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El invento concierne a inmunoglobulinas modifi-
cadas, a un procedimiento para su preparacién, y a medica
mentos que contienen inmunoglobulinas modificadas. Espe-
cialmente, el invento concierne a inmunoglobulinas modifi
cadas quimicamente, que pueden ser administradas por via
intravenosa,

Tas inmunoglobulinas preparadas por fraccionfe
miento a partir de suero, especialmente a partir de sueroc
humano, tienen la propiedad esencizl de ser activas como
anticuerpos contra antigenos extrablios al cuerpo.

Los preparados de inmunoglobulinas sblo se mueg'
tran hasgta ahora apropiados en 1o esencial para la adni-
nistracién por vie intremuscular. En el caso de adminis~
tracién por via intravenosa los receptores reaccionan de
modo méds o menos promunciado con formas de presentacidén
anafilactoides.

Se supone que estas recacciones secundarias se
basan en la fijacién del complemento del suero‘por la
inminoglobulina administrada. Por otro lado, se desea un
preparado de inmunoglobulina intravenoso, ya que pasa a
entrar en accién con mayor rapidez en el organismo.

Ya. se ha intentado de muchas maneras modificar
las inmunoglobulinas de maners tal que se conserve su
actividad de anticuerpos, pero se digminuya el grado de

fijacién del complemento en un grado tal que las inmno-



globvulinas modificadas puedan ser empladas para unz admi-
nigtracibn por via intravenosa. Por ejemplo, moléculas de
inmundglobulina pueden ser modificadas por degradacidn
enzimdtice en el sentido de que sean eliminedas log lu-
5 gares de fijacidén para el complemento, pero el resto de
la molécula tedavia permanezca capaz de fijar antigenos.
Tal preparado es administrado por vizs intravenosa con
buen éxito.
También la reaccifn de immnoglobulina con agen
10 tes alcohilantes y acilantes conduce a una inmwmoglobuli
na, apropiada para la administracién por via intravenosa.
Asimismo puede lograrse la dismimucidén de la fijacién
del complemento por parve de inmonoglobulinas mediante
aleohilacibén en N y mediante bencilacién.
15 Se conoce ademds un procedimiento segin el
cual se desdoblan parcizlmente inmunogzliobulinas por re-
Adueeidn de_cnlaces disulfuro intramoleculares, y a con=-
tinuacidn se someten a alcohilacidn los grupos‘sufhidri—
1o formados. En este procedimiento se conserva el fang-
20 fio original de la molécula,
Egtos procedimientos se basan en lo esencial
en la modificacidén de los grupos amino libres o de enly
ces disulfuro de la molécula de inmunoglobulina,.
5i bien estos procedimientos conducen a pro-

ductos con propiedades bastante satisfactorias, guedan
2 p q
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problemas que deben ser resueltos de modo mejorado, ese—
pecialmente debido a que son modificadas esencialmente
las propiedades fisico-quimicas de la molécula por los
procedimientos descritos,

Se ha encontrado ahora que inmunoglobulinas
en les que estdn modificados algunog grupos carboxilo,
hacen variar esencialmente su comporitamiento de fijacién
Trente al complemento, sin perder su actividad como anti
cuerpog, Ias inmunoglobulines modificadas de este modo,
que son capaces de fijar el complemento sblo en peﬁueﬁo
grado o de manera no debectable, son apropiaedas como me-
dicamentos para la administracidén por via intravenosa.

Por consiguicnte, son objeto del invento inmu

noglobulinas amidificadas y ademds un procedimiento para

1o preparacién de dichas inmnoglobulinas amidificadas,

que estdn caracterizados porque se hacen reaccionar inmu

.noglobulinas con un exceso sobre el equimolar de una mo-

noamina primaria y de una carbodiimida, en solucidn acug
g8 desde débilmente deida hasta neutra. Bs conveniente
gue la proporcién molar dc amina a inmunoglobulinas sea
por lo menos de 50:¢1 y que la proporcién molar de carho
diimida a inmunoglobulinas sea por lo menos de 1:1.

Como material de partida para la reacciénu de
acuerdo con el invento sirven fracciones de inmunoglobu

linz obtenidas a partir de sueros, plasmas u otros liqui
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dos corporales 0 extractos de Srganos. Especialmente

se emplean las fracciones enriquecidas en lo que se re
fiere a inmunoglobulina G. Un método ventajoso para su
preparacién es; por ejemplo, el método desarrollado por
Levy und Sober referente 'a cromabtografia gobre DEAR-ce
lulosa. Evidentemente, también pueden ser amidificadas
de acuerdo con el invento las inmunoglobulinas puras.
En la prdetica, no obstante, no desempefian ningmin vapel
importante por el momento las immunoglobulinas puras al
100% a causa del costoso procedimiento de purificacién
necesério para obtenerlas,

Se ha mostrado que la fijacidén del complemen-
to por las inmmnoglobulinas da lugar a valores especial
mente bajos si la proporecidn de carbodiimide a inmunoglo
bulinag es de 5:1 hasta 20:1, Como aminas en el sentido
del invento son apropizdag todas las monocaminzg prima—
rias, es decir compuesios de la férrula general R»NHQ, en
la que R significa un radical gque de acuerdo con los con
ceptos conocidos en la inmonologfa no comstituya ningin
grupo o motivo antigeno sefalado.

ﬁjemplos de aminag apropiadas son en primer
término aminaé alifdticas, meltilaming, eiilamina y ami-
nag alifdticas superiores, especialmente las que tlenen
hesta 10 dtomos de carbono. En las soluciones acu.osas

débilmente dcidas que pasan a willizarse, las aninas se
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presentan en general en forma de log correspondientes ca
tiones de amonio, Se prefieren en el sentido del invento
lag aminas que llevan otros grupos funcionales, especial
mente grupos hidréfilos, tales como hidroxi o acetal., Ejem
plos de dichas aminas son etanolamina, trishidroximetilami
nometano o glucosamina, que influyen favorablemente so-
bre la solubilidad del producto de la reaccién en un ne-
dio acuoso fisioldgicamente compatible,

Dado que el procedimiento se 1lleva a cabo en un
sistena écuoso, en condiciones en las cuales no ser dafia.-
da la actividad de anticuerpos de la inminoglobulina, es
conveniente realizar la reaccibn, de manera en si conoci-
da, en presencia de una carbodiimida en calidad de acti-

vador. Como carbediimida son epropiados en el presente

caso todos los representantes de esta clase de compues—

tog que son capaces de actvar activando en el caso de la
formacibn de enlaces péptido. Ejemplos de tales carbodi
imidas son el clorhidrato de 1-etil-3-(3~-dimetilaming
propil)~carbodiimida (EDC) o el mebo-para-toluenosulfo-
nato de l-ciclohexil-3=(2-morfolinoetil)-carbodiimida
(cic)., ITgual que las aminas, también las carbodiimidas se
presentardn en forma de sales en las soluciones acuosas
aébilmente dcidas que pasan a ubilizarse. BEn general, las
carbodiimidas son llevadas a cmplearse en forma de sales

gin ningona dificultad,; ya que en esta forma son mds es~
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tables y més féciles de manipular. En principio, no obsg-
tante, pueden utilizarse también las carbodiimidss libres
que luego, sl disolverse en la solucién acuosa, se con-
vierten a la forma dé sal.

ILa experimentacidn dé ls fijacidén del comple=-
mento puede llevarse s cabo de scuerdo con A. Nowotny,
Bagic Exercises in Immunochemistry, pégina 160 y siguien-
tes (1969).

El procedimiento de acuerdo con el invento pa-~
ra la preparacidén de inmunoglobulinas amidificadas se pue=
den llever a cabo también con inmunoglobulinas en las cua-
les grupos disulfuro presentes han sido reducidos pars
formar grupos sulfhidrilo. Para log productos smidificados
a continuascién de la reduccidén resultan las mismas propie-
dades ventajosag.

Para ls reduccidn de enlaces disulfuro se pue-—
den utilizar de modo especialmente ventajoso, por ejem=-
plo, ditiotreitol o ditioceritrita. Los enlaces disulfu-
ro, no obstente, también pueden ser reducidos, segin un
procediniento conocido, con agentes reductores tales co-
mo 2-mercaptoetanol o mercaptoetilamina empleando eleva-
das concenbraciones del agente reductor.

También los agentes reductores descritos por

Cleland, con las siguientes férmulas
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H O OH H

pueden ser_empleados para le reduccidén de las inmano-~
globulinas.

las inmunoglobulinas amidificadas con una su
ficiente disminucidén de la fijacién del complemento pue
den ser administradas por via intravencsa. Pueden ser
transformadas en vreparados adecuados con disolventes
figiolbgicamente compatibles. Los medicamentos que con-
tien imunoglobulinas amidificadas pueden ser puestos a
disposicibén en forma liquida o secada por congelacidn,

El invento se va a explicar con mayor detalle

ayuddndose de los ejemplos seguidamente especificados.,

. Preparacién del material de partida.
22,1 litros de suero humano, obtenido ayparu
Hir de sangre cozgulada esponﬁéﬁeamenﬁe, gon llevados a
la trenssalificacidén g través de uvna columna equilibra-

da- & pH 6,3 con fosfato de sodio 0,0L75 I, llena con

- B o
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Sephadex G~25@§ medium" (marca comercial registrada
de la firma Pharmacia para dextrano reticulado). Con un
fotémetro de circulacién se mide en el eluato de la co-
lumna la absorcién a 280 nm, El priwer pico, formado por
lag proteinas del suero, es recogido poxr gepaxrado de las
porciones de bajo peso molecular que le siguen, ¥y es con
duecido a través de una columna a base de 15 kg de DEAE-
~celulosa con una capacidad intercambizdora de 1 mili -
equivalente/gramo, rociada con el tampén de fosfato arri
ba mencionado. La colwma es rociada pogberiormente con
1,5 volimenes de columma de fampén, Las inmunoglobvlinas
que se eancuentran en la porcién que circula por la co-
lumnz son precipitadas por adicién de sulfato de amonio
g6lido hagta una concentracion de 2,2 M, La mayor parte
del liquido sobremadante es rebirada por sifonamiento deg
puds de reposar durante 24 horas, y el resto eg elimina-
do mediante centrifugacién a 5200 g { g = aceleracidn de
bida a la fuerza de la gravedsd). El residuo de cenbrifu
g es liberado de sulfato de amonio por didlisis frente
a solucién de NaCl 0,1 M. El volumen de la solucién dig
lizada de inmunoglobuvlina es completado a 2000 ml con
golucién de NaCl. Contiene en total 155 g de proteinas.

Amidificacién de la inmunoglobuvlina,

1.000 ml de la solucibn de inmuwnoglobulina; ob

tenida de acuerdo con el modo de proceder arriba desorie-
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to, son dializados durante 24 horas con agitacidén fren-
te a 1.000 ml de tampén 1 M de tris-hidroximetil-amino-
metano-("tris")-HC1l de pH 5,4, son transferidos a un

recipiente de vidrio, y son mezclados, agitando, con

0,96 g de l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida.HCL.

La carga es agitads a la temperatura ambiente durante
dos horas.

La inmunoglobulina amidificada con tris-hi-
droximetile~aminometano es conducida después de ello a
través de una columna que contiene 8 litros de Sephadex
G-25 R, que previamente ha sido rociada con una solu-
cién'que tenis NaCl 0,15 M y glicins 0,3 M asi como un
valor de pH de 7,3. La densidad éptica del elusto de la
columna es medida a 280 nm con un fotbémetro de circula-
cién. Ta porcidn del eluato que contiene la inmunoglobu-
lina amidificada es reunida y concentrada con un ultra-
filtro hasta llegar a un contenido de proteinas de 5%.

Iz siguiente tabla muestra una comparacidn de
inmunoglobulina de partida con inmunoglobulina amidifi-
cada en lo que se refiere a la fijacidn del complemento

Yy a la actividad de anticuerpos.



Tabla 1 Especificidad para anticuerpos

gigacién Sarsmpidn Difteria Tétanos
el com~ indice

plemento l) UI/ml UI/ml
Inmunoglobu

lina de pax .

tida 22% 1:1024 70,5 £1,0 21 K2
Inmunoglobu~

lins amidi-

ficede 0% o 1:1024 »0,5 L1,0 Y1 <K 2

1)  Le evaluscién de la fijacién del complemento se efec~
tud de acuerdo con NOWOTNY, A, Basic Exercises in

Immunochemistry; Springer-Verlsg, 1969, pagina 160.

5 Ejemplo 2

1.000 ml de solucién de inmunoglobulins, ob-
tenids de acuerdo con el ejemplo 1, con 75,5 g de pro-
teinas, son mezclados con 890 ml de una solucidn que
contiene 52,5 g de glucosamina.HCl, y el vapor de pH es

10 ajugtado a8 6,0 con NaOH2M., Con agitacidn, se afladen a
la solucidén 2,06 g de meto~para-toluenosulfonato de l-
=-ciclohexil=3~(2=-morfolinil-4=etil)=~carbodiimida, y 1la
carga continlia siendo agitada dursnte 1 hora mis. lLa
temperatura de reaccidn es de 252C. La transformacidn

15 de la inmunoglobulina amidificada en una solucidn que
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contiene MaCl 0,15 If y glicina 0,3 M, de pH 7,3, se
efectia de acuerdo con el modo descrito en el ejem=—
plo 1, pero con uvna columna que contiene 10 litros

de Sephadex G~2§®. También la operacidén de concentrar
ﬂésta 5% de proteinas se efectia como en el Ejemplo 1.

Los resultados de la evaluacidn de le inmunoglobulina

" amidificada obtenida segin el EBjemplo 2 estdn compara

dos con los de la inmunoglobulina de partida en la Te

bla 2.

Tabla 2 Egpecificidad pare. anticverpos
Fijacibn Sarampién Difteria  Tétanos
del com- indice UL /ml UI/ml
plemento 1)

Inpunoglobu

lina de par

Yida 20% 1:1024 30,5 (1,0 H1 <2

Inmunoglobu

lina amidi- ‘

£icada 1,56 1:1024 20,5 (1,0 D1 {2

Ejemplo 3 _

Reduccidn y amidificdeién de las inmunoglobu-
linas.

Ia amidificacidn de las inmunoglobulinas, des-

12 -

Lzeace wis
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erita en los ejemplos 1 y 2, puede llevarse a cabo de

igual modo con inmunoglobulinas reducidas. Ia reduccidn

se lleva a cabo del siguiente modo:

Una soluciébn de 3,3 & de inmmnoglobuling en
330 ml de solucién 0,15 M de HacL es ajustada a pi §,2
con tris(hidroximetil)~aminometano (%t1is"). A la solu-
cibn de inmunoglobulina se afladen 15,3 mg de ditioceri-
trita (DTE) disueltos en 2 ml de agua. Despubs de 60 mi-
mitoz Se afleden con agitacién 2 la solucidn de immunogle
bulina 20 ml de una solucidn de "tris”~HCl de pH 1,0 que
conticene 5 g de "frig®., El valor del pE de la mezela es

ajustado a 5,0 con HC1l y ésta es amidificada %tal como se

"6escr1be en el eacmplo 1 tras afladir 82,2 mg de Heelile

~Nt=(3~dimetilaminopropil)~carbodiimida. HCL.

TIa reduceién de las inmunoglobtlinas se ywede
llevar a cebo en les mismas condicioney de ensayo cop
ditiotreitol (DTT) en lugar de com diticeritrita,

Ia presente solicitud, que corresponde g 1z
presentade en la Repdblica Federal Alemenz, el dfa § de
Septiembre de 1874, bajo el Ne P 24 42 6355.9, se acoge
a los bene¢101o~ del Articulo 51 del vigente Lduatubo & O

bre Propiedad Industrisl.
| \\

- 13 -
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, que
se presentsn para que sean objet§ de ests solicitud de
Patente de Invencidn en Espafis, por VEINTE afios, son
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

l2,~ Procedimiento para la preparacidn de inw-
munoglobulinas amidificadas, caracterizado porque se ha-
cen resccionar inmunoglobulinas con un exceso sobre ls
cantidad equimolar de una monoamina primaria y de una
carbodiimida o una de sus sales, en solucidn acuosa des-
de débilmente 4cida hasta neutra, despuéds de lo cusl la
inmunoglobulina amidificada, eventualmente disuelta en
un disolvente fisioldgicamente tolerablé, es transforma—
da en una preparacidén administrable por vis infravenosa.

28,- Procedimiento segin la reivindicacidn 12,
caracterizado porque la proporcidn molar de amina a inmu-
noglobulinas es por lo menos de 50:1 y la proporcidn mo-
lar de carbodiimida a inmunoglobulinas es por lo menos
de 1l:1.

38 ,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
12 y 22, caracterizedo porque la proporcidn molar de car-
bodiimida a inmunoglobulinas es de 5:1 hasta 20:1.

4a,. Procedimiento segin las reivindicaciones

~14—
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12 g 32, caracterizado porque en calidad de amina se
utiliza una monosmina alifdtica con 1 a 10 atomos de
carbono por molécula, que en calidad de otros grupos
funcionales pueden llevar hidroxilos y/o acetales.
58,~ Procedimiento segin las reivindicacio~

nes 12 a 42, caracterizado porque en calidad de ami-
na se utilizan etanolamina, trishidroximetilaminome-
tano o glucosamina.

68,~ Procedimiento segin las reivindicacio-
nes 12 a 52, carscterizado porque en calidad de car=-
bodiimida se utilizan clorhidrato de l-etil=%~(3~di=
metilaminopropil)-carbodiimida o meto-para-toluenosule
fonato de l=ciclohexil-3-(2-morfolinecetil)-carbodiimi-
da.

?72,- Procedimiento segln las reivindicacio-
nes 18 a 638, caracterizado porque la reaccidn se efec—
tha con un valor de pH de 3 a 7.

82,~ Procedimiento segin las reivindicacio-
nes 12 a 72, carscterizado porque la reaccidn se efec—-
tda a une temperstura de 5 a 502C.

92,~ Procedimiento seglin las reivindicacio=
nes 12 g 82, caracterizado porque se ubtilizan inmuno~
globulinas humanas.

108,~ Procedimiento seglin las reivindicacio-

nes 12 a 92, caracterizado porque se utilizan inmuno-
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globulinas en las cuales por lo menos un enlace disul-

furo ha sido transformado en dos grupos sulfhidrilo me-~

-diante un agente reductor.

lla,.- Procedimiento segin la reivindicacidén
108, caracterizado borque la fransformaciéh del enlace
disulfuro en enlaces sulfhidrilo con un sgente reductor
se lleva a cabo a un valor de bH débilmente alcalino.

122,~ Procedimiento segin la reivindicacién
102, carscterizado porque la transformscidn del enlsce
disulfuro en enlaces sulfhidrilo con un agente reductor
se lleve a cabo a un valor de pH débilmente alcalino con
una concentracidén del agente reductor de 0,01 moles/li-
tro y con uns proporcidn molar de proteinas a agente re-
ductor de 2,5-50:1,

1%32,. Procedimiento segin las reivindicacio-
nes 102 y 128, csracterizado porque en calided de agente re-
ductor se utilizan ditioeritrita o ditiotreitol. |

148,-~ Procedimiento bara ia preparacidn de in-
munoglobulinas amidificadas.

Tal y como se ha descrito.en lé Memoria que
antecede y para los fines que se han especificsado.

Esta Memoria consta de dieciseis hojas escritas

a maquina por una sola de sus caras.

Madrid, 21.NA1976

P.A,
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