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.tilenen una famllla de ho::-mc'nau9 referidas como timosinas,

- e 3200 a 7000O daltoneso Ver por ejemplo, Trainin, No,

e

Ref: Case PA-717/742/783 Spain
-2 -

AHTECEDENTES DE TA THVIERCION

El timo he sido reconoceido como una glindula |
endﬁcrlna que tienc uwpa funcibn principul en el sistema -in-
mmnolégico ‘de defensa del cuerpo.. Recientemente, se ha de=

mogtrado que los extractos crudos del timo de becerro con~

.,."

ﬁenlendo pesos moleculares comprendldos entre aprOYLmadamen

thswolomlcal Reviecws, Vol 54, Do 272 (1974) v White, Ao,
Ann, Ne Y, Acad, Sci., Volo 29, pe 253 (1975) |

.'aun no identificadas, a linfocitos capaces (célulug T) con-

" virtiéndose asi en contendientes efectivos contra invaséres

) vogo eritroide, se estimulan en su produceidn y maduracmén

’medlante preparaciones de timosina. Recientemente se usd uy

'.timosina para incrementar la capacidad inmunoldgica de una
joven nacida con inmunidad deteriorada. Wara, D. Wo, et al,
New Fng. Jo Medo, Vols 292 pe 70 (1975). Un informe recien-

" %e ha descrito también und mejora en el estado hematoldgico

- Alexsandrowicz, J., et al, Proc, Intl. Congress Tmmunol.,

Brighton, Fngland, Julio 22-24, 1974

cn la songre fresca de cerdo. Se cree que el factor respons

. Se cree que esLaQ hormonas actfian regulando

la v91001aad de madura016n de células precursoras 1n apaces,

extranoso ‘Ademfs, las células precursoras de otros tlpos,

extracto relativamente crudo del timo de becerro conteniendo

ﬁdtal_(incremento en él'nﬁmero de glébulos blancos y rojos)

en‘pacientes tratados con una preparacibén de timosina. Ver

Ha habido también informes, ver por ejemplo,
Bach, Jo To, et al, Immunolegy, Volas 25, Do 353 (1973), en

que la actividad semejante a la de timosina se ha detectadq
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seble de eso tiene un peso molecular de aproximadamente

- tes NosJ.561c409,y 597oll6 describimos el aislamiehto)y car

dad inmunoldégice. Esta protefna se describid como de .un pe

1. proporcidn de -aminofcidos aproximada siguiente:

1000 daltones.
DESCRTPCION DE TA INVENCION

Ta presente invencidn se relaciona con los
métodos y composiciones farmacbuticas fitiles para ingremen
tar la capacidad inmunolbgica.

- En las solicitudes norteamericanas, Eg:pediep_

racterizacibn de una protefna que tiene propiedades semejax

tes a las de la hormona del timo de incrementar la capaci-

so molecular de aproximadomente 56700 daltones teniendo la

AMINOAGIDO E % MOLECULAR
-Acido ‘agplrtico ) 6,6
Treonina - | ' : 9,5
Serina ' 9,3
Acido glubémico _. .10,3
Prolina | - 646
Glicina ' L 'WM#J§93
~ Alanina | , : 19,7
1/2 Cistina a o 0,9
Valina, A Co - 945
rMetiénina_' S o 0,7
Isoleucina | : | 5,0
Teucina . 5,9
Mirosina ': . 2,3
‘Fenilalanina _ ‘ 349
Triptofano 1,0

Iisina 645
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,aetermlnado como de aprox1m adamente 4,5), y componlundose

el LI INELE oo

rdescrlta previamente es 1déntlca & la prealblmina del sue~
- suero humano9 1a cual ha s;do ‘aislada, purlflcada e i‘e tg

" 48, Yo, Jo Biol, Chem, 249, 6796-6805, 19740

‘crita previamente, se ha-considerado que actlia simplemente
“comé un vehiculo especifico para varias moléculas seleccip

nedas mfs pequeflas y no sé ha reconocido que exhiba alguna

dentemente éue la prealblmina huhana tiene potentes propie
- dades semejentes a la de la hormona timica de incrementer

"la capacidad inmunolégica. Tl examen de muestras comexrcia—

AMINOACTDO % KOLECULAR
Histidina : 551
Arginina ' 3,2

teniendo glicina e hlstldina como, N-amlnoa01dos “termina~.

les; y un punto 1soel&ctrlco de aproximadamente 5, O Cahora

de cuabro sub~un1dadesa ; R

Se ha encontrado shora que nuestra proteina
ro humano una protefina que existe en forma natural fn el_
flcada prev1amente por secuenc1a de amlnoacldoser(Ver Kau-

La identificacibén de la presenLe pro’celna9

como prealblmina humana fue hecha por una comparacibn de

sus propiedades fisicas y quimicas con una muestra comer-

cialmente disponible y por reactividad opuesta con los anti

cuerpos de prealblmina humanao

Aun cuando la preal bOmina humans ha sido des<’

actividad biolbgica intrinseca. Hemos descubierto, sorprens

les de prealbfimina humana en bioensayos seleccionados, se-
gln se describe después, muestra verdaderamente que estos
materiales poseen la actividad bioldgica mencionada ante-

riormente, hasta shora no reconocida.

| i

. 'a{@;
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" incrementar la capacidad inmunolbgica que comprenden una

C boligar meberiszlos extrafios, VeBe, bacterias, virus y hon-

sin afcctsw sl pe clenico

ti, G Ao, "Immunology”, We Bo Saunders Coo, Philadelphia,

De acuerdo con esto, un aspecto de la preseg

te invencidn se reficre a un método para incrementsr la ca

pacidad inmunoldgica por administracién de una cemntidad.

efectiva de prealbimina del suero humano a un sujeto Gue ng -

£l

cesite dicho tratamiento. A L

s -

Un ses undo aspecto de la presente invencibn

se rcflere a las compoulclones farmaceliticas ﬁblleb para .

cantidad terapéuticamente efectiva de prealbimina del suerd

humano én mezcla con un vehficulo no tbxico, farmacéuflcamen

te aceptacho o :

' o -ﬁn tercer aspecto de la presente inﬁeﬁcién;sc
refiere a los métodos de aislamiento y purifipaciéh de la
prealbﬁmiﬁa del sucrc humeno de la fracciém Cobn IV-I de
sangre humani. '

'Segﬁﬁ se usa én la especificacifn y reiviﬁii
caciones finales 1a-ezpresi5n "egpacidad iﬁmunolégica" se
refiere al grado de respuesta de aquelloes mécanismos fisio
légicos Que comprende la inmunidad., Le. inmunidad dota al

paciente de la capacidad para neutralizarn,.eliminar o meta

1
3

gos, asi como tambiln células de otras especies animales

Lsta expresidn es bien conocida y aceptada

en la inmunologia como se ilusira, por ejemplb, en Bellan~

Paor, 1971 Sc reconocen'dos tipos extensos de inmunidad, &
saber, inpunidad humoral, basada en la produccibén de anti~-
cuerpos circulantes, solubles, e inmunidad mediante célulag

basada en la produccién y funcionamiento de tipos especifi

-
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l..29, 253, 1975).

cos de células linfoides, (linfocitos), Los linfocitos ma-
duros participan en la inmunidad humoral y en la inmunidad
mediante células (Ver, Gell, P, G, Ho y Coombs, PeRohes -

Clinical Aspects of Immunclogy, 2nd Edey Fo Ao Datis Coo,
Philedelphia, 1968; Hiller J, To A, P, and Osaba, Ui, Phy-
81olog1cal Rev:x.ews9 47 137, 1967, Trainin, Ne, Phy51oloc¢ﬁ
cal. R“Vleﬂs ¢ Dl 272, 1974, White on Anne No Yo Acgd@ Scie

Aﬁn cuando no se pretende sujetarse .a uingln

mecenismo de acclén, se cree que el presente materlal ac-

tua 1ncrementando el nﬁmero y velocidad de maduracibn de

11nf001tos capaces 1nmunqléglcamente a part;r de células.

precursoras incapacesa . | ,

' ElL meaoramlento de la capacidad 1nmun016glca

puede demostrarse por varios indicios que se.ubtilizan ih in vil

tro y bioensayos de animales pequenos in vivo bien conoci-

dos en la inmunologia. Por ejemplo, se pueden mencionar es-

pecificamente los siguientes ensayos

lo' Ensayo de roseba sensible a la agzatioprina in vi- '
tro (ensayo'de roseta in. vitro).

2, EInsayoc de roseta sensible a la azatioprina in vi-
V0o

3. Sintesis de'aﬁticugrpos in vivo

4, Sintesis de anticuerpos in vitro,

.5, Proliferacién de tejido linfoide,

6. Reaccién de linfocitos mezcladose

770 B]usbowévo s concanvolina A.

éo Ensayo de roseté esponthneo lgyglyggo

, 9, Produvccifin de Jinfocitos citoibywicos.

10, Aubtosensibilizacibn de linfocitos ip wilro.
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" significado cllnlco, para los cuales se cree gque lﬁigapaci~

.dad.inmunolégica sea un factor: ) ) oA

| tro, nencionado anteriormente seglin se describe por Bach,
Je Pa, Proc, Natle Acad. Sci. U, Seile,. V0l 68, Do 2334

- (1971), donde se mide la sensibilided de 1as_células de ro
 seta formadas en el bazo & la azatioprina A"G—(l~metil—4—ni

tro«Bwimidazoiij)morcaptovur¢ne7

-nlmero de linfocitos de la clase T capaces inmunolégicamen«

“be, En esta clase de linfocitos la que estd involucrada en

- de evidencis sostiene el significado de este ensayo para

11, Autosensibilizacidn de linfocitos in_vivo.

Hemos utilizado cada uno de los bloenuayos
antoriores parva demo“krar el mejoramiento de la capac1dad
inmunolégica medlante la prealblmina humana, como se-deta-
Tla en los ejemplos. . ) A

Lop engayos mencionados anteriormente se re=-

fieren 3 una o mis de 1as clases generdlea 51gulcvce de .

tlmulaclén de sintesis de antlcuerpos (espec¢a1mente.
7-_ 1os ensayos 3y 4);.
sugtltuolén y terapia de.rcstauraoiSn (especia;ﬁente
los ensayos 5-9)3 - ; o
enfermedades de avtoinmunidad (especialmente 103 eﬁag
yog 10 y 11). )
E1l ensayo de seleccmén para una 1nd1ca016n

répida y exacta de la actividad para incrementar la capaci~

dad inmunolbgica es el bien conocido ensayo de roseta in vi-

Iste ensayo miestra buena correlacaén con €l

el funcionamiento conjuntamente con los linfocitos B en la
sintesis de anbticuerpos y que son las células principales

que regulan la inmunidad mediante células. Un gran volumen
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gsegurar el esbado inmunoldgico (refdrencia, Bach, Je ey

puede ser Gtil clinicamente para el tratamiento de humanos

" es un factor 1mportanbe,por ejemplo, enfermedades de autoin

-y

':de, clrr051s heﬁatlca) ap1a51a y-displasia tlmlcas, aumento

-'les, v1rales-y de',hongos)9 enfermeda& de Hodgkin, sindrome

" minucidn temporal en la produccién de hormons timica en es-

. mo se describe despufs, exhibe actividad en el ensayo de ro

seta in vitre a niveles 1nfer10res ‘de un nanogramo.

- ubilizar prealblmina humana esencialmente pura en una compo)

_sicsibn adecuada para administracibn terapfutica, la purifi-

"The Mode cfrAction of Immunosuppressive Agents", North
Holland American Elsevier Publishing Co., Amsterdam/Néw-
York, 1975)° - e - i e

De acuerdo con esto, la prealblmina huirana
en situaciones donde se cree gue la capacidad inmuﬁbl6gica

m.unidad,(vog°9 lupuS'erltematoso, colitis ulcerative, ane-

mia hemolitlca autoinmune, tirotoxicosis, artrltls reumab01
de 1nmun1dad en pade01m1enbos 1nfecclosos, (vogo, bacterLan

hipogamagibbulinémicc9 proliferacidén de células aberrgnﬁes9

decrecimiento de la capacidad inmunollgica debido a una dig

tados de inmuno-supresidn induvcidos quimica o radioldgice-
mente, etco .
Se ha encontrade que, la prealblmina humena

cuando esth esencialmente libre de impurezas, preparads co-
Afn cuando es descable para fuchos prop651tos

‘cacibn y preparacibén tediosas dél'material puro en grandes
cantidades, requieren considerable pérdida del material ¥y
el costo y esfuerzo concufrentes, lo cual hace aconsejable
utilizar para muchos fines terapéuticos, fracciones menos

purag conteniendoc pre ealblning humans, siempre que dichas
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1 fracciones estén libres de impurezas citotdxicas. Asf, se
ha encontrado que fracciones parcialmente purificadas que .
exhiben actividad en la prueba de roseba in vitro a aproxi-
madamente 0,0l'a 0;20 micrbgramos, son altamente Gtiles pa-
& ra flnea terapcutlcosa . - el A
La preal bumlna humana, en forma esencmalmentc
pura o édmo.un componente de una fraceidn llbre de mmpurer
' zas cmbotéxmcau, parclalmenbe purificada, puede obtnnerse
en- forma de preparaclonea Iarmacaublcao o] medlclnales con~
10 venclénaleo; mezclindola con excipientes no t6x1cos. farmg
; céutlcamente aceptables° Por eJemplo, el material se puedc
mezclar con vehiculos farmacCuFLOOS 1nertes organlcos 0
"1norganlcos adecuados para admlnlstracﬂén por via pavente-
ral, por ejemplo, intramuscular, subcubtfnea o intravgnosa—
.15 monte en forma de, por cjemplo, soluciones 1fquidas, suapcn
siones y sn.mllares, en dosis unl‘carlas o leldldaoo
. Las composiciones farmaocutlcas que contienen
el material presente pueden gomeberse s. operaciones farna~
céuticas convenciondIGS'tales como esterilizacitn (VegZe,
20 ' por filtracibn de miliporo) ¥y puedenécontiger exclplentes
A+ st s
. farmacéuticos convencionales tales como preservat1v059 agep
bes de estabilizaciln, agentes emulsificantes, agentes de
ébultamiento"ligamienﬁo; séles para el ajuste de la presidn
ogmﬁtica, o-reguladox'esc Tas composiciones pueden qontener
, 25 ~también otros materiales terapéuticamente fitiles o materia-
les que prolonguen la duracibn de accidn del compuesto pre-
sente, Los métodos actuales para preparar tales formas de
dosis éon conocidos o serfn evidentes para'aguellos peri~

tos en la materia. Una compilacién extensiva de tales técni

-

30 cas de formulacibn puede enconirucse, por ejemplo, en "Rg
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" todo preferido para preparar formulaciones que contienen el

. zarse ya sea sola o con otros excipientes sblidos y guarday

T te antes de la adm1n¢strac1on se agrega la cantidad desea—

ot ity * R 2ian A4

_da-de solvente VeBog 88UA, 8ZUA conteniendo preservatlvos
’ 1a prealbﬁmlna humanaa

‘ca que va a administrarse conbendra una cantidad de prealbu

~ tratado 5 del juicio del médico que lo atiende, Sin embar-
80, como una guia exLensa para la mayoria de los propbsitos

:"el materlal presente esencialmente puro se administrard en

: el régimen de aproximadaménte 10 pg/Ke/dia a aproximadamen-

te EO_ug/Kg/dia, con bréferencia aproximadamente 100 pg/Kg

- ternativos para un adulto medic (70 Eg.), 4ste podria ser

‘de aproximadamente 0,7 ng/dia a aproximadamente 1,4 ng/dia,

~rianente una fraceibn mencs pura se sdrinistrard en dosis

— 10 -

mington’s Pharmaceutical Sciences™ por B, Wo Martin. Un mé

presente material es por recongtruceidn de la prealblimina
humana. liofilizada. Asi, la prealbfiimina humana preparsda cg

mo se describié anteriormente puede esterilizarse y liofilil-

se en un med¢o estcrll hasta que se necesite. IanQLQtamen~

0 una. soluc16n de. varlos ey01p1entes en agua, para dlsolver
Lo En cualquier caso, 1a comp05101on farmacéutL

mina humena en una cantidad terapbuticamente efectxva para
el tratamiento del padecimiento perticular.

Tl régimen de dosis puede consistir de doéis
unitarias o divididas, pero en cualquier caso necesariamepn

te dependerd de las necesidades del sujeto que estd siendo

dia a aprox1madamente 3 ug/Kg/dlao Expresado en turmln al]

preferiblemente de aproximadamente 7 ng/dia a aproximadaimel:
+e 0.2 meg./dia o en una escala deterninadsa por el resulbadc
3 & _

del tretamiento diario inicial a la dosis anterior. Heceosam
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correspondientemente mayores,
Ia prealblmina humana puede alslarse como unj,

componente de una fraccidén parcialmente purificada, libre

de impurezas citoﬁéxicuo, o en forma esencialmente pura,

partiendo de sangre humana o una frac016n de sangre humana

.facllmente dlsponxble por medlo de un procedmmlonto de pu~

r1£1cac16n de multlple° Pasos,

. Una ‘fuente de prealbfimina humana partlcular-

~mente valiosa es la fraccidn de sangre humana conocida co=-| °

mo 1a{fréccién Cohn IV-1, que se obtiene y descarta gene-
ralmenté.como'una'fraccién de'deshecho durante el francio—
namlento de la sangre humanaa Esta fracclﬁn es por lo tan-
to, disponible en grandes canﬁldades de fuenLes sanguineas
y es relatlvamente barata., En promedio, la fracc16n Cohn
IV%l exhibe act1v1dad en el ensayo de roseta in vitro a
aprox1madamente 24 mlcrogramos° En térmlnos de act1v1dad
en’ el ensayo de roseta, la fraccibn de Cohn IV-1 represen=

ta aproximadamente una purificacibén de 10 veces del suero

" humano crudo. Asi la prealblmina humana pura exhibe activil®

dad en el enuayo de roseta inferlior a un Nanogramo tipica~

R R

~mente de 0,2 a 1,0 nanogramos representa un ‘mejoramiento deg

actividad de 24000 a 120000 veces comparado con la fraccilr

Cohn IV«l ¥ un mejoramiénto de actividad de 240000 =z

l 200, OOO veces comparada con la actividad del suero crudo

.humanog Se cree que este meaoramlento en actividad es debi

‘do en parte, a la remocidn de una fraceibn inhibitoria nor

malmente presente en el suero, ElL procedlmlento complejo
de purlflcaclén necesario para lograr tal grado notable de

mejoramiento de actividad y para producir el material esen

_cialmente purec, se describe después,
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meyor parte de dicha actividad se procesan ademls en las

ebapas finales concentrando as{ las fracciones activas en

;poncnte act¢vo de impurezas inactivas hasta que se obtlene

el material deseado en forma esencialmente pura. Aln cuando

1y S, una breve descripeibn del procedlmlenuo de purifica~

[ous 12 o

El procedimiento para la purificacibn de pre
albfimina humana partiendo de la fraccidn Cohn IV-1 involu=
cra los pasos 31gu10ntes-

laaﬂ Tlltrac16n molecular. para excluir matcr¢a1 de

alto peso molecular y material de bagc rpso mo-

lecular, o - . - .
b.. separacién fraccionada con sulfato de emonio,
2, Crometografia en gel
30 | Repeticién del paso 24 © electroforesis de

7 flujo libre o |

 4°“' Eiecﬁroforesis preparativa en gel, ¥

. "5., 'cromatografla en gel. ‘
' _ - Durante cada etapa del procedlmlento de puri
ficacibn 1és diversas fracclones que se geqerah se ensayan
rutinariamente,rcon prefeiencia vsando el ensayo de roseta
in vitro para detefminar 1a actividad semejante a la della

hormona del timo. La fraccibn o fracciones que conbienen la

volumenes cada vez més pquLenos.i ueparando a la vez el com-
]

1és:representacioneé preferidas de los pasos de purifica~

clén bosqueaados anteriormente se describen en los Eaemnlos

cibn se _presenta después:
8i se devea, 1a fraccidn cruda ComIV-1l puede

.iiofilizarse opcionalmenteo Esto se hace convenientemente

suspendiendo la Traccibn Cohn IV~1 cruda en agua destilada

o deionizada, sgitendo para romper las burbujas y removiens=
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.0 lloflllzada se prepara como una solucibn’ acuosa ¥ con pre

| fraccién Com IV-1 (cruda o preferlblemente 110f111zada) aif

'suelta en.égua destilada o deilonizada se somete a dos £il-

solucidn menchnada anteriormente a bravés de un fracciona~|’

 eliminar los componentes de alto peso molecular (mayores

.que aproximadamente 60«70 mil daltones, dependiendo de la
- cuados son (dependiendo ‘del volumen del sustrato), los fra-

-ccionadores Amicon DC-2 y DC~3%0, Cuando se usa el fraccio-

nador DC~2 una membrana para filtro adecuada es el Amicon

‘rior se somete a obtra filtracidén molecular para eliminan

do después el disolvente y otros voldtiles bajo presibén re-

ducida.
-E1 material liofilizado tiene mayor esbabili~
dad y puede almacenarse en el frio durante periodoé'exten-

S08.e Antes de la purifidacién, la fraccién Cohn IV;i'cruda

“0\:41

2

ferencla se centrlfuga para ellmlnar el sedlmento.

Para la filtracibén molecular se usa como diso

v e
£ 3

vento agua dcstllada 0 dcmonlzaaa9 ajustando prefcriblemen~ .

. 1

te el pH aprox1madamente a 7 y para la separaclén fracciona

da con sulfato .de ‘amonio, se ubiliza un regulador acuoso.

-En una representa016n del presente proceso la

traclones molecvlares para eliminer los componentes que’, tig|
nen pesos moleculares &ustan01almente superiores e 1nfer10-
res a log del componente deseado. Una téenica de filtracidn| .

molecular adecuada involuera, inicislmente, el paso de la

dor de [ibra hueco con un filtro de*membrane -adecuada para

pr3516n de filtracibn). Praccmonadores de flbra huecos ade-

HIDX~50, Con el fraccionador DG-30 un filtro adecuado es el

Amicon HIOY~50,
El filtrado de la filtracidn molecular anbe~-
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"con el aparato DC-)O, el Amicon HIOSH,

cién puéde invertlrse, de modo que se remuevan primero las
.'doo
: sonete a separacibn fracclonada con ,ulfato de amonio. Por

parado con las téenicas de separacibn fraccionada molecular|

?0  descritas anteriormente.

.se centrifuga para eliminar sedimento. La solucibn se trata

materlaleg de bajo peso molecular, Asi, el psso a treves de

un fraccionador de fibra hueco, similar, ajustado ccn nna

membrana para: retener el material de peso molecular de apro
ximadamente l0,000 daltones o mayor produce el materiel de-
seado que tiene ﬁn'peso'molecular de aproximéﬂamenﬁé 550700'
daltones9 que se aisla de la retencibn, Un filtro adecuado
para este fln con el aparaLo DC—2 gs el Amicon HIDpnl()9 y

i R

Alternauﬂvamenuc, el procedimiento Ce f lcraw

1mpurezas de baao peso molecular y después las impurezas de

alto peso molecular6 EL prwmer procedlmlento es el preferi~

En una segunda ¥ preferida rgpresentacién; 14l
fracclén Cohn IV—l cruda O coh preferencla 1L01lllzada se
este procedimiento se obtiene un rendimiento mucho mis al-

to (aproximadamente de ocho veces) del maﬁerial deseado com

"Ta fraccibn Cohn IV-l se disuelve primero en
un regulador .adecuado gque Lenwa un pH entre aproximadamente
7 8 v .8,2 tal como la Trls, conocida comunmente como trig-

(hldrox1met11)amlnometano -azida sédlca y con preferencla

'entonces secuencialmente con porciones de sulfafo de amonio
a una temperatura entre aproximadamente O y 52C, para sali-
ficar varias fracciones. bespués de cada adicibn de sulfato
de amdnio9 el precipitado formado se separa de la capa so=~

brenadante, que se trata ademés con sulfato de amonio.
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. grado de odLura016n apropmado puede chcrnlnarse fhoiimen—

. enlaces cruzados tal como Sephadex G~75, G-100, G=~150 & G-

'~con la curva del 1ogarifmo del peso molecular'(Ver Andrews,

Biochems Ju, Vol, 91, po 222, 1964), Dicha cromatografia en

- 15~

Ta fraccibn que contiene el material'déSéadb
se "salifica" o precipita, cuando se agrega el sulfétd de’
amonio para llever el contenido de sulfato de amonio de Ja
solucidn a una saturecifn de aproximadamente 40 a GONC La

cantidad de sulfato de amonio necesaria para alcanzar el

LR

te a partlr de tablab de solubllldado

El preclthado que contiene el mater¢a1 de~
seado se dcsallflca preforlblcmunte pox tecnlcas oleq cono-
cidas en 1la matcrla, por ejemplo, por diaf iltracidn o prefe
riblemente por d1é1351 de uné solucidn del precipitado en

agua desbmlaaa. El mauer¢al desallflcado se concentra enton

“ces en preparacidn para el 51gu1ente paso, por ejemplo, pox

liofilizacifn partiendo del estado congelado.

En el siguiente paso, el material desoado de
la filtracibn molecular previa o seﬁaracxén fracclonada comn
suifato de amonio se somete a cromatografia en una columna
de gel de polisaclridos la cual fracciona pob peso molecu~

lar los componcntes splicados en la misma, Las columas

adecuadas son aquellas preparadas g partir de dextranos de

200 (Pharmacia Fine Chericals). Un mabterial preferido es
Sephadex G-~150, que pfoduce una separacién Optima de compo-

nentes como sc determina por examen de la Kav en contraste

gel se lleva a cabo en forma adecuada pasando a través de
la columna cargada una elucidn reguladora acuosa que tiene
un pH de aproximadamente 7,8 a 8,2, preferiblemente a alre-

dedor de pH 8,0, Un regulador adecuado es el Tris--Na.Ci—NaN3

“fry

® =
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| Otras membranas que pueden usarse son Amicon UM-2, FM-10 )

Te temperaburs debe ser entwe sproxizadamente Oy 1020y pro
feriblemente a alrededor de 52C, Lag fraccionss elnidaé se
colectan de la cromatografiaz en gel y la, o las fracciones,
que contienen el doﬁponenté deseado pueden determinéise Pon .
absorcidn ultravioleta,.proteina total elufda o bicensayod -
Lla columna se puede callbrar para gue la fraccibn elufda
que. contlene el promedlo del peso molecular deoeaoo plcda
" determinarse féc;lmente (ver Andrews, citado anteriormen=
"?Z;jo""'
La “fraceidn o fracciones deseadas se desalifi
can prefe¢1blemente por dla1151s o con preferencia por dig
flltra016n ¥y concentran en la preparac16n para el siguiente
pago, por ejemplo, por lWOflllzaCIGH. La diafiltracidn se
1leva & cabo bajo presidn (v.g., 70-80 p51[n1tr6geno)_a “tral
vés de una membrana con la medida de poros aproploda., para
" que el material deseado se retengao ﬂembranas adecuadas—que
puéden mencionarse son Amicon UM=-05 y UM-1C, que ticnen un
peso molecular que varfa de 500 a 10.0C0, respectivamente,
UN=-20E,
. En el siguiente paso, el material anterior de
' 1a cromatografia en gel se"recicla'a través de¢ la misma co~
iuﬁna de gel u otra SLmllar, o alternastivamente, se somete
a electpofofesis de flujo libres La,electroforesis @e fluvjo
.-1ibre-se lleva a cabo dé acuerdo con los procédimientos de
por si conocidos en la materia, EL pH debe ser entre aproxi
madamente 5,0 ¥ 5,5, preferiblemente de alrededor de 5,25,
Un regulador preferido para establecer dicho pH es el ace~-
tato de sodio~fcido acético. Lo localizacibén del componente

deseado puede nuevamente eshablecerse mediante el uso de ab
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”proccdlmlentoo Es prefcrlble que tal electroforesis we lle~

'guladora tengan un pH entre aproximadamente 8,5 y 9,5, con

‘nente obtenidc puede determinarse por téenicas analiticas

rstandard tales como el uso de electroforesis analitica de

'nal puede determlnarse poxr bloensayo. Como paso final, el

_tiene el material activo, lo que se juzga por el criterio

criben las preparaciones de la prealbimina humana esencial-

menbte pura, y de la parcialmente purificada, asl como los

. o
que las descripciones aquf ccnienidas son solamente ilustra

~17 -

sorcibn ﬁltravioleta, proteina total y/o mltodos de bf@en&g
yos y/o mediante el uso de una columna calibrada, R

- E1l material deseado obtenido en el paso ante
rior se somete entonces a electroforesis prepgratiééren dig

co de gel de poliacrilamlda, en la forma usual para dicho
ve a cabo en-tal forma que el ueparddor de gel ¥ eWtCLén re
preLerenc1a a alrededor de 8,9° Un regulador prejnrzﬁo para
eptablecer dicho pH es el Tris~HC0l. Normalmente, después

de este procedlnnento, se obtiene la prealbfimina humana

elect rofor&tlcamonbe homogéneao La homo&cneload del compo=

gel de disco o cnfoque 1ooelCctrlco, y la actividad horno-

material gse libera del fcido poliacrilico y las sales resi-

duales por cromotografia como ge describid anLeriormenie,
hadex G~75, El primer pico que se eluye de la columna con-

mcnc¢oaaao anteriormente, y el producto en sf mismo puede
obtenerse por_lloliliiaciéna

-
.

Bn Tos ejemplos especificos sigulentes se deg

bioensayos utilizados y los resultados obtenidos de los mig

mos. Debe reconocerse por aquellos peritos en la materia

tivas de la invencién y no deben considerarse en ninguna

en una microcolumna de polisacéridos preferiblemente de Sep)

-
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forma como limitantes del compo o eseucia de la invencidne

Ta literatura citada enberiormente y s 10s

ejemplos se incorpora aqui como referencia y forma parte. de

‘| la mismae

EET 1 e

JEUrlflca016n de prealbﬁmlna humena a partir de 1a *racclén

- A

Cohn IV-1. , ' - ) P

Cuatro kilos de la fraccibn de sangrefhﬂmana

it

'Cohn IV-l (Lutuer Lahoratorleg) se agitaron en 20 ilt os de

agua deSullada dos veces, & )00 por & horas, y se llOlelZR-

" ron para daxr 1105 B. de materlal seco que se suspendid en

10 volumenes de agua de:.onlzada° El pH se agusté a7, 0 con

"-:'hldr6x1do de -amonio y la mezcla se aglt& durance 1 hora a

-temperatura amblenteo El sedimento se elimind y la capa. ‘SO=
brenadante se pasﬁ a través de un cartucho de HIOX-50 en un

: aparato Amicon DC~%0, La frsccibn de peso molecular 1nfet
riér obbenida en este paso se pasd a través de un cartucho

HIOSM en el mismo aparatos Después de la liofilizacidn del

" producto retenido se obtuvieron 50 go del material gque se

cromatografid en porciones de un gramo (después de»la diso=
“lucibn en el regulador mencionado posteriormente) en una co
; lumna de Sephadex G-75 (Pharmacia Fine Chemicals) de 5 x 90
cn equlllbrada con regulaﬂor 50 mM Trlsuloo mM NaCl-0, 02%

a21da sédlca de pH 8,0 a 59C, Ia cromatografia se contro]é

-por las medidas de la densidad Sptica a 280 nm, los conteni

‘dos de cada tubo se liofilizeron v diafiltraron para deter
miner la proteina total ¥ déépués se sometieron s un_énsayo
de Toseta in vitro. Se recuperd mis del 90% de eluato acti~
vo en una fraccidn ligeramente rebardada en esta columna,

.con un valor de X _..de 0,205 correspondiente s una propor-

O
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¢ifn de peso moleculer aproxinadamente de 50,000 a 70,000

daltones. Eote material (total de todas las corridas- Ge un |

gramo = 20 gramos) se sometild enbtonces a electroforesis de

flujo libre a: pH 5 2) en un sistema regulador de aontﬁto

(25 mM NaOAc-7? mM HOAc), Como anteriormente, el progreso sq -

_Lcontrolé por la densmda& épblba, proteina total y*blﬂensa-

yoe.E1l materlal rcaultante de la combinacibn de 1dQ Tracclo

nes act;vas se purlflcﬁ ademfs por electroforesis pr;para~

ce crﬁiédog'El eépaciédor v las muestras de gel de 0,060 M

en Tris, se ajustaron a pH 6 6e6'8 con HCl., Bl separador

de gel de 0,375 M en Tris, se aausmé a pH 8,9 con HCl. El

'{ regulador del recipiente del electrodo fue 0,024 M en Tris

¥y 0,192 M en glicina, pH 8,2-8,4, La elucibn regulaaqra de

0,375 M en Trls, se aauobé a pi de 8 ,8-9,0 con HCl. La acty
v1dad se eluyd en una fraccibn migratoria entre el VegblgLO
de color (azul de bromofonoW) v la fraccidn de albfiminae Eg

te materiol (sproximadeomente 100 mg. en tOoaJ) se homogenci

1itice a pH 8,9, ' e e

"Ta repeticibn de la cromatografia de Sephadex
como se describib dnLeraormeaL99 en una microcolumna (0,8
por 76 Cn) d16 prealbumlna esemcxalmcnte pura COmo un uéll“
do blanco. N

Se enconfré-que el valonr de SEOQ determinado

‘por velocidad de sedimentacidn en la ultracentrifuga Spincg

modelo E fue de 4,07 y el peso molecular de la molécula de=
terminada por equilibrio de sedimentacién fue de 56.700 dall

tones. Despufs de trabamiento con clorhidrato de guanidinic

.5 - ditiotreitol al 0,8%-fosfato 0,01 M (regulador) de pH

rt¢va de gel de poliacrilamida us ando un 10% de geL de enlan .

wh olcctrofoLculcarbnte cuvande se corrid en un sisbema ana-

-
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hubo dlsoc1a016n parcial en cuatro subunldades con un peso

5,2 seguido de urea 5 M-dodecilsulfaoto sfdico al 0,1% ~di

tiotreitol ol 1%~ buifer de fosfato O0,CL I de pH 7,4 segul

do de electroforesis a pH 7,0 en gel de acrilamida conte-
niendo dodecilsulfato sbdico, se enconbrd que el peso mole-
cular del material no disociado fue de 52,000 daltones ¥y
molecular de aprox1madamente 13500 daltones cada Lne°

Lz proteina fue homogénea por enfoque.lsoeé

-
by o

léctrlco en gel de pollacrlladea conbeniendo anfollnas cor

un régwmen de pH-de )--109 y tuvo un punto 1soeléctrlco apro'

ximado a & 9De El anallsLs de N-terminal obtenido por dansi
1a016n 1nd106 la presen01a de derivados correspondlenbe 'a

1a &ans1lgl¢clna yfx—dan511hlst1dlna. Ta compoololén de ami

noécldos se determlné por hldIOllSlS de la proteina y cro- |

matografla en un analizador de am1noac1dos Durrm, baao .con

_ diciones standard v produjo la composicibn 51gu1enie:

Aminofcido . . % Holecular
Acido asphrtico 6,6
Tréonina o % 945
Serina ) 93
Aeido glutémico - 10,3
. Prolina L o 646
' Glicina - o 8,%
. Alanina . - ‘ o o 957
.Cistina 1/2- B ,. 0,9
Valina S - 9,5
Metionina _ : 0,7
Isoleucina o : 4,0
Teucina ' . -5,9
Tirosina . 2.3

PO

R
QUALITY
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" comparacibn con nuestras auténticas de prealblmina hunana.

-2l -

Aminofcido h % Moleculax
TPenilalanina | 3,9 35 '
Triptbfano : . 1,0
Iisina =~ . R C 6,3
Eistidina . S 3,1
VArglnlna S o -3, 2p},i

. Ta 1denb1f1cac¢6n se es stablecid ademis por .

EJTMPLO 2

Tnoavo de roscua ‘in vitro durante la purlflca016n de predl~

blinina humana )

.'esenc1almente como se describe por Bach, J Po, et ale, Eroc|

‘Natle Acads Scie Us So Ao, Vole 68, De 2734 (1974)° El pro-

¢ -~ El ensayo de roseba in vitro, Se 1llevd a cabo

NaOH 1, pota a gota, con agitacidn, para disclver todo ‘el
By B 8 3 3 3

'polvop Ta solucibén final cé'diluyé'Zl-lOO en una solucidn de

lucibn conbeniendo 0,106 mg/ml, de la sal sbdica de azatio-

prina, pH 8,2, Esta solucibn se filtré a través de un fil-

tocolo exacto fue como sigue:

A, preparaclén de una solucmén tipo de la sal SG

dica de agzatioprina.

Se disolvieron 277 mge del é01ao de azatiopril

un matraz volumbitnrico. Sc agregd aproximadamente 1 ml, de
F et b AppeRle ahn s N -

sal do Hank balanceada, pH 7 s2y Preparada a partir de un me)

dic en polvo (Difco Labso, Dcur01t,_Mlch) para dar una So-

tro-de miliporo para efectuar la esterilizacibén. Le solu~-.
cibén final se almacend fuera de la luz en un refrigerador.
Ta estabilidad se checd mldlendo la. densidad Optica a 280
3350 nmoe

na libre, (Imuran, Burroughs Uellcome) en 25 ml. de agua enj
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" Tos bazos individuales se'homoweneizaron y lavaron éﬁ solu~
aglutinaron a 200 x g. duranbe 10 minutos en una centrifuga

reirigera&aoiSe preparbd una suspen516n flnal de 4C-60 x 10
- de c&lulas nucleadas por mililitro. ' - .

‘lidad de las éélulas de bazo timectomizado a la sal sbdica
' prendiendo de 25ug/tubo al 56 pg/tubo, usando dllucloneg
,‘.serladas dos veces de 0 25 ml, de la solucmén tipo (parteA,

" en solucibn de Hanko La suspens16n de cClulas del bazo pre
) (496 x 10 células/tubo)°

- riadamente dos veces~en_soluéi§n de Hank, A cada dilucibn
.la sal sédlca de azatioprina en O 125 mlo de ﬂolu016n de

: Hank (ver anteu) y 0,1 ml° ‘de la squenSLén de cblulas del

'_baron a 379C en un bafio de agua durante 60 minutos. 042 Ml

10,125 ml, de esta sugpensifn SRBC y las células se agluti-

-22 -

Do Para el ensayo en si mismo se usaxon eblinlas

| del bazo de un ratdn macho aduwlito C57BL/6 Simonsen Ge 6 a &

semanas, timectomizado 7 a 30 dias antes de sacrificarlo.,

cibébn de sal de Hank balanceada N enfrn.ada° Las célu¢as se

6

Series de control: Para determinar lz sensibi

de azatloprlna, la sal sbdica de azatioprina se tituld, coml

parada anuerlormente (0, 1 nl,) se agregb a cada d11u016n

Series de prueba: Las fracciones de prueba de

prealblmina humana (alicuotas de 0,125 nl.) se diluyeron sg

bazon

B ' '__ © Ambas serles, de control y de prueba, se incy

-de eritrocitos de borrego al 50% (SRBC) en solucibn de Al-
sever (Grand Tsland Biological Co., "Gibeco", Grand Island,
ﬁqu), preparada 2 dfas prevismente, se diluyd en 15'mlo de

solucidn de Hank, Se agregaron- a cada tubo en ambas series

V'ide 1la fraccidn de prueba se le anregaron 2,5 microgramos de -
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naron en uns centrifuga con refrigeracidn a 200 x g.fdurag

te 5 minutos, Las células aglutinadas se refrigerapénﬁa

49G por 90 minutos, se suspendieron culdadosamente en un rg
tor dvurante 5 minﬁfbs vy se contaron las rosetas eniuﬁlhemg
citbmetro de MalésSez. | 1 ' :

L, act1v1dad especiflca se determing’ por la

)

cant¢dad minlma de proteina en las fracciones de p:acba que

-'1nh1b1erpn 1a formacién de roseta en un 50% o més en,preseg

cia.de 2,5 pg/tubo de la sal sbdica de azatiopriné;?La ac~ |

tividad'especifica de lag fracciones obtenidas durante la
purlxlca016n (uaemplo 1) se mestra en el cuadro siguiente,

que ‘es un factor de pur¢floaclén relat:vo, usando la frac—

':’clén Cohn IV—l como una referenula. .
Actividad en Factor
Ensayo de ro-~  de puri
: - ' . seta - ficae
Paso Fraceibn (yg de protefna) cibn.
1 TFraccibn Cohn IV-le ' 24 1
-2 Cartucho de retencibn
DC-30 HILOSHM. 3 8
3 Cronatografia en Sephadex I L .
, G~75, ph 8, fraceibn 2, 0,1 240
- Electroforesis de flujo .
bre, pH 5,25 fraccibn 2o 0,0L 2,400
5 ‘Electroforesis preparatlva '
. en gel de poliacrilamida,
8,9, fraccibn lo . 0,002 - 12,000
6 'Cromatografia en micro~ '
Sephadex G-75, fraceién 1, 0,0004 - 60,000

El cuadro anterior demuestra el uso del ensg

yo de roseta in vitro para controlar la purificacibn de la

preslbliming humana; v demuestra que se ha logrado una puri-|
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ficacifn de 60,000 veces, basada en la actividad de la frag

- 2N

:

EeS
l:t -

cidn Cobn IV-1l.
| ETEMPIO 3

Batbinulacibn de sintesis de amticuerpos

_:estén abatldos experlmenvalmente en su respuesta inmuinold-

" na obtenlda de otra especie, la estimulacién ocurre & un
cherpos que tlenen la capacidad parsa "heutrallzar" el mate

risl extrano@

"Ia clase 65731/6) con una sola 1nyecc16n 1ntravenosa, de

'eritrocitos de borrego (SRBC) como un estimulante antigéni

" na de suero de bovito (BSA), Siete dlas después los anime-
les se sacn.u.:f.‘lcaron.3 se &lﬁccc1onaron los bagcs y cada uno
'se_ut;llzé'pararel ensayo de anbticuerpos in vmtro, de acuel

' do con el método de Jerne, Ho K., 6t al, Science, Vol, 140,

-lulas del bazo.

Cuando los animales normales o animal s que

gica, se 1nyectan con un antigeno extrafio, Vofe, una ‘proted

mecanismo de defensa lnmunolégico? Voo, sintesis de anti~

L Protocolo- se Lrataron ratones normales (de

COo A} mismo tlempo los ratones de prueba se inyecltaromn in
travenosamenbe con una cantidad de prcalbamlna humana (Lna

fracc16n apropliada como se 11Lstra en cl cuadro en el Ejenm

plo 2). Los raconos conbrol rec1bleron el anmigeno v albumx

Do 405 (1963), La respuésta de anticuerpos se expresa cOmO

glfnﬁmero de células que forman placas (PEC) por lO6 de cé

Ae El siguiente cuadro ilustra la formacibén de
anticuerpos utilizando una fraccibén de prealblmina humana
("hormona') correspondiente al paso 2 del cuadro en el

Ejemplo 2. Se eﬁsayaron anticuerpos 198 (IgM) y 78(Is®)e
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Material inyectado PFG/106 cblulas del bazo
198 (Tgh) 75(Iz6)
Solueidn salina ' 33 2
SRBC N 105 B
SREC + 10 yg. hormona . . 193 o e
SRBC +7loq ugonhorﬁona' o 249 S o
SRBC + 40b Vg, hormona 276 ; . 51@;
Solucién salina + 100 VS : ‘-"
hormona - 7 o 1 fJ}'
'Solﬁciéq salina + 400 yg. | ;
BSA _ o ' 3 1
SREC + 10 pge BSA : 120 119
SREC & 100 pge BSA C s o
SEBC + 400 pg.’ BSA 156 s

prealblmina humena incrementa significativamente la capaci

.zog de ratones 0-57Bl/6J, se cultivaron y se trataron des-

rimento fue del paso 3 del cuadro en el Ejemplo 2. Ta res=

Tos datos muestran que la administracibn de

dad de las células dél bazo para sintetizar anticuerpos 7S
y 198,

B, Il efecto de la prealblmina humana ("hormo=
na') en la sintesis de anticuerpos se puede demostrar tam-

bifn on un ensayo in vitro. En este ¢aso 1as cblulas del ba

pubs con eritrocitos de ‘borrego, e;itrocitos de borrego més

hormbna, u hormona sola. La hormona utilizada en este expe

puesta de anticuerpos se midid después de 5 dias de culti-
voo_Soldmente se midieron los anticuerpos 198. Los resulta

dos se expresan en el cuadro siguiente:
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Materiagl agregado al gspucs ba de Awmticuerpu 198
cultivo de células . (PPG/iOJ células del baa )
del bazo ) N o '
——— ' ) o ' 4
SRRC _ . T azma
SRBC + hormona (10 pge) . - cp097 7
“SRBC + hormona (50 pgs) B 1964
Hormona (50 pg)e 58
S Loé resultados anteriores demuestran que la

‘preparacién dé prealblimina humana fue activa al estinular
" tro.,

" Efecto de la preslblmina humana en ratones timectomizados

ﬁzar anticuerpos en respuesta a la provoca016n por ant¢genov
~especificos y no tienen inmunidad mediante células, es de-

. cir, no puéden rechazar un.injerto de piel a partir de una

opeLatorlas de 1nfecc1ones wonerallzadao dependlendo del

.grado de agentes infecciosos del medio ambiente en el que

trado en una variedad de especies y también ge ha visto en

la sintesis de anﬁicuerpos 1gli(198) cuando se egregd in vi-

EJEMPLO 4~

neonatalmente

’ Esfé bien establecido que la timectomia neona
tai produce una invaiidez inmunolégica. Los animales opera-
dos dejan de crecer normalmente, muestran agotamiento y tig

nen poca- resmuten01a a 1ag infecciones, no pueden sinteti~

‘clase alogérica de la misma especieo Generalmente tales

anlmales operados mueren dentro de cinco a diez semanas pogh

se alojan. Este sindrome de timectomlia neonatal se ha demog

nifios que nacen sin timo o con aplasia y displasia timicas

Miller, JoF.A.P., et al, Physiol. Revs., Vole 47, Do 137

7
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(1967) y Trainin, N., Physiol. RoVuoa Volo 54, po 272°

illbres de pabégenos 1nfeocmosos especiflcos. Grupos .48 10

T ron tratados como se indica despubs. Se usb albumlng)de

mento fue aquélla del paso 2 del cuadro en el Ejemplo 2,

e gcuerdo con el método de Mishell; Re Lo, Jo Jxpe Medo,
' Vol. 126, pe. 423 (1967). Los resultados se expresan en la
tabla inferioro '

. Respuesta de anbicuerpos l9S(PTC/lO oélulas del bazo)

"Rattones tratados con hormona Ratones tvatados con BSA

(1974) . , SR

. Protocolo: Se timectomizaron rabtones C-57B 1/
Ka dentro de las 24 horas del nacimiento utilizanda, -i‘.’e‘cni—

cas qulrurrlcas esterlleu y alojamiento baao condlﬂ*ones
cada uno de estos ratones tlmectomlaados neonata]mﬂnbu fue

sﬁéro.de'boﬁino (BSA) como una ppoteina de control. .
Ae Sintesis de anticuerpos J
. o  A1 pfincipiar lag nueve semanas de la posti~
meotomia, cada rabbn se 1nyec 6 intraperitonealmente en
dfas alternados (ocho ;nyec01ones en total) con 1 mge por
inyeccién por ratén, de preparacibn de prealbluzina hgmana

("hormona) o BSA., La hormona utilizada para este experi~

Tos animales se sacrificaron una semana despubs de la Glti-

20 inyeccidén de hormona y 5 dias después de una sola inyec-

¢ibn intraperitoneal del antigeno, eritrocitos de borrego.

Lag concenbraciones de anticuerpos. (198) se determinaron

El cuadro anterior demuestra que la adminig-

trocidn de la preparacién de prealblmina humana restauva a

s
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1__des dg ratones de una clase no relacionada, la naturaleza

_ liferativa de cadé célula° Como se indica después, en una
i'llferaclén, o sufrimiento de blastogéne31s por adicibn a

una agrupacién celular, antes de mezclar, un agente'que in

hiba la divis';ién.celular° Ia habilidad de las células para

. dos neonatalmente o de ratones (carentes) sin timo genéti-

'vcaménte.son incapaces de este Tipo de reconocimiento, es
decir, no.responden a la féacci6n de linfocitos mezclados

‘-,de otra clase. = . K

'Goldsteing Ao Lu,y et ale, Jo Immunole, Volo 106, pe 773

(970).

‘neonatalmente tratados a leg cuatro semanas de edad con in

— D8

los ratones timectomizados neonatalmente la havllidad pars
sintetizar anticuerpos 195 en una respucsta a una_p:aﬁocar
cibn de eritrocitos de borrego, un antigeno dependiente ti
mico, - Bk

By Ia ihteraﬁcién.de 1£nfocitosrmezclado;a:

Cuando 1as células 11nf01des de ratoneg*de

una. clase especiflca se mezclan in vitro con célulab llnfOﬂ

"extrafia", desde un puntq de vista inmunclégico, de las cf|

lulas a otro diférente da por resultado una respuesta pro=-

de las dos agrupaciones celulares se puede 1mped1r la pro-

reconocer o admitir células extraflas es un reflejo de una
respuesta inmunolbégica mediante células. Esto es lo que se
1llana reaccidn de "una forma" de linfocitos mezclados.

Las células linfoides de ratones timectomiza

cuando se incuban con células 11nf01deu de ratones adulLos

El protocolo usado fue aguel deécrito por

Tos datos mostrados abajo se obtuvieron con

cblulas linfonodulares de ratones C5751/Ka timectomizados

G,
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-'nales)'y;bazos. Suspensiones celulares de los nédulosjde

paradamente y dedujo del valor de la reaccidn de células

‘mezcladas para dar la diferencia en cuentas por minuto

célulase -
Los datos obtenidos fueron como sigues
2 .
) ?J-Incorporascidn de Timidina
MTratamicento ) ﬁ@PMl Indice de estimulacion2

" bovine = - 11,596 ) 28 4

2

yecciones subcutfneas, finicas, en un perfodo de dos séma~

nas, de un miligramo cada una de "hormona' correspondiente |

al paso 2 del cusdro en el LEjemplo 2, Un grupe control de

ratones C57Bl6/Ka timectomizados neonabalmente recibiéron

dosis similares de un miligramo de alblmina de suerd-de bo- -

ron.los nddulos linflticos (mesentéricos, axilares e ingui-

mezclada, usando iguales nlmeros de células (A) linfonodu~
lares C57B16/Ka y células (B) élégénicas (BLA)+ Ta incorpo

racién "fundamental" para cada tipo de célula se obtuvo se

QACPM), resultante de la interaccibn .de los dos tipos de

L3t a0 maee)

L1bfmina de suero de

Hormona 18,358 | 48,8

1ncpi = AXB - (4 + B)

‘gIndice de estimulacibn =

AXDB-
3

Is evidente que las células linfonodulares de
los animales tratados don la preparacidn de prealbGmina hu-

mana muestran un incremento aproximadanente de dos veces en

vino, Los animales se sacrificaron entonces y se disecciong

linfa de cada ratén se trataron en la reaccién linfocitica |
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el Indice de estinulacidén, Estos dabos indlican gus lag cé-

.86 histoincompatible de ratones, _ o Cea

" Proliferacibn del tejido linfoide

-muestran una insuficiencia de linfocitos. Esto es un refle-
" gran nimero de células linfoides que se exporbtan hacia,y ¥
~cimiente y maduracibn de las estructuras linfoides norma-
les,
néticamente de 4 semanas de edad se les dLd ocho inyeccio-

- prealbimina humand ("hormona") correspondiente al paso 2

-del cuadro del Ejemplo 2 en un periodo de 2 sémanas antes

1. .

lulag de los ratones timectomizados neonat&lmente tratados
con esta preparacidn fueron SLgnlfchCWV1mente ﬂPJOf&dOS
en su capacidad 1nmun016glca como. se refleja en su cdpac1-

dad. para "reconocer" las células llnfonodulares de una cla

EJEMPLO 5 o R

Los ratones que son, privados de su gi;ndu¢a
tlmo dentro de 24-lt8 horas de su nacimiento (timectomia ned
natal) o ratones (carentes) atimicos genutlcamenue dejan de
desarrollar tejido 11nf01de normal, Esto es, sus nédulps_

llnfétlcos v bazo (los brganos llnfOLde ) son pequefios y
jo del hecho que.tempranamente en la vida, el timo produce
siémbran, los Organos linfoides periféricos cuando estas
células proliferan, Esto da por resultado normalmente cre-
"Protocolo: a ratones (carentes) atimicos ge-
nes subcutfneas, diariamente, de 1'mg. de la preparacién de
de sacrificarlos. Ratones control, recibieron inyecciones’
de 1 mg. de alblmina de suero de bovino., Ios nbdulos linfh
ticos (mesentéricos, inguinales y axilares) se disecciona-

ron, secaron y colectaron y se conté cl nfimero total de cf

1u7as linfoides. Los datos son como sigues:
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-+ 200 veces.

- 3L

fLd v

Albfmina de suero de bovino Hormond

Tejido - Ne de células Ne de céIﬁlas
‘ ’ PN 8
Bazo -. 1,02 x 10 1,8 x 107
Nédulos linfoides 21,3 x 10° 41,5 x 108

. Puede notarse que la proliferacibn de cé1u~.

las’ llnfOldes en ratones normales debe ser baao reould016n

timlca. Tos patones (carentes) sin timo genétlcameng tle-

-nen’tejido 1infoide pequeiio, no desarrollado. Los aatos an-.

teriores indican un incrementeo, en los ratones tratados

con prealbfimina humana, en el nfmero de células linfonodu-

. lares por un factor de ~2 x 102,"i,e°, un incremento de

v

EJEMPLO 6

Bs leu13016n pox ‘mitbrenos: Blastozénesis en exposicidn. a

la Concanavalina Ao

Las células linfoides de ratones carentes, dg

bido a que son irrespondientes inmunoldgicamente, no reac—

cionan a la Concanavalina A, un mitdgeno conocido por ac-

i--4 v Ay rie e ave

tuar sobre las células T capaces 1nmuu016glcumente, accle—

" rando su madurscidn ¥y dlf@1@noma016no'

' Protocolo: El tratamiento de ratones caren~
tGo fue como se douorlblé para la prollferaC16n del tejido

llﬁfOlde (Ldemplo 5) uoando la mismd preparacibn y cantidad

de prealbumlna humana. El enuayo usado se describe por

Claman, He Wey Jo Immunol., Volo 112,. pe 960 (1974) basado
en la 1nocrfsraclén de )H"tlmldlna en las células linfoi~

des incubadas in vitro con y sin adicidn de Concanavalina

A (miles~Yeda, Kankakee, ILll.)
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Datos obtenidos: . ceME

'Células de ratones tratados con BSA
+ fosfato-solucidn 1uot6nlca reguladora
4+ Concanavalina A 110 |

Células de ratohes tratados con hormo-'
na + fosfato-solucién isoténica regula
-dora + Concanavalina A . - - H19

>}EPromedib.de-3H~timidina incorporada por tubo de incuba-

cibn, 7'-— o o .

Ia lnye0016n de la preparaclén de przalbuml-
na humana 1ncrement6 en aprox1madamente L veces la‘respues
;ta mitogénica.de 1as células a la Concanavallna A, Por lo

~ tanto, la adm1n¢strac16n de este material a ratones caren~

- Yes, 1ncrement6 el numero de cclulas de paclente que exhi-

" ben propiedades de células T en su respuesta al mitbgeno.

EJEMPTO

Maduracibn in vitro de linfocitos humanos a las células T

capaces inmunolbgicamente

E1l nlnmero de célulao que forman rosetas E es

’ ponténeas de eritrocitos en 11nfoc1Los de la sangre perlfé

Tica es un indice de la capacidead inmunolégica del pacien-
ite, puesto que este indice reflejs el numero de celulas T
'capaces 1nmunolénlcamenie circulantes,

o En individuos normales9 el nlmero de células
de'ibse%a_Efen la sangre perlferlca representa generalmente
_ei 65786% de la pﬁblacién linfocitica total. Se observan
frecuentemente valores inferiores a este rango en cstados
deficibﬁtes inmunolbgicanente, influyendo enfefmedades ma-~
lignas, aplasia o displasia timicas, artritis reumatolde,

etco

Protocolo: los linfocitos se cepararon de la
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sangre periférica humana en un gradiente de Ficoll-Hypaque,

Boyun, Ae, Scan. Jo Clin, Dab, Investe, Vole 21: sap1£'97;--

(1968), ILos linfocitos T se identificaron por la fo“m scibn

espontinea de rosotas con eritrocitos de borrego, Bentw1ch,

Ze, 6t alo, Cline Immumnol. Immunopath, Vol 1, ‘Pe 511 - (19774

-Se congldera significante un camblo de + l (en una-escald

de 100% )o Los datos obtenidos son como 31gue.,

INFLUENCIA DE PREALBUVNINA HUMANA (HORMONA CORRESPONDIENTE

AL.PASO 3, CUADRO, EJEMPLO 2) IN VITRO EN TANTO PORCIENTO

‘DB GDLULAb QUE PORMAN ROSETAS ¥ ESPONTANEAS -DE ERITROCITOS ,f-

EN LINFOCITOS DE LA SANGRE PERIFERICA DE INDIVIDUOQ NORMA-
LES Y PACIENTES CON ENFERMEDAD DE HODGKINo ;

Ianf001tos de 1nlclal de +50 ng. +Estracto 13 +RIS(l>

~ siete indivie de  _ hibitorio. %3 +50 ug.de
duos normales - rosetas E  Hormona bazo (RIS) Hormona
1 0. 70 NoDo™ NoDo®
2. 65 65 NoDe  NoDo -
3 - 6l 68 . NeDe N.De -
4 66 . 55 - NoDo NoDa
5 66 60 uy 68
6 68 169 48 64
7 7 - 72 69 50 7L
‘Iinfocitos de : e
seis pacientes
_con enfermedad
- de Hodekine
1 67 66 NoDs NeDo
2 62 72 - NeDe NoDo
T3 48 70 NoDe NoDo
4 55 70 NJDo . . NeDs
5 62 78 43 66
6 4% .90 . 50 - 54
®y,Ds = No hecho (1) 10 pg. proteina/tubo de prﬁeba
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=*%£mica*inadécuada es la base para los nlmeros inferiores de

“humena incrementa el nimero de células gque forman rosetas

Tos resultados anteriores sugieren qﬁe—incu—

" bacibn in vitro con la preparacién de prealbfimina humsna de-

linfocitos de la sangre periférica de individuos qué fienenr.

procentajes més'béjos que los normeles de células que for-
man rosetas E espontfneas dan porhresultado ﬁn inqrcm?nto

-en el porcentaje de estas éélulaso Tales datos hanjs;do in

terpretados para indicar que la concentracibén de hormona. -

| Celulas ‘que forman rosetas E en estas condlclones CILnlCaSu.
In contraste, las células precursoras estin apareniemente
presente; en estos individuos puesto que la incubacién de
estés células con adicién de la preparacién de prealblming
E espontéﬁease :

Pacientes con enfermedad de Hodgkin frecuen-

' te@ente muestran niimeros més bajés que'los normales de cé~
lulas que forman rosetas E ésponténeas; Tos datos anterio-
res revelan que los linfoeitos periféricos en 5 de 6 estu-

dios de pacientes de Hodgkin mostraron, en incubacidn con

5fficé%ivo en el porcentaje de células que forman rosetas E
-géponténease‘ - '

o . En adlclén, la prepara016n de prealblimina hu-
maaa contrarrcsta el efecto 1nh1b1torlo de un exiracto de
"bazo de pacientes con enfermedaq de Hodgkin en ¢l nlmero dg
-células,que forman rosetas E csponténeas en los linfocitos
de sangre periférica de individuos normales y en un pacien

te con la enfermcdad de Hodgkin,
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.racibn de prealbfimina humana altamente purificada (corres-

" colo fue como sigue:

_que hablan 51do tlmectOmlzados dos semanas antes dé usarlos

{,abajos

Rat6n normal, no timecto-

- mizado _ . 4 0 478 Uge de azatlo—
o ’ prina
Rarén timectomizado, in- 4
yectado con solucién sa- : 25 pg. de azatlopring
ling : : ,

‘Rotbu timectomizado, in-
yectado con 2 nge de pre~

EJEMPTO 8

hetividad en la preparacidn de prealblmina humana in vivo.

' E1 ensayo anterior de células que forman ro-
sebas de borrego referldo en el Ejemplo 2, se ap1106 tamn

bién en ensayos en los que se administrb in vivo une prepa

PR

pondientghal paso & del cuadro en el Ejempld 2), Ei proto;

Ia preparacibn para ensayarse se administrd

a ratoﬁés CS?Bl/G.adultos normales (de 6-8 semanas dé édad)

Se les dleron 1ntraper1tonealmente en dOalS de 2~ ng por

'1'rat6n, 1nyeccmones diarias en cada uno de los tres dlas su-

cesivos, _ 7

" A las 24 horas siguientes a la fltima inyec-
cibn, los animales se sacrificaroh, 103 bazos se extrajeron
répidanente, las suspensione; celulares se prepararoﬁ ¥ se

usaron en el ensayo de roseta, Los datos se representan

0,195 pg de azatio-
paracidn ' - prina
Rabbn timectomizado in- : -
yectado con 4 pg de pre~ - 0,098 ng de azmatio-
paracidn prina

~ Tos datos anteriores muestranque la capaci-

-
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Adad inmunolégica fue restaurada para las células del bazo
de ratones timectomizados por la administracidn de la preps
racibn. Debe hacerse notar que la inyeccibn de la preparaw
016n de predlbumlna humana purificada restaurd a lqs cblu-
las del bazo de Los ratones tlmectomlzados una senuLbllldao-

a los efectos 1ah1b¢torlos de azauloprlla, basada 01 el nh
mero de céluJas que forman rosetas del bazo, 1gua1 aquel

" de las células del bazo de ratén normal, La actividad abso

-I"E“V\' nt i JEN

luta de la preparaclén usada en este ensayo es de 09: nge
en,elrensayo in v1troo'

EJEMPEO 9

Purificacidn alternativa de preslbiminz humana de la frac-

I citn Comm IV-1

Se agitan 100 g. de la fraccidén Cohn IV~1'(pe

s0 humedo) conn 500 ml de agua destllada durante cuatro ho-

- Tas a 2-500o La suspen316n se 110flllza entonces, dando

aproxlmadamente 40 g, de un polvo seco. Este material se

disuelve entonces en 1000 ml, de Tris 50 mM ~cloruro de 50

~ dio 100 ﬁM~regulador’de~azida sbdica al 0,02%, pH 8,0, ¥

'bién:se cen“rifuga entonces a 13,000 x go durante 30 minu-
tov s 2-52C, Ta capa sobrenadanLc de color verdoso claro
en un rec1p1ente adectiado rodeado de hielo se satura enLon

ces al 40% con sulfato de amonio por la adicibn de 243 g.

.de sulfato de amonic a 1000 ml, de la capa sobrenadantes

Ta suspensién se deja sedimentar a 5¢C durente la noche y
el precipitado se remueve por centrifug greibne La ceapu so-
brenadante se satbura entonces al 60% con swlfato de amonio
por la adicidn de 172 g. de sulfato de gmonio a 1000 mi, d¢

la capa sobrenadante y el precipitado se colecta como an~
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‘ Sephadex gs de & go

-se descr1b16 en el Ejemplo 2,

tes., Fl precipitado se disuelve entonces en el volumen ming_:

mo de agua destilada y dializa exhaustivamente contra agﬁa

destilada en frfo y liofiliza para dar 17 g. del ﬁé%éfial.
El material anterior, em alicuotds de°1 Bos

se aplica a una columna de 5 ¢ 90 cme de Sephadex G~l50 (vg .

2,

1émen total de 1.760 centimetros cublcos) equlllbrada con

Trlc 50 mM—cloruro de sodio 100 mN—az1da sédlca al” O 202%,

pH 8,0 y la columra se eluye con el mismo regulddOIo El ma
uorlal eluyente en el réglmen de peso molecular de 40 OOO~
70, 000 daltones se colecba, desalifica por dlaflltraclén a
uravée de una membrana de Amlcon Ui-10 a 70-80 p51 de pre=

516n de nltrégeno v lloflllzao ElL material total obten:do :

'.despues de todas 1as graduacloneg de 1l g en la columna de' .

rd

Después de la cromatografia de este materlul,
en alicuotas de 1 g, como se describe anterlormente, usan~
do- la misma columna de Sephadex, seguido de diafiltracibn
v liofilizacidn como antes, se obtienen 2 g. del material.

EL cuadro.infefior ilustra el peso del mate-

rial y la actividad en el ensayo de roseta in v1tro, como

L hd o Sryedie g mven

L ' peéq en seco actividad - ensayo de :
Material - (gramos) . roseta (pgs.)
Colin IV-1- R 12

Precipitado de sulfa

+to de smonlio al

40-60% 17 1,6
G-150, Froceién 3 U 0,20

G=-150, Froccibn 3,
repvu3c16n 2 0,02
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" someterse a electroforesis preparativa de gel de poliacrié .
'blé en el Dgemplo l para producir. el material obdeto9 esens

.sayo de roseta 1n v1uro comparable a la que se descrlblé en

| LERLE I

' Eféctq de prealbfiming humena in vitro en la promocibn de.

" El material del procedimiento anterior puede

lamida y crometografla en una microcolumna como se descr1~

cialmente libre de’ 1mpurezas, exhlblendo act1v1dad en el en -

-

el Eaemplo 2, es decir, de aproxlmadamente 0 32 & l O ng._ﬁ

EJEMPTO 10

, maduraclon de células capaces 1nmun016g1cgmenbeo
. i ) . .
no son normslmente células T con actividad citotbxica signil |

I ficativa, Ta aceleraciln de la maduracibn de estos timoci-

"tos a linfocitos que- exhiben actividad citotbéxica es una in

te al filtimo paso en el cuadro del Ejemplo 9, 6§ 5 ng. de
BSA, por 5 dfas, Ia citoboxicidad se mide en c&lulas P8L5
:Y(H-éd)-marcadas con 5101'o

 Timocitos + Balb/c

_incrementan significativamente la cltotoxicidad como un re-

Tos ‘timocitos inmaduros de ratones ‘normales

dicacibn del mejoramiento de.lé capacidad inmunolégicaoz
Protocolo: se cultivaron timocitos 1 x 107 e
ratones G—57B1/6 con cé&lulas.del bazo de ratén Balb/c irre~ '

diadas 5.x 106, con y sin 5 ug. del material correspondien=

% de Idiberacibn de 510r
Timocitos + Balb/e
+ 5 pge de BSA . . 15

+ 5 ng. de P]LP&IuCJén
-de preslblmina humana ] n5

TIos datos anteriores demuestran que células

linfoides que normalmente no exhiben actividad citotbxica,
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.1rrespondlentes 1nmunoléglcamente. Se conduao un esbualo
'e1u01darruna respuesta inmmolbgica de las células -del ba-

foclbos mezclados (ver Ejemplo 4 anterior) fue el sistema

lulds del bazo de ratbn Fq (Balb x C57/K6). 1rrad1adas 5'x

l 5, por tres dias, con tmmidina tritiada durante las Glti- '

- mas cuatro horas. Se. utilizé una concentraclén de 2 ug./tu

" valores son promedios + S.E, para log tres experimentos.

--las del bazo de ratén carente 1noubadas con albumlna de

‘suero de bovino no respouden en la reaccidn de linfocitos

sultado de su exposicidn in vitro a la preparacibén de preal

bfiminae

EJEMPLO 11

Como se Lnd106 anteriormente en el EJumPlO 5s .

lao células llnf01des del ratén carente son generalmente

%0
o

del. efocto de una preparaclén de prealbumlna humana para ;

%0.de ratén carente~incubadas in vitroo La reacciéﬁ'de 1in~--'

de enodyoo

- ". - Protocolo: se cultivaron células del bazo '

'-5 X 105 de ratones nu/nu (fundamenualmente Balb/c) con cb=|

bo- de preparaclén de prealblmina humana (hormona) corres=—

pondiente al 4ltimo paso en el Cuadro del Ejemplo 9. Los

TFuente celular . Singeneie&. . macome Alogeneica
1 - . Hormona BSA Hormona  BSA |
bazo mu/nu ¢ . 1241 % 74 102'7+95 67253'-_75 1567467

v . Ios datos muestran que, ain cuando las oc1u~

mezclados, células similsres incubadas con 2 pge. de la prg
parocién de hormona por célulss del bazo 5 x 10° no dotan
efectivamente estas cflulas con la capacidad para funcio-

nar en la reaccién de linfocitos mezclados, Por lo tvanto,

-
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la hormona convirtid las células que no responden inmunol
- glcamente a células con actividad inmunoldgica,

EJEMPIO 12 . .

" Autosensibilizacibn de linfocitos in vitro.

Cuaﬁdo las célulap llnIOLQeS de un anlmal se
-dejan. 1ncuoar ya sea’ 1n vitro o en una chmara 1nclﬁ;aa9
con células no llnfOLdeS del mismo animal, ccurre un fené—
**mgnq"queESe.denomlna autosensibilizacifn. Esto esg las cé-
.lulas. linfoides inmunoldgicamente activas son capaééé de-
'reconocer que otro tipo de células no es 1déntlco plno, en
B este sen‘c:.do9 es extrano. El hecho de que esto ocurre pue-
de determlnarSe por la evaluaclén-del grado de 01totox101~'
'dad de estos linfocitos sen51blllzados, Esto se hace mldleﬂ
do la extenszén de lisis o destruccibn de células (célulau
obaetlvo) a 1as cuales los linfocitos se han sen31blllzado
"por mezcla de las células sen51blllzadas con las células
objetivo marcadas con un isétopo, generalmente una sal de
cromo marcada radiocactivamente, Despuds de la incubacibn y
_como un resulbado dé la lisis de las células objetivb, se
libera la radioactivided de las celulas marcadas en el me-
~Udiozaonde puede medirse la cantidad liberada, El po1=cel'1‘;:af-i
Je de la radioactiVidad tdfal liberada se toma como una me
' dida del grado de cit otox1c¢&ad de las células linfoldes
sensibilizadag (Takopgus L, Mo and Klein, E. Transplanta-
“tion, 9:219, 1970). .

Protocolo: preparacidén de linfocitos de san-

gre’ pcrlférlca' los llnf001tos se separaron de la sangre

total por el método del gradlente de I‘:Lcoll--IQOPaqueo Bo
youm, A., Scand. Jo Clin, Lab, Inv.,. Volo 21 (suppo97) 4
P.77 (1968).
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tposxtlvo AB humano al 10% t, glutamina 2 mM y_regula@or-de

usérbﬂ fibroblastos de piel normal, entre su tercero.y aé-

" se irradiaron (4,000 R) con una miquina de reyos X (Sie-

mens, stabilipan 15 mA, 22 KV, Filter Al 1.mm., proporeidn

" recuperaron pipeteando y Lavando con medio frescoo. Solamen
“te un pequeflo porcentaje ‘de 1as célulau linfoides qucdaron
_unidas £1rmemente al estrato de sensibilizacibén. Los linfo

' citos colectados se lavaron dos veces y contaron en presen |

' Tos linfocitos se probaren por el método de Takagusi M, and

‘Klein, Ee, Transplantation,.Vbl; 9, p. 219 (1970). Se sem-

-y

S i
QUG
S\ serzesx B

e

Medio de eultivo: sc culbtivaron estrabos de'

fibroblastos y células objetivo en un medio de Earle més
suero fetal de becerro al 10% (Gibco). La sens 1b111za016n
de linfocitos ¥y el enoayo de cltotox101dad se llevaron a

cabo en medio de 'RPMI 1640 (Glbco) complementado con suero

Hepes 4 mM (Glbco).

Sensibilizacién in vitro de llnfocltos-~Se

cimo pasaje in vitro, fueron sembrados en matraces de cul=|
tivq de fejidd.plésticos_(25 dm2, Falcon, Oxnard,'USA). Un

poco antes de que alcanzaran su confluencia, los estratcs

de dosis 362 R/min, distancia: 40 cm). Se vertieron alfquo
tas de las células'1infoideS'(de'107 a 1,5 x 107) en 1os
matraces con y también sin los estratos, El medio de culti

vo se reemplazd en el dfa 3. En el dfa 6 los linfocitos se
‘ .

-.).-4 o VR . -

¢id de azul de tripano para estimar la viabilidad. -

Ensayo de citotoxicidad mediante células:

braron 400 c6lulas objebivo (fibroblastos de piel) en un
volumen de 20 pl por recipiente, Después de incubar duran-
te la noche, el 50% de las células se fijaron, Los linfoci

o5 5o agregaron en un volumen de 20 Wl ¥ la reaccibn se i

[ v
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suspendid despubs de 48 horas. El.nﬁmero de células objetl
- yo restantes se registraron despuds de lavar con solueibn’

salina de fosfato T‘egulador9 pd 7,4, fijando con mevanol y
 tifiendo las plecas con Giemsa (Gibeo)e EL nlmero de células

en los recipientés'exnuestos,a los 1infocitos‘cultivados
_iprev1amente 51n los egtratos sens¢b111zantes, se tomaron

‘comp la llnea base para la evaluaclon de la cltotoxlcluade

--EL .nmero de células en los recipientes sembrados con lin-

ufoéitOS'sensibilizados Y en recipientes de medio de control

.

_se compar6 por consiguiente con este valore

El efeoto de la Phormona" (correspoadlente a

1a prepara01on en el paso 4 en el-cuadro del Egemplo 2) en'

‘jla autosen31b111zac16n descrita anteriormente.se prob co-

.

- mo 31gue:”
- Se. agregaron 10 pg de hormona en 0,1 ml. ‘del
'medlo RPMI 1640 a matraces de sensmblllzaclén contenlendo
L ml° del medio de cultivo,
En los primeros dos estudios (ﬁateria CoCo)_
-rla hormoﬁa estuvo presente duran e los seis dfas de sensi-
bilizacibne Fn ¢l experimento restante (materia G.K,) la
hormona estuvo presente solamente durante los primeros
' 4res dfas, en dicho Lempo el medio fue reemplazedo. Los
llnf001tos se, removicron y probaron para su aotlv1dad cito

téxlca_como se describib anteriormente.

Tos resuitados se nmuegtran en lé tabla si-

‘guiente;
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Crizen  Fibrohlas— Adicidn L/@é 200/
dz lin- Los sens de o - .
fecitos bilizoat voruona  Fromedio A 5.4, §
CoC.""  C.Co - 587 4+ 17
CoCo C.Co + 730 + 4L
CoCa - 760 4 13

- - 736 + 33
Calo NP - 360 & 31
C,Ce GoCo o+ 504 459
C.Cs - 529 w35
GoKo GoXo - 330 + 18
Goilo GoKo + 452 & 17
GoKo - 482 4+ %0

Significacidn estadistica: xxx

XX

20,001
£0,01
<0,05
£0,05



5

Lmero de

célul. s/recipients ’

idn /%3 1 200/1 IST 2 100/1.C L/t _: 50/1
ona”  Promedio 4 5.8, % reduc. Fromedio + SoHe % reduc, Promedio i S.¥. ¥ reduccidn
587 o 17 25 wop w27 2™ 505 & A
730 o+ 41 4 Skt & 25 0 531 4+ 21 2
760 4 13 542 4+ 17 S 4 18
735 #3303 543 # Y 5%z 8 -2
- K ) . be'y
360 4 31 3FKF 333 4+ 29 32 w4 oo 19
SO% x 39 5 505 4 36 =2 Sz 11 - 0
523 & 36 491 4 18 552 & 23
330 % 18 30X 228 4+ 16 17 393 o+ 14 17
&L52 + 17 10 249 + 13 10 459 £ 17 3
B2 &+ 30 296 &+ 13 4L 4 23
Poxxx P «£0,001 ¥ 10 pg de hormona a matreces de sensibiliza~
cidn. Presente en todos los 6 dfas de sen-
Xx P 140,01 sibilizacidén en los experimentos 1 y 2;
- N presente solanente duresnte los primercs 3
x P 0,05 dias en el experimento 3.
P 1£0,05 = Inicisles de cdlulas donantes de materiz,
: S kA . . < s
: % L/T Linfocitos - relacién de células objetivo,

PR, B T U P
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s evidente perliendo de los datos que las
adiciones a los matraces de sensibilizacibn de 10 pg de la
preparacibn de hormona, ya sca para los seis dias completos
de sensibilizaciéﬁré solamente durante- los primeroéutres

dlas del periodo de senglblllzaclén de seis dias prevmenen

.en ambos ca»os 1a aparlclén de células 01tot6xlcaso Esto esls

la preparacmén de hormona bloque6 el fcnémeno de autosens1~
“E%}}?§9}6n° Los dafo indican la utilidad poten01al de la

prebaracién para evitar o meaorar un avance en el proceso

de autoéensibilizacién que puede ser un factor etmo}églco
“en las énfepmédades autoinmunes, - .

L  EJEMPIO_13

1. Autosensibilizacibén de linfocitos in Vivoo -

Protocolo. se usd la téenica utlllzada en el
Daomplo 12 pars examinar el efecto de la preparacidn de- ‘hor
mona en la auntosensibilizacidn in vivo. Ademés, se exgmlné
el.papel principal de la glindula timo y sus hormonas, que
1nfluen01an esta aubtosensibilizacibn. Fl procedlmlento di-
fiere de la autosenglblllzaclén anterior in vitro en que la
autosens1b111zaclén se logrd colocando las células objetivo
(células de uumor flbrosarcoma MC57M de ratones de la misma
clase) mezcladas con células del bauo del paciente, en una
cdmara de miliporo de celda 1mpermeable e insertando des- .
_ pués la cémara en la cavided peritoneal de rapones no?males
'C57B1/6 o ratopes de esta clase que han sido timectonmizados
al mes de edad, La preparacién de hormona se administrd in
zixg; se inyectaron 20 PEo 1 hora antes y 6 horas después
de la implantacibn de 1a;cémara y luego cada dfa hasta el

afa 4 de sensibilizacibn. Los animales se gacrificaron en
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el 50 dfa; las células, en su mayor parte 11nfoc1tos, se re
cuperaron de cada chmara y ensayaron para la citotoxigidad,
uaando fibroblastos marcados 51Cr (de ratones de 1é-misma
clase) como células objetivo. .

Tos datos obtenidos son los sigulentec:

Wamero de células/recipiente % de re

Cémare paciente Promedio 4 S.E, . duceibn®
Tx 4 hor@ona = a9 L 13 - 7;é%

Tx . S - 29 o7 ) 330%++
Intacto - ' . ‘Jf’:-
(compafieros de cria) 393 £+ 9 5,f5+

b . . . om0 4 20 '

e Hopa 40 001; . p 20,013 F, P. 20,5
‘m ;,corréspondiénte al paso 4 del cuadro, Ejemplo 2o

- i
_de la preparacibn de hormona in vivo en ratones timectomlza .

bilizacién de los linfocitos que contlene 1a “cémara por las

fcélulas ‘del berosarcoma del raténe Estos datos junto con

. de-la preparac16n de hormona en enfermedades humanas en las

que un componente etilolbgico es la autoinmunizacibn, es de=

Ve

b’ células del bazo preparadas re01entemenue usadas como
controles. ,

.

Tos datos anteriores indican que la inyeccidn

dos bloguearon efect 1vamente el desarrollo de la autosensln

el ejemplo anterior de b]oqueo por la hormona de autosensi-

bl];za016n in v1tro9 1ndlcan ademas la utilidad potenc1al

¢cir. 1a inhabilidad para reconocer "por si mismo",.
EJEMPLO 14
Io sigulentc ejemplifica composiciones (por

dosis) farmacéuticas representativas de la presente inven-
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Ao Preparacibn de prealblmina hwmana 1,0 ng.
. Cloruro de s0dio o - , J,0 mge
Agua para 1a inyepciénnq‘so L l;O_-mlo-
| Be Preparacién de'prealbﬁmina humana 71;0' ng.
" Tosfato sbdico monoblsico monohi- . .
| dratado. S mge
R et ;Fosfafo sbdico dibésico | 778,66.mg.
' Cloruro.de“sodio S ' : 2,52 mge
Agua, para la 1nye0016n doSe 1,0. ml.
Co "Ercpara016n de preaTbumlna humana '_' 1,0. nge
" Manitol S . 100 mgl .
_rAgﬁa para la inyeccibn go.S. ‘ 1,0 ml,
De Ppeparécién de prealblmina humana l;O nge
Tosfato sbdico monobisico mono= : l
hidratado ' 54 mgo
Fosfato sbdico dibésico | 8,66 mge
Manitol ; - 25 mg.
Agua para la inyeceidn QoSe : 1,0 ml,

fen aéuary liofilizan en una ampolleta estérils Antes de 1a

‘usan 1,2 mg. de metilparaben por mililitro ¥ 0,12 mg, de

«-.'i 5
=

cibn, ilustradas pera una preporceidn correspondiente al il

timo paso en el cuadro del Ejemplo Se

Todos los ing redientes s6lidos se disuelven

administracibn, se.agrega agua para disolver los sblidos.
Para las ampolletas que van a usarse en dosis mQltiples es

preferible que 6l agua conbenga un preservativo, Veg., Se

propilparaben por mililitro, Las composiciones reconstitul-
das pueden almacenarse a 48C hasta dos semanas.

In resumen, la Patente de Invencibn que se

solicita, deberd recoer sobre las sigulentes
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~paso -(a), la separacidén fraccionada con sulfato de amonio

| — 47— NO 446.%34.

4

RETVINDICACIONES

!

i 1. Un método para la preparacién de prealbimina

de suero humano, esencialmente libre de impurezas, que con
siste en someter lé fraccidn de sangre humana comnocida co-
mo la fraccién Cohn IV-1 a:

a. . separacién fraccionada con sulfato de amonio,

i b. cromatografia en una columna de gel de poli-

sacdrido que fracciona los componentes aplica

| -
dos en la misma por peso molecular,
c. repeticidn del paso (b) o electroforesic.de -}

flujo libre, \ i,'

o d. electroforesis preparativa en disco dé'éél_de

\ poliacrilamida, ¥ ' .
e. cromatografia en una microcolumna de éel de -~
\ ~ polisacérido que fracciona los componentes -

aplicados a la misma por peso molecular.

2. Un mébodo. de la reivindicacién 1, dondé‘ia -

fraccién Cohn IV-1 se liofiliza antes del paso (a)."“z

.
%, Un método de la reivindicacidén 1, donde en el

consiste en adicionar secuencialmente sulfato de smonio a
una solucién de la fracciém Cohn IV-1 cruda orliofilizada
en buffer acuoso de un pH entre aproximadamente 7,8 y 8,2
¥y a una temperatura ent}e aproximadamente O y 58C, dando -
por resultado cada adicidén la formacidn de un precipitado
v una porcidn sobrenadante y separando dicho precipitado -
de la porcién sobrenadante en cada adicién. |

" 4. Un método de la reivindicaciénm 3, donde el -
precipitado resulbtante de una adicién de sulfato de amonio,

1la cual incrementa el contenido de sulfato de amonio de la
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‘;gguyg_gﬂpentre aproximadamente 7,8 y 8,2 y la temperatura -

! _48

solucibén acuosa de aproximadsmente 40 a aproximadamente -
60% de saturacidén, se utiliza en el siguiente paso.

5. Un método de la reivindicacién 1, donde en -
los ipasos (b) y (e), el gel de polisacarido empleado es un

dextrano de enlace cruzado.

6. Un método de la reivindicacidén 1, donde en -

los pasos (b) y (e), se emplea un buffer de elucidén que tig)

es eﬁtre aproximadamente 0 y 109C.
7. Un método de la reivindicacidén 1, donde el pa
so (¢) es una repeticién del paso (Db).

8. Un método de la reivindicacidn 1, dondq‘én el

pés§ (d), la electroforesis preparativa en disco deigel de
pofiécrilamida emplea un gel separqdor'y un buffer de elu~
cibén que tiené un. pH entre aproximadamente 8,5 ¥y 9,5.

9. Un m%todo de la reivindicacidn 1, dondé el mna
terial obtenido después del paso (a) y el materialroﬁténido
después del paso (b) se desalifica y liofiliza antes de —
usarse en el siguiente paso.

10. Un método de la reivindicacién 9, donde el ma
terial obtenido después del paso (a) se desalifica por dia-
1isis y el material obtenido después del paso (b) se desali
ficé por diafiltracidn.

11. Un nétodo de la reivindicacién 1, donde la -
fraccidén o fracciones deseadas de cada paso se determinan -
con respecto al rango del peso molecular de sus componentes
y/o ensayéndo los mismos para la actividad semejante a la -

hormona del timo.
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_49_

% 12. Se reivindica por q1timo como objeto sobre
el‘qﬁe ha de recaer la Patente de Invencidén que se solici-
ta: TN METODO PARA TA PREPARACION DE PREALBUMINA DE SUERO -
HUMANO.

| Todo conforme queda descrito y reivindicado en -
la presente memoria descriptiva que consta de cuarenta y nug
ve paginas mecanografiadas.

. Madrid, 24 Marzo 1.976
i BERNARDO UNGRILA
|
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