencidn son ade-
mde los concentrados de immunoglobulinas enriquecidos
en lo que se refiere 2 IgzA, Izli e IgG, preparados segun
el procedimiento, su utilizacidn como agente terapéutico
y como reactivos para diagnosis, asi como preparados que
contienen les inrunoglobulinas nmencionadas.

Ia elininacidn del fibrindgeno del plasma
que sirve como material de partide se realize de modo en
af conocido, ventajosanente por precipitaecidén con un al-
cohol inferior o también por recalcificacidn o por crio-

precipitacidn,



10

15

20

25

Ie separacidn de las fraccionés brutas de
inmunoglobulinag en la etapa (a) se realiza de preferencia
por medio de etanol con wia concentracidén entre 18 y 35%
de preferencia de 25)/, en un intervalo de pH de 5, 6 a
8, 5, de preferencia a 7,7, & una temperatura de 0 a -102C,
de preferencia ~5¢C. In luger de etanol puede ser emplea
do aqui, como también en las siiulentes etapas del proce-
dimiento, cualquier otro alcohol alifédtico primario de
cadena corta, sieupre que sea suflicientemente miscible
con agua, por ejemplo metanol, Sin enbargo se prefiere
el etanol a causa de su compatibilidad fisioldgica.

Correspondiendo a la etapa (b), el preci-
pitado de la etapa (a) se lleva al estado de solucidn acuo
sa en una cantidad de 5 a 50 veces, ventajosamente en una
cantidad de 20 vecas,'el peso del precipitado, de prefe-~
rencia de agua destilada. Al agua pueden ser ajiadidos,
si asi se desea, aditivos adecuados tales como aminodci-
dos, de preferencia glicina, en pequeila concentracidn.
Acto seguido se ajusta la conductividad por adicidn de una
sal, ventajosamente cloruro dé sodio, a 5,0 x 102 hasta
8,0 x 103/uS (S = siemen). Por acidificacidn a pH de 4,5
a 6, de preferencia a pH 5, 1, se separan por precipita-
cidn las euglobulinas en el intervalo de temperaturas de
0 a & 20¢C, de preferencia a + 52C,

Para la absorcidn de proteinasas, en espe-
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cial de plasmind:;eno, a la porcidn sobrenadante de la eta
pa (b), liberado de euglobulinas, se le aliade un adsor-
bente mincral, de nmodo especialuente ventajoso silicatos,
por ¢jemplo caolin o la atapulzita obtenible en el comer-—
cio y designada con el nombre’fharmasorb ~ Regular, en
una cantidad de 0,3 a 1%, de preferencia 0,7 ¢ (peso:
volumen), con una conductividad de 5,0 x 102 a 1,0 x lO4
/uS, de preferencia de 6,0 x lO3 /uS, a un velor de pH de
4,5 a 6,5, de preferencia a pi 5,5, ¥y se deja actuar du-
rante 30 minutos a 3 horas.

, Después de separacidén del adsorbente por
centrifugacidn o por filtracidn, al producto decantado
se le afiade una sal de cslcio soluble en agua y un fosfa-
to soluble en agua, debi.ndo estar presente la sal de cal
cio en exceso con respecto al fosato, de prefercncia en
un exceso molar de tres veces. Se utilizan ventajosamen
te fosfato secundario de sodio y acetsto de caleio. Ia
concentracidn de la sal de calcio debe ser aproximadamen-—
te 0,025 a O,1 molar, ventajosamente 0,07 molzr. A conti-
nvuacion se ajusta el valor del pi de 5,5 a §,5, de prefe-
rencia a 7,9, con lo que el fosfato de calecio que se for-
ma adsorbe la Igii.

La fraceidn adsorbida que contiene I,

después de separacidén del fosfzto de caleio por centrifuzg

cidn o por filtrazcidn, se cluye por tratamiento con 5 a 10
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veces su volumen de una solucidn acuosa de una sal, ven
ta josamente una solucidn de cloruro de sodio, ajustada
a un pH de 4,0 a 8,0 de preferencia a pH 5,0, cuya con-
centracidén es de 0,8 a 4 %, o con una solucidn de un ami
nodacido, ventajosamente una solucidén de glicina, cuya
concentracidn es de 1 a 8 %, o con una solucidén acuosa
de un agente formador de complejos con calcio, ventajo-
samente con sales de metales alcalinos del dcido etilen-
~-diamino-tetraacético en una concentracidon de 2 a 7 %,
de preferencia de 4,5 %, o con una combinacién adecuada
de sal, aminodcido y agente formador de complejos.

Del eluato que contiene IgM, se precipita la
IgM después de ajustar el valor del pH a pH de 5,0 a 8,0, de
preferencia a pH 7, por adicidn de un alcobol primario de
cadena corta, ventajosamente por adicidén de etanol, hasta
una concentracidén de aproximadamente 20 a 25 %.

El precipitado de la etapa (e), separado
por centrifugacidn o por filtracidn, se disuelve de nue-
vo en la menor cantidad posible de una solucidn acuosa
diluida de sal, de preferencia una solucidén de cloruro
de sodio gl 0,3 -~ 0,75 %, se ajusta el valor del pH de
4,5 a 5,5, y se ajusta la conductividad por adicién de
una sal, de preferencia cloruro de sodio (sal comin),

a algo mds de 1 x 10t /uS. A continuacidn, las impure-
zas de la fraceidn enriquecida con IgM se adsorben por
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adicidn de 0,1 a 0,3 % Ge un gel de Al (OH)3 (calculado
como A1203) v con ello, des.ués de la separacidn del ad

sorbente, se obtiene con vuen rendimiento una solucidn
gue contiene Igll

De la porcidn sobrenadante de la adsorcidn
con fosfato de calcio de la etapa (d) se precipitan la
I2G y la IgA con un alcohol primario de cadena corta,
ventajosamente con etanol, en una concentracidn de 20 a
40 ¢, de preferencia de 25 ¢, a pH de 6,5 a £,0, de pre~
ferencia de 6,8, entre O y -102C, de preferencia a -52C.

Ia separacién de IzG y de IgA, después de
la disolucidn del precipitado obtenido con etanol, en
agua o en una solucidn dilufda de sal en una cantidad tal
que la concentracidn de proteinas de la solucidn sea de
aproximadamente 1 %, se realiza a pH 4,5 a 5,5, de pre-—
ferencia a pH 5,0, y con una conductividad algo mayor de
1x lO4 /us, por adicidn de 0,05 a 0,2 %, de preferencia
de 0,1 % de un zel de Al (OH)3 (calculado como A1203).
En estas condiciones la IzA se adsorbe, mientras que la
IgG permanece en la porcidn sobrenadante. Ia-TgA contenida
en el adsorbato, después de separacidén de un modo en si
conocido, se desorbe ventajosamente con una solucidn 1/3
i de fosfato secundario de sodio.

Ia IgA y la IsG pueden ser también separa-

das una de otra de modo conocido por procedimientos de

-9 -
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precipitacidén, por cromatografia o por electroforesis
de zonas,

Cuando esto parece deseable y necesario,
las pastas de inmunoglobulinas IgA e TaG, obtenidas por
precipitacidn con alecohol en la etapa (g), pueden ser
liberadas del alcohol por liofilizacidn. Ia eliminmcidn
del agente precipitante de las inmunoglobulinas puede
realizarse también por filtracidn a través de gel o por
didlisis de la solucidn de inmunoglobulinas.

Si asi se desea, a los productos finales
se les puede afladir un agente bacteriostdtico. Ia IgA y
la IgG pueden ser conservadas en estado desecado por con
gelacidn y ser disueltas de nuevo del modo conocido para
inmuoglobulinas, por ejemplo en solucidn de cloruro de
sodio al 0,3 por ciento o en solucidn de glicina al 2,25
por clento.

La pureza y el rendimiento de las inmuno-
globulinas se determina con la técnica de inmunodifusién
radial segin Becker, Rapp, Schwick y Stdriko, Z. Klin.
Chem, §, 113 (1968).

Los preparados de Igll, IgA e IgG, produ-
cidos segin la invencidn, son inmunoglobulinas con una
pureza de 95%, sezin los criterios de la electrofeoresis,

Segin la presente invencidn se obtiene un

preparado nativo de Tgll con una pureza que consiste en

- 10 -
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hasta 70 % de Igil y un contenido restante principalmen-
te de IgG ¥y pequelias cantidades de IgA. El rendimiento
es de hasta 30 ¢ del contenido originel de Igi en el
plasma, A causa de la elevada viscosidad de las solu-
ciones de Igll obtenidas segﬁﬁ-el procediniento, se re-
comienda, antes de la utilizacidn posterior, una dilu-
cidn con una solucidn acuosa de una proteina de plasma,
ée preferencia con una solucidn de inmuoglobulina que
contiene IgG, a un contenido de aproximadamente 20 ¢ de
Igil referido al contenido total de proteinas. ILa mezcla
de IgG y de IgA obtenida antes de la Ultima etapa de se
paracidn (final de la etapa (g)) se compone de aproxima-
damente 85% de IgG y 154% de IgA. IEn tal caso se recupe-
ran la IgA con un rendimiento de 60%, ¥y la IgG con un
rendimiento de 90¢6 -referidos a las cantidades de inmm-
noglobulina contenidas en el plasma de partida.

La separacion de IgG y de IgA segun la in-~

vencidn proporciona concentrados que, por una parte con-

tienen aproximadamente 40-505 de IgA con el contenido res

tante de Ig®¥, y por otra parte contienen una IgG prdcti-~
cauente pura. La separacion de IgG y de IgA por procedi-
mientos conocidos para la obtencidn de la IgA, por ejem-

plo por la electroforesis de zonas, exencialmente mds cos

tosa, no proporciona una separacidén mds amplia que el pro

cedimiento segin la invencidn.

- 11 -
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Estos productos finales del procedimiento
se presentan exentos de pirdgenos y, en el caso de la
utilizacidn de plasma que contiene antigeno Australia,
también exentos del antigeno Australia rcconocible en la
electroforesis de supermigracién.

Junto a los raszgos esenciales mostrados
del procedimiento, el experto estd libre para introducir
diferentes variaciones. En especial no es indispensable
mente necesario preparar segun el presente procedimiento
todas las inmunozlobulinas IgA, Igl e IgG a obtener se-
gun la invencidén. Por ejemplo, puede ser aislada por es
te procedimiento sdélo Igil, pero la separacidén de las de-
nds inmunoglobulinas se podriz realizar por otros métodos,
en especial si se estd dispuesto a aceptar pérdidas de
rendiniento en interés de un tratamiento simplificad.
Para la obtencidn de la Igil con buen rendimiento, en lu-
gar de la propuesta adsorcidn de las impurezas medianté
gel de Al (OH)B’ se puede utilizar también, por ejemplo,
una precipitacidn, a roalizar en el mismo nedio, con un
aleohol inferior, ventajosamente etanol, en una concen—
tracidn de 10-20%, ventajosamente de 154, de 0 & -=~102C,
venta josamente a =52C.

La desorcidn selectiva puede realizarse,
ﬁor una parte, por elevacidn de la conductividad de la

solucidn de elucidn, por otra por una formacidn parcial

- 12 =
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de complejo de la solucidn de elucidn con el adsorbvente,
0 por una combinacidn adecuada y conveniente de ambos pro
cedimiento.

La presente invencidén utiliza con ventaja
agentes no téxicos o fisioldégicamente bien tolerables.

Asi se utiliza ventajosamente el etanol en lugar del me-
tanol, puesto que el dltimo, como es sabido, es tdéxico.
Sin embargo, las precipitaciones para el enriquecimiento
pueden llevarse a cabo tanto con etanol como con metanol
0 con lisopropanol. Puesto que el cloruro de sodio se uti
liza desde hace decenios como componente de las solucio-
nes para infusidn, se usa de preferencia el cloruro de
sodio para la elevacidn de la conductividad de las solu-
ciones. Sin embargo, el experto estd libre de elegir ra
ra este fin otra sal soluble en agua.

Como material de partida sirve ventajosa-
mente plasma humano recién obtenido, estabilizado con decido
citrico y glucosa (ACD) o con dcido citrico, glucosa y fos
fato (CPD), que contiene las inmunoglobulinas en una distri
bucidn normal. Sin embargo, se puede utilizer también plas
ma inmune, es decir plasma de donantes a los que, para la
consecucidn de uns elevada concentracidn de anticuerpos,
se hablan administrado determinados antigenos. Ademds,
del plasme recientemente obtenido se puede usar también
plasme congelado. Por la ventaja especial del procedimien—

—13-
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to segin la invencidn, de gue los productos finales son
obtenidos exentos de pirdgencs, puede ser también emplea
do como materiales de partida un plasma ya contaninado
microbianamente y sobreenvejecido. o son necesarios
aditivos antibacterianos en la etapa de tratamiento. Si
antes de la utilizacidn del procedimiento son procuradas
condiciones adecuadas del medio, se pueden también some-
ter al procedimicvnto concentrados brutos de inmunoglobu~
lines, obtenidos de otro modo. El suero es también uti-
lizable como material de partida si, por ejemplo por adi
cidn de sal, se ha producido una isotonfa correspondien-
te a 1a de un plasma. Debido a otra ventaja del proce~
dimiento segin la invencidn, de que los productos fina-
les son negativos en la electroforesis de supermigracidn
para el reconocimiento de antigenos Australia, se puede
utilizar también en el procedimiento un plasma de partida
que contiene antigeno Australia,

Los productos finasles del procedimiento
son muy bien adecuados para la adwinistracidén clinica a se
res humanos, como agentes profildcticos de inmunizacidn
y agentes terapéuticos de inmunizascidn especificos. En
especial los preparados son usados, por ejemplo, pars la
sustitucidn profildctica en casos de carencia o disminu~
cidn de Igll, o de Ighl + IgG, o de IgA, incluido el sin-

drome transitorio de carencia de anticuerpos en los nifios
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prematuros y en los nifios lactantes de poca edad, en el
caso de infecciones congestionadas en especial por agen-
tes patdgenos gramnezativos, la IgA en especial en algu-
nas enfermedades pulmonares en las que se habia observa-
do una reduccidn del nivel de Tgh, adenmds para la tera-
pia de enfermedades bacterianas graves que son provocadas
por agentes patdgenos gramnegativos tales como E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, H. influenzae y pertussis, B. pro-
teus, Klebsiellas, Salnonellas y Shiegellas,

Para la profilaxia se rccomienda con fre-
cuencia la administracidn de 4~8 mg de las inmunoglobuli-
nas Igh e Igy > 32 ng de IgG por kg de peso corporal,
En este caso se deberd repetir la administracidn con la
misma dosis al cabo de 10-14 dias, y despuds repetirla a
intervalos de 4 semanas cada vez.

Para la terapia se adiministran ventajosa-
mente, segun el cuadro clinico, 10-20 mg de las inmuno-
globulinas IzA e Igil y :> 60 mg de IgG por kg de peso
corporal. Se aconseja la repeticidn de la inyeccidn con
un intervalo de unz semana cada vez hasta el éxito clini
camcnte apreciable, cs decir, hasta la superacidén de la
infeccidn.

- Las inmunoglobulinas obtenidas segun la
invencidn se administran de preferencia por via intramus-

cular. Son bien toleradas ineluso después de una adminig

- 15 -
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tracidn repetida.

E1l procedimiento reivindicado proporciona
las inmunozlobulinas exentas del antigeno Australia, que
podria ser reconocido en la electroforesis de supermigra
cidn. Puesto que un preparad6 exento el entigeno Austra
lia puede ser también considerado como exento del virus
de la hepatitis, en ello hay qgue ver un avance fundamen-
tal en la terapia por inmunozlobulinas,

Otro campo de utilizacidn del producto se—
gin la invencidn estd en el sector del diagndstico elini-
co. ILas sustancias son adecuadas en especial como prepa-
radespatrdén para la determinacidn de las inmunoslobuli-
nas IgA, IzG e Igll. Ias inmunoglobulinas son utilizables
para la preparacién de antisueros dirigidos contra ellas,
que pueden ser utilizados para el reconocimiento y para
la determinacidn de las inmunogzlobulinas en el diagnds-
tico,

Ia invencidn se explica por el ejemplo men

cionado a continuacion.

Ejemplo

20 litros de plesma nmixto humano, de pH 7,6, se mezclan

a =22C con 1,82 litros de etanol (al 96:') y se centrifu-
gan a -22C pera la separacion del fibrindgeno precipitado.

La porcidn sobrenadante se mezcla de nuevo con 5,15 litros

-16 -
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de etanol (al 96i.) a -5¢C y el precipitado se separa a
-52C en una centrifuga.

la pasta obtenida como residuo se disuelve en 18 litros
de ura solucidn acuosa al 1 por ciento de glicina y,
después de ajustar la conductividad a 1 x 103 /uS con
solucidn saturada de cloruro sddico, se ajusta a pH 5,1
por adicidn de 86 ml de HC1 1N.

El precipitado que aparece después de ello se separa por
centrifuzacidn. '
La poreidn sobrenadante se lleva & una conductividad

de 6,0 x lo3 uS con solucidn saturada de cloruro de so-
dio y se mezcla con 131 g de Pharmesorb (Chemie-Minera-
lien~Bremen)., El valor del pH se regula después a pH
5,5 con HC1 1N y se separa el adsorbente por filtra-
cidn,

Al producto filtrado, que asciende & 22 litros, se afia-
den, con azitacidn, 1640 ml de solucidn 1 molar de ace
tato de calcio y 1640 ml de solucidn 1/3 molar de hidré-
geno fosfato disddico. 11 velor dsl pH se ajusta con
NaOH2N a pH 7,9 y después el conjunto se deja reposar
duraﬁte 12 horas. Despuéo se obtiene el adsorbente por
centrifugacidn. Ia porcidon sobrenadante contiene IgG e
TgA. Su tratamiento se describe mds abajo.

El precipitado de fosfato de calecio obtenido se suspende

en 3,7 litros de una solucidén de cloruro de sodio al

- 17 -
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0,85 por ciento ¥y se mezcla con la sal disddica de dei-~
do etilen~diamino-tetraacético hasta una cencentracidn
final de 4,5 %. Con lejia de sosa 2N se mantiene el va
lor del pH en 5,0. La temperatura es de + 52C. Despucs
de 24 horas, el residuo de fosfato de calcio gque queda,
se separa por centrifuzacidn y se desecha.

La poreidn sobrenadante se enfria a -52C y se ajusta el
valor del pH a 7,0 por adicidén de NaOH 2N y sal disddica
de dcido etilendiaminotetraacético al 2%., La solucidn
transparente asi obtenida (4,15 litros) se memcla con
1460 ml de. etanol (al 96#), lo uue corresponde a un 25 %,
y se deja reposar durante 2 horas.

Acto seguido se obtiene el precipitado por centrifugaf
cidn y se disuelve en una solucidn acuosa de cloruro de
sodio al 0,3 % y de glicinz al 1 %, tomdndose una canti
dad tal de solucidn acuosa que el contenido de proteinas
sea de 1%. Ia conductividad se lleva, por dilucidn, a
1,5 x 104 /uS y el valor del pH a 4,8. 4 592C se afiaden
después 146 ml, correspondiecntes a un 10 ¢ (volumen: volu-
men) de una suspensidn de un gel de Al (OH)3 (contenido

: 2 % calculado como A1203). Al cabo de 1 hora se sepa-
ra el Al(OH)3 por centrifusmcidn de la solucidn de Igile
Antes de su utilizacidn, la solucidén obtenida puede ser
dializada por procedimientos habituales y/o puede ser con

centrada a un contenido de proteinas de 10 %, por ejemplo,

- 18 -
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por medio de un ultrafiltro., Pera la adasinistracidn por
via parenteral, el concentrado del Igzll se ajusta a un
contenido de 20 & de Iglly 80 ¢ de IsG y, después de com
pletar el contenido de sales a 0,3 ¢ de NaCl (peso : vo-
lumen) y 2,25 % de glicina (peso : volumen), se filtra
asépticamente (hasta quedar libre de bacterias).

Una variante especialmente ventajosa del procedimiento
para la obtencidn de Igl pura se pucde intercalar en la
dltima etapa de la obtencidn de esta protefna, llevando a
cabo, en lugar de la adsorcidén de las impurezas por me-
dio de Al(OH)3, una nueva precipitacidén con etanol. Para
ello, en lugar de la adicidn del Al(OH)3 a la solucidn
ajustada al 1% de proteinas, a pH 7,0 y con una conduc-
tividad algo superior a2 1 x lO4 /us,se afinde etanol has
ta una concentracidn de 15 %, a una tenperatura de -52C,
El precipitado que se produce de este modo contiene Iglhl
con alta pureza y puede ser tratado posteriormente como
se ha descrito antes.

Las inmunogzlobulinas IgG e IgA son precipitadas de la por
c¢idn sobrenadante de la adsorcidén con fosfato de caleio,
cuyo volumen es de 25'litros, después de ajuste del ve-
lor del pH a 6,8 con HCL 1N, por adicidn de 9000 ml de
etanol (al 96%) a -58C. Ia wmasta obtenida por centrifu-
gacidn se libera del agente precipitante por desecacidn
por congelaéién. Cuando esto cs deseable o necesario,

- 19 -
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las inmuoglobulinas IgA e IgG gue estén presentes con~
juntamente aqui, pueden ser utilizadas después de diso-
lueidn en disolventes adecuados y de una filtracidn asép
tica, sin mds tratanientos, como azsnte terapéutico o
profildctico.

Sin embargo, la Igh y la IgG pueden ser también separa-
das, ventajosamente por adsorcidén y desorcidn especifica
de la IgA desde la IgG que permanece en solucidn. Para
ello, 360 g de la pasta obtenida por centrifugacidn, aun
humedecida con alcohol, sc disuelven con 14 litros de um
solucidén de cloruro de sodio al 0,3 %, a + 52C. El con~
tenido de proteinas es de 1%, el valor del pH se ajusta

a pH 5 por adicidn de 30 ml de HC1 1N y la conductividad
se ajusta a 1,5 x 10* /us por adicidn de 345 ml de una
solucidn saturada de cloruro de sodio. 4 los 14,4 litros
de solucidn asi obtenida, que contiene IzA ¥y IgG, se aiia
den con agitacidn, & 52C, 720 ml de un gel de Al(OH)3 al
2% y la suspensidén se ayita durante 1 hora, Después se
separa el adsorbente Al(OH)3 por centrifugacidn a 52C.
Para la desorcidn de la fraccidn enriquecida con IgA des-—
de el adsorbente Al(OH)B, el precipitado de Al(OH)3 se
agita dos veces 2 tempeoratura awbliente, durante una hora
cada vez, con 1,0 litros dc una solucidn 1/3 H de fosfa-

t0 de sodio secundario, y & continuacidn se centrifuga

para la obtercidn de las porciones sobrenadantes. Ias
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porciones sobrenadantes reunidas (3600 l) se mezclan a
-52C con 1640 ml de etenol. Con ello se obtiene en el
precipitado la fraccidn eunriyuscida con IgA. Despuds

de separecidn del precipitado y de su redisolucidn en
azua destilada, se desaeliniza la proteins por métodos co
nocidos y se concentra, por ejeaplo, con ayuda de un ul-
trafiltro. In luzar de etanol se puede ubtilizar para la
precipitacién taubién, por ejeuplo, una solucidn satura-—
da de sulfato de amonio, gue en el caso dc las proporcio
nes en volumen antes nencionadas, es cayaz de precipitar
dptimamente la fraccidn proteinica que contiene la IgA
después de adicidn de 1940 ml. En amnbos casos la pro-
porcidn de IgA es de aproximadamente 43%, y la de IzG cs
de aproximadaumente 57% de la cantidad presente de protei
na.

Para la obtencidn de la IzG a partir de la porcidn sobre-
nadante de la adsorcidn con Al(OH)3, de la gue se habian
obtenido 14,6 lisros en la cenwvrifusacidn, se lleva a
cabo ventajosaumente una precipitecidn con etanol. Para
ello, la solucidn de IsG se mezela con &gitucidén, con le-
jia de sosa 2I7 hasta un valor del pH de 6,8 y 2 continua
cidén se enfrie a 02¢. Durante un nuevo cnirianiento de
la solucidn 2 ~5¢C se aiaden con agitacion 5200 nl de ota
nol al 96%. Il pr.cipitado gue se forma se separa por

centrifuzacidn y se liofiliza. E1 producto obtenido es

- 21 -
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IgG ampliamente pura.
Andlogemente se obtienen buenos resultados si la IgA y
la IgG se separan una de otra por electroforesis de zo-
nes y precipitacidn con Znso4, correspondiendo a Progr.
Immunobiol. Standard Vol. 4 pdzinas 86-91 (Karger, Basi
lea/tunich/Nueva York 1970) y se emplean por separado
correspondiendo a los requisitos especificos de la tera
pia.

La presente solicitud que corresponde a
la presentada en Repﬁblica Federal Alemana, con fecha 30
de Enero de 1.974, bajo el ndmero P 24 04 265.7, se aco-
ge a los beneficios del Articulo 51 del vigente Estatuto
sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

e o e o e st e s i g e S o it
p—t=rt =t e e

Los puntos de inveneién propia y nueva,
que se presentan para gque scan objuto de esta solicitud
de Patente de Invencidn en Espaila, por VEINIE ailos, son
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

'18,~ Procedimiento para la obtencidn o

- 22 -
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el enriquecimiento de las inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM
(IgG, IgA, IgM, inmunoglobulinas de las clases G, A ¥y M
respectivamente), a partir de suero o de plasma, carac-
terizado porque a) a partir de suero o de plasma desfi-
brinado se precipita, con un alcohol primario de cadena
corta, una fraccidn bruta de inmunoglobulinas, b) el
precipitado de la etapa (a) se lleva a un estado de so-
lucidn acuosa, y de ella se precipitan las euglobuli-~
nas por ajuste de una conductividad baja y de un valor
de pH débilmente decido, ¢) de la porcidn sobrenadante

de 1la etapa (b) se separan los fermentos proteoliticos
por adsoreidén en un adsorbente mineral, d) en la porcidn
sobrenadante de la etapa (c) se adsorbe la parte predo-—
minante de la IgM, junto a otras proteinas, en un fos-
fato dificilmente soluble, y se separa el adsorbato,

e) del adsorbato de la etapas (d) se desorbe una fraceidn,
que contiene IgM, y la IgM se enriquece por precipilta-
¢idn con un alcohol primario de cadena corta, £) el pre-
cipitado de la etapa (e) se lleva al estado de solucidn
acuosa, se mezcla con hidrdéxido de aluminio para la eli-
minacién de impurezas, y se separa de nuevo aquél, g) de
la porcidn sobrenadante de la etapa (d), liberada de IgM
por adsorcidn, se precipitan la IgG y la IgA con un ale
cohol primario de cadena corta, y h) en el caso de que -
se desee, para la separacion de la IgG y de la IghA, la
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TIgA se adsorbe selectivamente con hidrdxido de aluminio.

28,- Procediniento serun la reivindica-
cidn 12, caracterizado porgue la separzcidn de la frac—
cidn bruta de inmunozlobulinas por medio de etanol en la
etapa (a) se lleva a cabo con una concentracidn entre'
18 y 35 %, en un intervalo de pH de 5,6 a 8,5, a una tem
peratura de 0 a -109C.

38,~ Procedimiento semin la reivindica-
cidn 12, caracterizado porque en la etapa (b), las eu-
globulinas de 12 solucidn acuosa de la fraccidn de inmu~
noglobulinas son separadas por precipitacidén con una con
ductividad de 5,0 x 102 hasta 8,0 x lO3 /uS (S=Siemen),
por acidificacidn a pH 4,5 a 6, en el intervalo de tempe
ratura desde 0 hasta +20¢C.

i

48 ,~ Procedimiento segin la reivindica-
cidn 18, caracterizado porgyue a la porcidn sobrenadante,
libre de euglobulinas, de 1a etapa (b) se le aflade un ad
sorbente mineral, en una cantidzd do 0,3 a 1 % (pesoivo-
lumen), con wna conductividad de 5,0 x lO2 hasta 1,0 x
104 /us, y a un valor de pH de 4,5 hasta 6,5.

8, Procedimiento segun la reivindica-
cidn 18, caracterizado porque en la etspa (c¢) se utiliza
un fosfato de calcio preparado "in situ.

62,~ Procedimiento segun la reivindica-

cidn 58, carscterizado porcue, para la preparacion del

-~ 24 -
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fosfato de calcio, se afiaden, a la solucidn de protel-
nas, que contiene la Ighl, uneg sal de calcio soluble en
agua y un fosfato soluble en agua, estando presente la
sal de calcio en un exceso noler de aproximadamente tres
veces,

2,~ Procediniento segin la reivindica-
cidn 62, caracterizado porque se utilizan fosfato de S0
dio secundario y acetato de calcio.

88, Procedimiento segmin la reivindica-
cidén 68, carscterizado porgue la concentracidn de 1la
sal de calcio es de 0,025 a 0,1 molzr, ventaJosamente
0,07 molar, y porcue el valor del pH se ajusta a de 5,8
hasta §,5.

9.~ Procedimiento segin la reivindica-
cidn 18, caracterizado porque el adsorbato - de la etapa
(8), después de separacidén del fosfato de calcio, se elu
ye por un tratamiento con 5 a 10 veces su volumen de una
solucidn acuosa de cloruro de sodio, con pPH ajustado de
4,0 hasta 8,0, cuya concentracidn es de 0,8 a 4 %, o de
una solucidén de aminodecido, cuya concentracidn es de 1l a
8 %, o de una solucidn acuosa de un agente fornmador de
complejos con calcio, en una concentracién de 2 a 7 %,

o de una combinacidn adecuada de cloruro de sodio, amino-

deido y agente formador de complejos.
108.- Procedimicnto segin la reivindica-
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cidn 18, caracterizado porgue, a partir del eluato que

contiene la Igil, se precipita la IgM por adicion de un

alcohol inferior hasta una concentracidn de aproximada-
mente 20 a 25 %, después del ajuste del valor del pH a

pH 6,5 hasta 7,55,

1l2,- Procedimiento sezun la reivindica-
cibn 12, caracterizado porgue el precipitado de lz eta-
pa (e) se separa por centrifugacidn o por filtraciédn, se
disvelve de nuevo en una solucidn acuosa de cloruro de
sodio, se ajusta el valor del pH desde 4,5 hasta 5,5, se
ajusta la conductividad por adicidn de una sal a wn va-
lor algo superior a 1 x lo4 /uS, ¥ las impurezas de la
fraccién enriguecida con Izl se separan por adicidn de
0,1 a 0,3 % de un gel de Al(OH)3 (calculado como A1203).

128,~ Procedimiento segin la reivindica-

cidn 18, caracterizado porgue, de la porcidén sobrenadan

. te de la etapa (d), la IgG y la IgA se separan por pre-

cipitacién con un alcohol inferior, con una concentra-
cidn de 20 a 40 %, a pH 6,5 a 8,0, a 0 hasta -102C.
138.- Procedimiento segun la reivindica-
cidén 18, caracterizado porgue el precipitado de la etapa
(&), cue contiene IgG y IgA, se disuelve hasta unz con-
centracidén de proteinas de aproximadamente 1 %, y porque

a esta solucidn, con un pH de 4,5 a 5,5 y una conducti-

' vidad algo maycr que 1l x 104 /us, se le afladen 0,05 &
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10

15

27-7-15
vaD,

0,2 % de un gel de Al(OH)3 (c2lculado como 41,04), y porque
la Igh se decorbe después de la separacidn del adgorbente
con unz solucibn de fosfato de sodio secundario aproximada-
mente 1/3 molar,

142.~ Procediniento segfin la reivindicacién
9%, caractérizado poraue lo elucibn de la IgH desde Ffosfato de
caloio ze lleva a cabo con una solueibén al 4,5 por ciento de
etilen~diamino~tetrazcetato dicédico, a pH 5,0.

158,.~ ¥rocedimiento segfin la reivindicacién
18, caracterizadoe porque como adsorbente mineral en la etapa
(b) se utiliza conlin o atapulgita.

162.~ Frocedimiento para la obtencién o el
enriquecimiento de las inmunoglobulinas IpG, IgA e Ighl 2 par- '

tir de muero o de plasma. .
?a1 ¥ coro se ha descrito en la Hemoria que

antecede, y para loc fines rue ce han especificado.
Eote Uemoris consta de veintisiete hojas es—

oritns a mfcuina por wna sola cara.

wazsa, P8 260 19

¥.A.

Oscar de Elzabyry
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