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MEMORTIA DESCRIPTIVA

correspondiente a una PATENTE DE INVENCION por '"Procedimiento
para la obtencion de inmunoglobulina humana con alta propor—
cion de inmunoglobulina A", a favor de Laboratorios Hubber,

Sed., entidad espafiola, domiciliada en Barcelona, Berlfn, 38.
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Conforme se indica en el enunciado, la presente invenn hace re-
ferencia a un procedimiento para la obtencion de inmunoglobulina humana
con alta proporcion de inmunoglobulina A.

La inmunoglobulina A es conocida t;mbién como Igd,¥ A inmunoglo-
bulina, 7 34 globulina, 3 24 globulina, 3 y globulina.

Ias inmunoglobulinas humanas son proteinas del plasma humano, siendo
muy importantes sus propiedades como anticuerpos, y se encuentran en el plas-
ma humano y en diversa proporcion son las llamadas IgG, Igh, Ig, IgD, IgE.

Diversas investigaciones, promovidas especialmente por el Dr. Schwick
en Alemania y la Dra. Steinbuch en Francia (1967), demostraron que los anti-
cuerpos ccatenidos en la Igh, IgM, IgD, IgE difieren cualitativa y cuanti-
tativamente de los contenidos en la IgG. Estas demostraciones han quedado
confimadas posteriormente.

Las preparaciones a base de inmunoglobulinas existentes en el merca—
do farmacéutico, son del tipo IgG, y una baja proporcion de Igd, Igt (1 - 2%)

Para el aislamiento de IgA del plasma humano, se han seguido diferen-
tes caminos basados en la solubilidad de inmunoglobulinas en presencia de
iones metalicos, slectroforesis preparativa, cromatograf{a sobre resina,
diversas precipitaciones con sulfato amonico, rivanol, polietilenglicol,

o diferentes acidos orginicos, adsorcidn sobre Al203, inmunoadsorcions ebc.,
¥ generalmente combinando varios de los anteriormente expuestos.

la mayor parte de estos métodos son de una elevada cemplejidad de
material., instrumental y con un largo proceso de preparacién en machos pa=-
s0s, por lo que casi solo se usan para fines analiticos.

ILa dificultad de preparar inmunoglobulinas enriquecidas en Ighd es-
triba principalmente en dos factores:

1%. Como en toda separacion, esta es tanto mds posible cuanto mds diferven-
tes son las propiedades fisico~quimicas de las substancias a separar. Fa
el caso de la Igh, en el plasma hay otras guchas proteinas que tienen pro-

piedades fisico-quimicas parecidas.
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2¢, a) La proporcion de IghA en el plasm es baja, lo que conduce a tener
que trabajar con grandes cantidades de plasma o usar concentrados cua;;dp
se desea obtener determinadas cantidades. b) La Proporcién de Igh res-
pecto al resto de otras protedinas plasméticaé es igualmente bajJa; de las
L0 proteinas mds conocidas existentes en el plasma, 12 lo estan en ma:yor
o ilgual proporcién que la IgA, lo que dificults la preparacién de un pro-
ducto libre de otras impurezas.

La principal ventaja del procedimiento segin la actual invencion,
es su relativa sencillez en material, instrumental y numero de pasos con
el fin de poder ser procesado industrialmente, lo cual implica una regu-
lacion precisa de cada una de les variables que intervienen.

Como materia prima se usa Fraccion IIL, obtenida del plasma por
el método de Cohn. Partiendo de 9 kilos de esta Fraccion, segiidamente
se ofrece un ejemplo concreto, con finalidad y alcance puramente ilustra-
tivos.

Fase: Extraccion.

Se descongelan y pesan 9 kgs de Praccion III. Se le afiade parte
del agua destilada de un total de 100 litros, y pastando con un tritura-
dor, agitando a gran velocidad; luego se afiade el resto del agua y se
continia agitando hasta conseguir homogeneidad, durante una/dos horas,

y obteniéndose un pH final de 4,8 £ 0,2. Se regula el pH afiadiendo
NaOH 1N hasta conseguir un pH de 5,8. Llevando la suspension a una tem-
peratura entre 4 y 6°C, agitando enérgicamente, pero evitando que se
forme espuma, durante él, horas y a dicha temperatura. Después se cen-~
trifuga la suspension a 15.000 rpm con una centrifuga del tipo Sharples,
a una temperatura entre L2 y 6¢C, y filtrando en el caso de que hubiera
turbiedad. '

Fase: Precipitacion con acido caprilico.

Se regula la temperatura llevando el sobrenadante de la fage ante-

rior a temperatura entre 182C y 229C. Seguidamente se regula la fuerza



conseguir una fuerza icnica I = 0,030/0,035, y resultando un pH aproxi-

mado de 6,2 X 0,1. Se regula este pH afiadiendo acido acético 1M hasta
conseguir un pH de 4,8. luego se le afiade el dcido caprilico, haciéndo~
5.  lo lentamente y agitando vigorosaments, en la proporcion de 7 a 10 gra-
mos de acido caprflico por litro de sobrenadante, manteniendo la tempe~
ratura de 18/222, y agitando durante treinta minutos después de la adi-
cion, para luegc; dejar reposar durante unas dos horas. Ila mezcla oblte~
nida se refrigera hasta temperatura de 6% a 109C, agitando muy suavemen-
10.  te, para después centrifugar a 15.000 rpa;1 en centr{fuga tipo Sharples y
a la misma temperatura de 6/10%C, filtrando en el caso de que quede turbioc.
Fase: Precipitacion con al.cohol.
Al sobrenadante anterior se le aiiade NaOH 1 hasta conseguir un
pH entre 5,7 ¥ 5,9 llevandolo a temperatura entre 0% y 25C, y agitando.
15, Se empleza a afiadir etanol, y se continua refrigerando coh una relacicn
lineal de volumen afiadido/temperatura, y hasta una temperatura final de
-7, con de 27 a 3% de etanol. Segin el tipo de cen’crimgacién a rea-
lizar, se puede dejar decantar duraate 5 a 8ndfas a -89, separando el
sobrenadante, centrifugando la mezela a 15.000 rpm a una temperatura en-
20, tre 7°C y 99C, y recogiendo el precipitado.
Fa.se; Disolucion.
Al precipitado de la operacion anterior, se le afiade agua desti-
lada para que la concentracion final sea, aproximadameate, entre 2,5 y
3,5 gramos de proteina por 100 ml de disclucion. Se le aiiade glicocola
254 suficiente para que la preparacion sea, aproximadamente, de 12 a 18 gra-
mos de glicocola por 100 gramos de proteina, agitando cuidadosamente pa-
ra que no se forme espumd, y distribuyendo el resultadoe en bandejas.
By la siguiente y ultima fase, el producto se liofiliza.
Como resultado de este procedimiento, se puede conseguir un lio-

30.  filizado en el que por lo menos el 90% (p/p) de las proteinas scn inmu-
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nas totales.

Sin perjuicio de lo expuesto, el actual procedimiento sqré_.vaq?‘.able
en todo cuanto no afecten alters, cambie o modificue su esencia.lidad,”que

5. es la que se concreta en la reivindicacicon que sigue.

NoTA.

Se declara de novedad y propiedad, para Bspafia y sus territorios,
las siguientes

RETVINDICACIONES.

10. 1. Procedimiento para la obtencidn de inmunoglobulina humana con
alta proporcion de inmunoglobulina &, caracterizado por el hecho de partir
de una cantidad de Fraceidn III obtenida por el método de Cohn, a la cual
se aiiade parte de agua destilada sobre un total aproximadamente once veces
superior en el peso de dicha cantidad, y pastando con un triturador, agi-

15, tando a gran velocidad, para luego afiadir el resto del agua y continuar
agitando hasta conseguir homogeneidad, alcanzandose un pH final de 4,8 X 0,2 4
el cual pH es rectificado hasta 5,8 mediante adicion de NaOH 1N, llevando
la suspension a una temperstura entre 42C y 69C, agitando endrgicamente,
evitando que se forme esﬁuma, durante unas 2A’Ihoras, manteniendose la tem-

20. peratura, para luego centrifugarse a 15.000 r.p.m., preferiblemente con
centr{fuga tipo Sharples, a la misma temperatura, filtrando en el caso de
que resultara turbiedad, y aumeatdndose después la temperatura hasta entre
189C a 229C, reguléndose la fuerza idnica mediante adicion de acetato sodi-
co solido, hasta alcanzar I = 0,030 / 0,035, con un pH aproximado de 6,2 &

25, 0,1 que se regula afiadiendo dcido acético 1M hasta situarlo en 4,8, para
luego adicionarle acido caprilico, haciendolo lentamente y agitando vigo-
rosamente, en la proporcién de 7 a 10 gramos por litro de sobrenadante,
manteniendo la temperatura de 18°C a 229C, agitando durante unos treinta
minutos después de la adicicdn, siguiendo un reposo de unas dos horass ¥

refrigerandose la mezcla hasta de 6%C a 109C, agitando muy suavemente,
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para despuds centrifugar a 15.000 r.p.n. asimismo en centr:f ipo Shar-
ples y a la misma temperatura de 62C/10°C, filtrando en el caso de que
quede turbio, y obteniéndose un sobrenadante al que se le afiade NaOH 1M
hasta un pH eatre 5,7 y 5,9 llevandolo a temperatura entre 09 y 2% agi-
tando, para despueés afiadirle etanol hasta un 27 a 32 por ciento, s:iguien-
do la refrigeracion con una relacion lineal de volumen afiadido, con tem-
peratura de ~72C centrifugandose la mezcla a 15.000 r.p.m. & una tempera-
tura de-7%C a.-é‘—’C, y recogiendose el precipitado, al que se aflade agua
destilada hasta una concentracion final emtre 2,5 y 3,5 gramos de protei-
na por 100 ml. de disolucion, adiciondndole glicocola en una proporcion
de 12 a 18 gramos por cada 100 gramos de proteina, agitando cuidadosamen-
te para evitar la formacion de espuma, y distribuyeéndose el resultado, que
posteriormente se liofiliza.

2. Procedimiento para la obtencicn de inmunoglobulina humana con
alta proporcion de inminoglobulina A.

Todo ello, tal y como se mvindica y describe en la presente me-
moria, que densta de seis hojas foliadas y mecanografiadas por una sola
cara.

Barcelona a 30 de junio de 1975.

LABORATORIOS HUBBER, S. A.
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