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| Esta invencién se refiere a la produccién de material

inmunolégico, ¥y en barticular'sé refiere a la produccién -
de gammaglobulinas, 4cidos inmunonucleicos Y productos in~
munodializados, por induceién y cultivo de lineas celule--
res in vitro. | : »

Una necesidad fundémental para la supervivencia de -
animales es la capacidad de resistir la infeccién por orgu|
nismos pardsitos tales como virus, bacterias, hongos y ani
males parédsitos presentes constantemente en el medio cir—-
cundanté. La'inmunidad de los animales para tales organis
mos es aportada por una variedad de diferentes mecanismos
que incluyen la fagocitosis, la actividad quimica de los -
anticuerpos, ¥ 1a produccidén de interferones para inhibir
la reproduceién de los virus,

Durante las dos dltimas décadas ha habido una inves——

tigacién considerable en diversos campos inmunolégicos, in

cluyendo el estudio de las reacciones inmunolégicas que im
plicaﬁ la. produccién de material que combate especificamen
te a los antigends particulares introducidos en un animal.
La produccién de material capaz de tfansferir estas reac—~
ciones inmunoldgicas especificas, bien a portadores no in-
munizados cuando se inyectan in vivo, o a células "natura-
les" capaces de una reaccién inmunolégica cuando se incu--
ban in vitro, es evidentemente de impoftancia para la in--
vestigacibén médica y veterinaria. Véase, por ejemplo, H.

S. Lawrence: "The transfer in humans of delayed skin senéi
tiVity to streptococcal M substance and to tuberculin with
disrupted leukocytes", J. Clin-Invest, (1955), 34, 219-30,
é "Iransfer of inmunological information in humans with -~

dialysates of leukocyte extracts", Trans. As. Amer. Physi-
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|_cians, 1968, zé, 84-91. La presencia de célules vivas es
esencial para la reproduccién de tales materiales inmunolg
gicos, R
Las células linfoides de los animales que se hen inmg
nizado contra un antigeno especifico llevan incorporada —-
p;obablementebla informacién inmunolégica en sus 4cidos nu

cleicos, forméndo los 1llamados "4cidos inmunonucleicos", -

| Yo, o cuando se incuban linfocitos "naturales" con los 4ci

dos inmunonucleicos in vitro. Los animales con tales céin
las linfoides “sensibilizadas" pueden reaccionar f4cilmen-
te en un nuevo encuentro con el antigeno correspondiente y
resistir, por ejemplo, los ataques de orggnismos bacteria~

nos o viricos que llevan este antigeno.

in vitro de origen humano y animal, pero no se ha logrado

un sistema de cultivo satisfactorio para la produccién - -
in vitro de gammaglobulinas especificas para un antf{geno -
dados, ILas células linfoblastoides en cultivo pueden produ
cir esponténeamente anticuerpos que se dirigen a antigenos
desconocidoé, ¥y por lo tanto no pueden‘usarse pars ningin

fin préctico. Ademis, las células en cultivo cambian fre-
cuentemente sus caracteristicas cuando se cultivan durante
cualquier tiempo, y pierden algunos atributos de su estado
diferenciado. Por lo tanto, se comsideré improbable que -~
pudiera encontrarse una linea de células que fuera capaz -

de ser inducida a producir &cidos inmunonucleicos especifi

| .. . :
que probable?ente llevan la memoria inmunoldgica. Estos -
!
4dcidos inmunonucleicos se caracterizan por su capacidad pa
ra conferir reactividad inmunolégica contra antigenos espe |

ciflcos a linfocitos "naturales" cuando se inyectan in vi- i

Se ha establecido una variedad de lfneas de células - |




Hojn nam. 3

. 1. |.cos, es decir capaces de incorborar en los dcidos nuclei-
cos de las células la informacién contenida en los 4cidos
* inunonucleicos exbgenos especificos, y, ademis, de repro-
ducir tales #écidos inmunucleicos especificos. También se |
5 considerd improbable la produccién de anticuerpos especiQJA
'ficos (gammaglobulinas) usando un cultivo de una 1lfnea ce |
lular. ' ' S
Sin embargo, al eféctuar una investigacién sobre una;
linea de células-lifoblastoides establecidas conocida co- |-
10 mo LDV/?,"se descubridé sorprendenfemente que cuando se in |
_cubaban células LDV/7 con 4cidos inmmonucleicos especiﬁi
cos (denominados en adelante i-RNA e i-DNA) obtenidos de
células linfoides donadoras, humanas o animales, sensibi-
lizadas previamente para un antizeno dado, las células in
15 corporarian esta informacién inmmolégica y reproducirian
las moléculas inductoras. Ademds, cuando las células - -
LDV/7 inducidas se romplan y después se dializaban, se en
contrd que el producto de la didlisis transferfa inmuni--
dad espec{fica, por mediacidén de las células, a otras cé-
20 lulas, tanto in vivo como in vitro. Naturalmente, esta -
inmunidad podia transferirse a células LDV/7 "naturales®
que se seguirfan despuds reproduciendo los 4eidos inmuno-
nucleicos usados originalmentg. Un producto de didlisis
con estas propiedades se denomina en adelante producto dé
25 inmmodislisis. Se descubrié también que la incubacibn ~
‘ de la linea de células con 4cidos inmunonucleicos v/o pro |
ductos de inmunodiilisis inducirfa a las células a produ-
cir gamma~globulinas especificas para el ant{geno contra
el que se habia inmunizado el donador original.

30 La linea de células ILDV/7 se desarrolld a partir de

04018
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| leucocitos sanguineos periféricos obtenidos a partir de -
un veluntario varén, aparentemente sano,.de 75 aflos.

Las células pueden desarrollarse en un cultivo en --
suspensibn, bien en cultivos estdticos o en cultivos enfg~
tacién, y también pueden cultivarse en agar. Esta prOpig'
dad es particularmente dtil, ya que ﬁermite aplicar méto-
dos bacteriolégicos bien establecidos al control in vitre
de ¢élulas humanas. Es posible la formaciln de colonias,.|
porfejemplo, Y es también posible estudiar el efecto de -‘
diversos factores, tales como el factor estimulante de ia:
colonié, en la diferenciacién de las células. |

La linea de células se establecié inicislmente por -
medio del siguiente procedimiento (los tantos por ciento
citados en toda la Memoria son en volumen):

La mayor parte de los eritrocitos se separaron de la
muestra original de sangre por adicibén de 205 de Plasmg--—
gel, ; se des;charon despuéds de sedimentar en tubos de en
‘sayo. La suspensibn recuperada tenia una relacién de eri
trocitos g leucocitos de menos de 20:Ll. Los leucocitos -

"as{ reouperados se pusieron después en suspensifn en medio
RPMI 1640 que contenfa 20% de suero fetal de ternero, a -
una concentracién de 2 x 106 leucocitos/ml. Dos tercios
del medio se sustituyeron por medio de nueva aportacién -
dos veces por Semana. Como hubo muertes de'células'en ——
las primeras semanas, los cultivos se concentraron lo ne~
cesario para mantener la concentracién de células pof en-
cima de 106 células/ml. '

Las células se cultivaron en frascos de vidrio Roux.
Seis semanas después del comienzo de los cultivos, las cé

lulas de uno de estos frascos mostraron caracteristicas -
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1 ' ;-de'desarrollo, es decir se hicieron mayores y empezaron &
multiplicarse, y Se usaron para establecer inicialmente -
la 1lfnea de células LDV/7.
Esta linea de células se ha desarrollado desde enton |
5 ces en grandes cantidades, usando las técnicas de propaga
“cibn que se describen a continuacién: )
La lfnea de células LDV/7 puede mantenerse en una Va

riedad de medios nutrientes. Puede cultivarse en medio =

10 nero. Preferiblemente, el medio nutricio consta de medio.
' BRPHMI que contiene 10% de suero fetal de ternero. Ademés,
puede usarse medio Esencial de MeCoy e Eagle para el sub-~ |
cultivo de la linea de células.

_ Las células crecen en suspensién a 37eC y forman aglo
15 merados que pueden dispersarse por agitacién suave del me
dio. Las células se someten é un paso al menos tres ve--
ces por semana. El nimero usual de siembra es de 5 x lO5
" ¢élulas/ml, y las células se dejan crecer en cultivo. es-
tAdtico: hasta que se alcanza una concentracién de los.cé-
20 | lulas/ml. ILas células se desarrollan también en cultivo
en rotacidn, en el que un agitador magnético giratorio es
téril mantiene a las células en suspensién en el medio nu
“triente. Puede obtenerse después una concentracibn supe-
rior, del orden de 1,5 x lO6 células/mi. El tanto por ~-
25 ciento de células muertas es del orden de alrededor de 5%,
pero varia segin las condiciones del cultivo. E1l tiempo
de generacidn de las células es de aproximadamente 24 ho-
ras, dependiendo tambidn de las pondicioneé de cultivo.

En general, las condiciones tales como pH ¥y temperg-

30 turs en las que se propaga la linea de células son sustan

04018
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- cialmente las mismas que las que los leucocitos encontra

rfan en un ser humano.

El andlisis cariotipico de las células mostré que =
la linea de células LDV/7 es hipotetraploide. EL nimero
de cromosomas Vafia entre 80 y 93, Un estudio de la mor |
fologla de las células bajo el microscopio éptico reveld -
un tamafio dé/células heterogéneo, y que la mayor parte ~ |
de las células tienen un aspecto similar a un blasto., -
Un trabajo éosterior usando un microscbpio electrénico =
confirmé la heterogeneidad de la linea de células, que -
mostfaba células mononucleares redondas de diverso tama-
flo con diferenciacién citopldsmica y retfculo endopldsmi
co rugoso, y propiedades macréfagas. Parece haber al me-
nos dos poblaciones celulares, una de ¢élulas pequeilas -
de menos de 15 micras de didmetro, y una de células gran
des de desde 15-30 micras de didmetros. Aparentemente -
las células grandes se derivan de las pequefias.

Se han obtenido tres colonias con nimeros de cTromoso
mas de 84 para la primera y de 85 para la segunda y la -
tercera, lo que atestigua la eficacia de la formacidn de
colonias. '

Las propiedades fagdcitas de las células se estudia
ron también bajo el microscopio electr@nico. Podfan ver
se claramenﬁe algunas de las células fagocitadas por otras

células. No se descubrid ninguna particula virica en las

micrografias electrénicas obtenidas, ni de las muestras -

tomadas en las condiciones usuales de cultivo ni de culti
vos desarrollados a +40¢C. Conviene advertir que esta 1f
nea de células es muy sensible a la cortisona hormonal es

teroide adrenocortical, lo que sugiere la. presencia de --
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;células linfoélastoides y/o células pedunculares. Tam---
bién es de adﬁértif que no se detectaron antigenos de vi~
rus EB por inmufluorescencia. . .

La tipificacién tisular de las células LDV/7 para — |
determinar la histocompatibilidad para ant{genos HL-A ré-
veld la presencia de¢ las siguientes especificidades: HILA 2|
y HLA 32 para el primer "locus" y especificidad HLA W 14--{"

“para el seguhdo ﬁlocus". Sin embargo, se observé también |-
una' reactividad débil con otros antisueros para otras es- |
pecificidades para HLA, pero ésto se considerd no especi-
fico. ) ‘

Las células IDV/7 se han depositado en el Laboratoi#e-
d‘Inmunobiologie, Faculté de Medecine Broussais Hotel-Dieul,
15 Rue de L’école de Medecine, Paris 75006, y estdn dispo
nibles para el piblico a peticidn, Se describe la linea
‘de células LDV/7, y se reivindica un procedimiento para -
su prgpagacién,.en la Solicitud de patente espafiola = « - [

'465.050, presentada en igual fecha que la

No es posible en tédos los casos producir material -
inmmolégico de otras lineas de células establecidas, ya
que no todas las lineas de células son inducibles del mo-
do descrito anteriormente en relacién con la lfnea de cé-
lulas LDV/7. En particular, se descubrid que no podfan -
inducirse tres lineas de células obtenidas de pacientes -
de leucemia, dos de tumores de linfoma de Burkitt y tres
establecidas a partir de linfocitos periféricos obtenidos
de voluntarios sanos. Sin embargo, se consiguid una in--
duccibn con éxito cuando se usaron las lineas de células

de linfoblastoides BRI 8 y BEC 11, éunque no en el grado -
alcanzado por la linea de células LDV/7.
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Se ha puesto de manifiesto que una condicién que tie
ne gque cumplir una linea de células para lograr una induc
cién con éxito de un modo sencillo, y para que esa linea

de eélulas produzca después gammg-~globulinas especificas,

es el uso de una linea de células que ya es productora de |’
"gamma~globulinas. Naturalmente, tales gamma-globulinas --|
se dirigen contra antigenos descbnocidos, como se dijo an-|

tes. Por ejemplo, las lineas celulares que origen 1infq§;.

de (1fineas de células de mieloma o linfoblastoides) que -

satisfacen este criterio pueden inducirse para producir = |.

gamma-globulinas especificas., i~RNA e i~DNA., No obstan~

-te, no ha de excluirse la posibilidad de que puedan indu- |

cirse 1fneas de células que no producen gamma-globulinas-
espontdneamente, ILa induccibn de lf{neas de células que -
yva producen gamma=-globulinas esponténeamente, usando las
téonicas descritas anteriormente en relacibn con la linea
de células LDV/7, conduciri pues a la produccién de gamma-|
~globulinas con la misma especificidad que el material in
ductor, ' ’

La presente inveneién proporcionz, por lo tanto, un
procedimiento de produeccién de gammaglobulinas y 4cidos -
inmunonucleicos (tal como se han definido anteriormente),
ambos especificos para un antigeno dado, que comprende:

(1) ocultivar in vitro una linea celular inducible en
presenciaz de dcidos inmunonucleicos especificos o produc-

lulas linfoides donadoras humanas o animales sensibiliza-
das para dicho antfgeno especffico, o de células de una -
linea de células previamente inducida sensibilizadas para

dicho antigeno especifico, ¢ en presencia de la fase 1f=-
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1 _quida de un cultivo deruna'linea de células previamente -
ihducida sensibilizeda para &icho antigeno éspecifico, ¥

(ii) -extraer gamma-globulinas de la fase liguida del |.
,éulfivo de células asi inducidas y/o extraer los 4cidos yzﬂ
5 inmmonucleicos de las células asi cultivadas. ,-‘
| En un sevundo aspecto, la presente invencibn Propor-
ciona un prodbdlmlento de produ0016n de productos de inmu
nod1é11s1s, éomo se han descrito anterlormente, gue comy~-j'
prende: _ o
10 (i) cultivar in vitro una linea de células inducible
en ﬁfesencia de 4cidos inmunonucleicos especificos obteni
dos, o bien de células linfoides donadoras humanas o ani~
males sensibilizadas para dicho antigeno especifico, o dé. 
células de una linea de células previamente inducidas sen
15 sibilizadas para dicho antigeno especi{fico, o bien en pre

sencia de la fase liquida de un cultivo de una lfnea de =
vcélulas previamehte inducidas sensibilizadas para dicho -
‘ant{geno especi{fico, y .
| (ii) obtener el producto de inmunodiilisis de las cé
20 lulas as{ cultivadas. '

Para llevar a cabo la induceidn de ciertas lineas de
c¢élulas, las condiciones emplezdas en relacién con la 1li-
nea de célwlas LDV/7 son suficientes. En otros casos pue
den requerirse modificaciones trivialeé'de~tales técnicas,

25 tales como el tiempo de incubacién, o pueden ser necesa~-
| rias modificaciones. ms sutiles, tales como cambiar la su
perficie de las células usando enzimas proteoliticas, o -
el tratamiento con 4cidos embriénico nucleicos.

Las lineas de células que pueden emplearse en 1os =-

30 . procedimientos de la presente invencién incluyen 1{neas ~

04018
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LDV/7. Naturalmente, %2l lifnea: de células mutantes tie-
ne que ser estable para cualquier uso préctico. El cambio

. hereditario que causa la linea de células mutantes puedé

agentes quimicos o fisicos, tales como rayos X o luz ulew.
travioleta, , '

:
proﬁuccién de gamma-globulinas especi{ficas, se prefiere -

cultivar lineas de células de origen linfoide (lineas de

tivo. Se prefieren mds varticularmente las lineas de cé-
lulas de mielomas., Si hay que emplear una linea de célu~
las linfoblastoides, semrefiere particularmente cultivar
la lfnea de células Dv/7. '

.Tanto en la produccién de fcidos inmmonucleicos, =-
particularmente i-~RNA, como en productos de inmunodidlisig
seglin la presente invencién, pueden emplearse lineas de -
¢élulas inducibles de origen linfoide, como anteriormente,
que producen espontineamente gammamglobulinas antes de la
induccién, Se prefiere también el uso de la linea de cé-
lulas linfoblastoides LDV/7. Naturalmente, estas lineas
de células pueden usarse también en la formacién de pro--
ductos de inmunodidlisis por el procedimiento descrito an
tes. A -

El 4cido inmunonucleico, o,.en el procedimiento de -

preparacién de gamma-globulinas o dcidos inmunonucleicos

especificos, el producto de: inmmodiilisis empleado para

ser espontdneo, o puede inducirse por medio de diversos - |
! . ) .
En el procedimiento de la presente invencién para la |

células de mieloma o linfoblastoides) que esponténeamente,|
antes de la induceién, producen gamma-globulinas, por ejem

plo, contra antigenos desconocidos, en sus medios de cul=- |
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—inducir inicialmenté la linea de células empleada, sé ob-
tiene de un donador humano o animal previamente inmmniza-
do (por ejemplo oveja, conejo, cobaya o rata). Cuando se
emplean donadores animales, usando snimales exentos de -
-gérmenes e inmunizados contra un antigeno, es posible una .
'sensibilizacién virtualmente momoespecifica. El i~RNA pue|
de extraerse de las células linfoides del donador por el |
método de fenol en caliente, y el i-DNA por extraccidn coa’
fenol frio usando un agente fuerte formador de quelatos,. |-
por ejemplo 4-amin05alicilafo de sodio, y un detergente,
por ejemplo triisoproPilnafﬁalehsulfonato de sodio. Ia =
incubacibn de estos 4cidos inmmonucleicos o productos de |
inminodidlisis con una linea de células capaces de repro-
ducir las moléculas induétoras, por ejemplo las lineas de
células linfoblastoides conocidas como LDV/7 y BRI 8, da
como resultado la produccidén de grandes cantidades de 4ci
dos inmunonucleicos especificos para un antigeno dado. La
reproduccién o duplicacibén de los Acidos inmunonucleicos
inductores tiene lugar en el sistems de cultivo de las cé
lulas al mismo tiempo que la reproduccién de los propios
cidos nucleicos de las células durante el curso normel. de
le divisién celular. Esto podrfa deberse, por tanto, a -
la desrepresién de 4cido nucleices endégenos, es decir des
represibén de DNA que entonces produce él correspondiente
i-RNA. Se apreciard, sin embargo, que no parece haber ==
una barrera de especie que impida, por ejemplo, la induc-
cién de la linea de células linfoblastoides LDV/7, que es
de origen humano, por el i~-RNA obtenido de las células —-

linfoides de oveja.

Subsiguientemente puede producirse un producto de =~
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1 -inmunodiélisié rompiendo las células incducidas, por ejem=
plo, por técnicas de congelacidn-descongelacién repetida,
o por medio de un homogeneizador, y dializando después el
producto de la homogeneizacién., Este producto de inmno-
5 ‘ diilisis de los leucocitos.humanos 0 animales sensibiliigw
dos para un antigeno dado, contiene moléculas de peso mo- |
lecular menor de 10.000. El producto de didlisis es ca=~—-| -
paz, de trensferir la informacién inmunolégica a las célu- ;-
las! del cultivo, Estas células, tras la incubacién con ~
10 el producto de inmmodidlisis inductor, demostraron produ
cir i-RNA e i-DNA que llevaban lg misma especificidad que |
el producto de inmunodidlisis usado para la induccién. La
actividad del producto de inmunodiflisis no se destruyd ~ |
por tratamiento con RNA-asa o DNA-asa, pero se destruyb -
15 por tratamiento con pronasa. Esto sugeriria que la infor
macidén era transportada por una pequefla protefna de peso
molechlar menor de 10,000, y que esta informscidén podria
“transcribirse a un 4cido nucleico. Aunque el mecanismo -
de tal transcripcibén permanece oscuro, este resultado, es
20 decir la transferencia de informacién de protefnas a 4ci-
dos nucleicos, es totalmente inesperado para los conocie--
mientos existentes sobre biologias molecular. Conviene ad
vertir que la reciente evidencia sugiere que el i-RNA reg
ponsable de la transferencia de inmunidad para un antige-
25 no especifico es RNA-mensajero; véase P, Bibello, Ms =~ =
Pishman y G. Koch, Cell Inmunol. 23, 309-319 (1976).

Se han encontrado anticuerpos especificos (gamma-glo
bulinas) en la fase liguida obtenida de cultivos de célu-
las inducidas con i-RNA, i~DNA y/o productos de inmmodig

30 lisis. Sorprendentemente, estas gamma-globulinas especi-

. 04018




10

15

20

25

30

04018

tlojn nam. 13

—ficas (principalmente IgG) eran siempre de especificidad

humana cuando la linea de células empleada era de origen

de origen animal (por ej. de oveja, de conejo). Esto su- |-
giere también la desrepreéién del genoma de la célula pog.,
tadora por el Acido nucleico del amimal. Esto estd apoya |
do por la siguiente evidencié. El proceso de la induceidn|
de 1lfneas celulares causa cambios superficiales en las cg'j'
lulas, ¥ en ﬁarﬁicular la aparicibén de receptores de anti
'genos especificos que son probablemente gamma-globulinas.
Adem4s, los experimentos con células LDV/7, i-RNA de ove-

se pueden detectar gamma-globulinas de oveja en los culti-|
vos inducidos, lo que indica que las gamma-globulinas es-~

-pecificas producidas por las c¢élulas LDV/7 son alotipos -

humanos, Ademds, cuando se extrajeron los anticuerpos es

pecificos sobre una columna inmuno-absorbente del corres-
.pondiente ant{geno, y se sometieron a ensayo después de -
la elucién, sbélo habia presentes alotipos humanos.
Ademds, la incubacién de células no inducidas con la'
fase liquida de un cultivo inducido si induce la produce-
‘¢i6n de i-DNA e i-RNA en las células "Matursles®, y tam—-
bien, con bastante frecuenciia, la produccién de gammarglé
bulinas especificas. Por consiguiente, los factores de -
indueeién del medio delcultiVO tisular, asi como los anti
cuerpos, pueden ektraerse y purificarse., Las gamma—globg
linas pueden extraerse usandp una columna de inmunoabsor—'
bente especifico con el cofrespondienfe antigeno o anti--
cuerpo.antiglobulina humana, xenbgénico sobre el que se ——

uniria la gammé—globuiipa especifica contenida en'el M=

humano, aun cuando el 4cido inmunucleico inductor fuera —- .

ja ¥y gamma—globullna antl-ovega de conejo muestran que no |
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_dio. Las gamma-globulinas pueden obtenerse después ficil

lo, y no ha de considerarse en modo alguno como limitacifn

~ las contra antf{genos especi{ficos, es de importancia evi—-

"mediadores inmunolégicos virtualmente monoespecificos, -

lHoja nam. 14

mente por elucién posterior.

Aungue los ejemplos que van mids adelante se refieren
fundamentalmente al uso de hemocianina KIH (Key-hole lim~
pet) como_antigeno sensibilizante? ello es sélo porque se’

ha encontrado que es conveniente experimentalmente hacer—?-

de }a'generalidad'del antigeno sensibilizante que puede -l
empiearse. También se han usado con éxito otros sntfge-—
nos, tales como bacterias de brucella, cocéidibidina 0 -
histoplasnina,. o

El uso de los materiales inmunolégicos hasta ahora -

descritos para transferir inmunidad por mediacién de cé;g»

dente en el campo de la medicina. Ias moléculas inducto-
ras pueden obtenerse, por ejemplo, de animales exentos de

1
gérmenes inmunizados contra un antigeno, obteniendo asf{ -

La formacién de colonias de los cultivos de células des—-
pués de la induccién dard también como resultado wn culti
vo para la produccién de gamma-globulinas monoespecificas.
La produccién en masa de tales mediadores in vitro tiene-
muchas aplicaciones. El uso de productos de inmunodidli-
sis presenta una ventaja con relacibn a los 4cidos inmuno
nucleicos, ya que raramente es posible obtener reacciones
inmmolégicas contra los productos de inmumodidlisis, y -
ésto evita reacciones anafilécticas. Ademds, no hay ries
go virico usando productos de di4lisis celulares, mientrasg

que la presencia hipotética de un genoma viral en 4cidos

inmunonucleicos es diffecil de .excluir. Por consiguiente
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- estd también en el objeto de esta invencidn un medicamen= ,‘

to capaz de ser administrado en dosis unitarias, oue com-
prenda al menos uno de los 4cidos inmunonucleicos (i-RNA 7

§ i-DNA) y/o productos de inmmunodidlisis especificos para ’

w antigeno dado, producidos por un procedimiento como se

‘ha descrito anteriormente, Ias gamma-globulinas humanas

especificas producidas in vitro han de temer una amplia ~
gama, de aplicaciones y pueden usarse como sustitutos de ~-
las gamma-globulinas obtenidas a partir de donadores ani-
males o humanos y que se usan corrientemente en inmmote-
rapia pasiva o con fines de diagnéstico. Asi pues, la ig
vencién proporciona un medicamento capaz de ser adminis--
trado en forma de dosis unitaria, gque compreﬁde gamma-glo

bulinas especificas producidas por el procedimiento de la

"presente invencidn,

. La invencién se ilustra ademis por medio de los Ejem
plos que sigﬁen:
; EJEMPLO 1
(a) Hétodo general de induccidn inicial de una linea de
células por medio de Acidos inmunonﬁcleicés obtenidos de
un donador previamente inmunizado.
Una disolucién de RNA o una disolucién de DNA obteni

da de las células linfoides de un donador previamente in-

 munizado contra un antigeno especifico, se trataron con -

DNA-asa ¥y RNA-asa respectivamente, para asegurarse de que
no habfa DNA ni RNA presentes, respectivamente. Se incu~

baron 10‘7 LDV/7 durante 30 a 60 minutos con 0,5 a 1,00 mg

‘del RNA 6 DNA en disolucién.

TLas células se pusieron en suspensidn a una concentra

cién de 5 x 105 células/ml en medio RMPI 1640 complementa
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L.do con 10% de suero fetal de ternero, Se dejé que se de~

sarrollase el cultivo hasta que las células alcanzaron =—-

ron a un paso en medio de nueva aportacién, lo que'dismir

del cultivo gra del orden de 10:LO

tir de estastcélulas, y se extrajeron gamma-globulinas eg

pecificas del medio de cultivo del tejido.

ducidas inicialmente. Los productos de didlisis de las -
célulag preparadas como anteriormente se obtuvieroh deg-
pués de congelar-descongelar 109
destilada y posterior didlisis a través de una bolsa de -
didlisis bajo vacio. '

100 ml de células LDV/7 a una concentracién de 5 x 10
células/ml se incubaron con los productos de di4lisis ob-
tenidos de 5 x 107 células inducidas como anteriormente.
Las células se subcultivaron hasta que la produccién total
era de 2 x 109 células y se obtuvieron de estas dltimas -
~ i-RNA, i-DNA y productos de inmunodiflisis.

La especificidad del i-RNA obtenido de las células -
de cultivo después de la induccién con i-RNA, i~DNA o pro
ducto de inmunodidlisis para los antigenos de melanoma ma
ligno se evalud en un sistema de citotoxicidad con media—-
cién de c¢élulas., Las células objetivo eran las lineasde
células de melanoma maligno. Los Indices de citotoxicidad

mostraron que los dcidos inmunonucleicos o los productos

Las células se recolectaron cuando la produccién total -- |

células. Despuds se ob |

una concentracién de lO6 células/ml, y después se sometie |

nuyé la concentracién de células a 5 x 10° células/mle = |
tuvieron'inmpno—RNA y productos de inmunodidlisis a par~ugu

(b) Método general de induccién de una linea de células |
usando producto de di4lisis obtenido de células IDV/7 in- |

células eﬁxlo ml., de agua

T
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|_de inmunodidlisis hacen a los linfocitos sanguineos peri-

féricos inactivos "naturales* especificaménte citotéxicos
para las células objetivo después de la incubacién.
EIEMPLO 2

En una serie diferente de experimentos se encontrd -

‘que la incubacién de células LDV/7 6 BRI 8 con 4cidos inw

munonucleicos o productos de inmumodidlisis como en el ~=

Ejemblo 1 induce la aparicién de puntos receptores de anrv;°

tigenos especificos sobre la superficie celular de las ¢f |-

lulas 1in£ob1astoides.

(a) Cuando se incubaron células LDV/7 con 4cido i-nuclei

cos o0 productos de inmunodidlisis esveci{ficos para KIH —-‘il

(hemocianina Keyhole-limpet), las células LDV/7 desarrom— |
llaban posteriormente puntos receptores pars este antige-
no. Esto puede verse por uﬁa formacién en forma de rose=-
t6n de SRBC (glébulos rojos de oveja) que se habian recu-

bierto previamente con KIil, Ademds, en estos experimen--

" tos pudo detectarse wna produccién de anticuerpo anti-~KLH

especifico en el medio de cultivo.
(b) Ia linea de células linfoblastoides BRI 8 se indujo
empleando las técnicas del Bjemplo 1, en presencia de - -
i—RNA; ¥y en un segundo experimento, de productos de inmu
nodiflisis, ambos especificos para KIH. DPosteriormente -
se observé la formacidn del rosetén como en (a).

El I-RNA usado en esta serie de experimentos se ex-—-
trajo de los ganglios linfaticos y el bazo de ovejas inmy
nizzdas con, o bien células de melanoma o células de car-

cinoma de colon. El inrumo-RNA de oveja se denomina en -~

adelante Is-RNA. El I-RNA deé una oveja inmunizada con --
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1 _Hemocianina Xeyhole-Limpet (KIH) se usé como control.

La secuencia de la inmunizaci&n de la oveja'y el mé-
todo del fenol caliente para la extraccibén de i-RNA se —--
. han descrito en otros lugares: véase D.H. Kern, D. Fritze,v
5 C.R. Drogemuller y Y.H. Pilch. J, Nat. Cancer. Inst., 57, |
“97-103 (1976) y L.L. Veltman, D.H, Kern e Y. H., Pilch, -

Cell. Immmol. 131, 367-377 (1974), respectivamente. Las. |
preparaciones de i-RNA se someten a evaluacién de su con- | .
' tenido de protefinay RNA y DNA. Se determinan también los
10 ‘ perfiles del gradiente de densidad de sacarosa del i—RNA;
ya que ésto permite la estimacidn de cualguier actividad |
biolbgica destructora de degradacién: véase Y. H. Pileh,
K.P. Ramming y Ps J. Deckers en H., Bush. Ed: Methods in ~ |
Cancer Research, Vol 9, Nueva York, Academic Press, 1973,
15 192-254,

La actividad biolégica de estos i-RNA se determina -
en u ensayo de nicrocitotoxicidad in vitro: véasé RNA in
the Inmune responde, H. Friedman, Ed. Ann. N.Y. Acad. Sci.
207 (1973). Su capacidad para convertir linfocitos san--—
20 gulneos veriféricos humanos alogénicos normeles en células
efectoras citotéxicas se somete 2 ensayo después de la in
cubacién in vitro de linfocitos con i-RNA, tras lo cual se
somete de nuevo a ensayo la actividad citotébxica de los -
linfogitos tratados frente a células tumorales humanas ~-—
25 cultivadas del mismo tipo histolégico que las usadas para
inmunizar.la oveja donadora de Is-RNA. .

Ta linea de célules linfoblastoides LDV/7 se induce
con Is-RNA como Sigue:

1 mg de Is-RNA se disuelve en 0,5 ml. de medio RPMI

30 1640; esta disolucién se hace 0,35 M con respecto a saca-

04018
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. T0S3. bespués sé ponen en susﬁensién 107 células LDV/7 -
en esta disolucién ¥y se incuban durante al menos 30 minu-
tos a 372C con agitacién continua. Al final de la inecuba
cibn, se aflade nuevo medio y el vllumen final se ajusta a
20 ml., llevendo asi la concentracién de células a 5 x 10?
“células/ml. Como el tiempo medio de duplicacidén de esta |
1fnea celular, cuando se cultiva en ¢ondiciones estiticas,|"
es del orden de 24 horas, se afiade cada dfa un volumen de;r
medio de nueva aportacién (RPMI 1640, suplementado con 10% )
de suero fetal de ternero) igual al volumen existente de .|
cultivo, hasta que el volumen total del cultivo llesa a 3":
litros, produciendo asi alrededor de 2 x 109 células. Una |
parte allcuota de 107 células de este cultivo se induce -1
una segunda vez con el mismo Is-RNA siguiendo el mismo ~-—
procedimiento., Esta parte alfcuota nuevamente inducida -
sirve para lz siembra de un segundo cultivo, que de nuevo
se suplenmenta con medio de nueva aportacién y se desarro-
1la hesta que se obtiene un ndmero deseado de células. ==
Usualmente el segundo cultivo se desarrolla hasta obtener
4 x 109 células. Las células de los dos cultivos se rei-
nen y se almacenan congeladas a -202C., Se extrae I-ANA -
de las células congeladas (Ic~-RNA) y se determina su acti
vidad biolégica como se ha descrito antes. Usualmente se
obtienen entre 0,7 ¥y 1,5 mg de RNA total a partir de 109
células. Todos los lotes de Ic-RNA extraldos de este modo
‘dieron un perfil no degradado en gradientes de densidad -
de sacarosa. . 7 _

Los Ic-RNA extrsidos de las células'LDV/7 cultivadas

se someten a ensayo para determinar su capacidad para indu

c¢ir linfocitos humanos naturales para que se transformen
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-en’ citotdéxicos para células objetivo tumorales in vitro.

Los linfocitos humanos se aislaron de la sangre periféri-
ca de.un donador sano sobre gradientes isopacos de Ficol,

Su actividad se compara con la de las preparaciones de -

"Is-RNA inductoras. En ocho de cada Giez experimentos se |

comprobd que las preparaciones de Ic~RNA eran capaces de
conferir una/citotoxicidad importante para las células tu
morales objeto a linfocitos alogénicos naturales. La Ta~‘;~
bla 1 muestra los resultados de dos experimentos tipicos
con buenos resultados.,. ‘

'Como células efectoras se usaron linfocitos humanos
alogénicos de la sangre periférica de un donador de sangre

7

sano. 5 x 10' células se incubaron con i-RNA extraido de
(a) células LDV/7 no inducidas (c-RNA), (b) wna ovéja inm
nizada con KLH (Is-RNAK), (c¢) una ovéja inmmizada con cé
lulas de carcinomsg de colon humano (Is~RNAc), (&) wna ove
ja inmmnizada con células de melanoma humano (Is-RNAm); y
(e) tres lotes de células LDV/7 (Ic~RNA), tras su induc—-
cién con cada uno de tres tipos diferentes de Is-RNA (k,
¢ y m). Los linfocitos incubados sin i-RNA proporciona——
ron el testigo (Cl)., Cada cifra representa la media de -
seis valores. Se observaron diferencias significativas -
(P menor de 0,005) entre la actividad de los I-RNA obteni
dos, bien de la oveja inmunizada con células tumorales, o
de los cultivos de LDV/7 inducidos con estos Ig-RNA anti-
tumor, por un lado, y los testigbs (linfocitos incubados
sin RNA, c-RNA, Is~RNA ni Ic-~RHAK), por otro lado. No se
observaron diferencias significativas entre los indices -

de citotoxicidad obtenidos con preparaciones activas de -

Is-RNA y los Ic-RNA de células LDV/7 inducidas con estos
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- Is-RNA. NT = no ensayado. _

La eipresién nlinfocitos alogénicos" se usa aqui con
referencia al paciente, donador de las células tumorales
empleadas para la inmunizacién de las ovejas. Las célulgs
tdmorales cultivadas usadas para 1os ensayos de citotoxiAi‘:
cidad eran alogénicas con respecto al donador de células |
tumorales, y/eran del mismo tipo.histolégico gue las usa-
das pdra la ‘_J.nmu'.nizacién de las ovejas. Bl mismo donador- -
de sangre proporciond los linfocitos efectores en todos -

estos experimentos.

Tabla 1
1 2
il 0 &+ 0,07 0 &+ 0,10
c-RNA 0,03 &£ 0,05 0,07 + 0,05
Is-RNAK NT 0,12 £ 0,02
Ic~RNAK N7 . 0,10 £ 0,03
Is-RNAc 0,50 & 0,06 0,38 + 0,09
Tc-RNAC 0,48 + 0,06 0,30 + 0,08
Is-RNAm 0,34 &£ 0,03 0,33 4 0,08
Io-RNAM 0,34 + 0,03 0,23 + 0,05

No obstante, hay que resaltar que estos resultados -
no sugieren que la citotoxicidad observada se debe scla--
mentte a especificidades tumorales, ya que tanto las pre--—
paraciones de Is-RNA como de Ic-RNA pueden transferir reac
tividad inmunoldgica contra especificidades de HL-4, asi
como contra antigenos asociados g los tumores. Lo que se
ve claramente es que el Ic-RNA confiere indices similares
de citotoxicidad a linfocitos humanos normales gque 1os —-
conferidos por el Is-RNA usado para la induccién.

Hay que advertir también que las células LDV/7 son -
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L capaces de producir Ic~-RNA que lleva las mismas especifi-
cidades que el Is-RNA al menos 10 semsnas después de la =
induccién inicial, y el Ic-BNA mostré la misma actividad
especifica siempre que se extrajo de 3 a 10 semanas des—-
pués de la induccién.

! EJEMPLO 4
Se extrég I-RNA de los tejidos linfiticos de ovééa -
 inmunizada, ﬁien con Hemocianina Keyhole-Limpet (KIH), o 1
con tejidos ;umorales humanos (melanoma, carcinoms de co-
lon),'o con KIH y coadyuvante completo de Freund (FCA), o
con fCS sblo. Se eitgae I-RNA de oveja no inmunizada en
las mismas condiciones. Se usa un método con fenol calien
te para la extraﬁcién de RNA. Se determina la concentra-
cién de DNA, RNA y ﬁroteinas de cada preparacién y la au-
sencia de degradacidn significativa, determinada por ané-
lisis de perfiles de gradiente de densidad de sacarosa. -
Las preparaciones de I-RNA se mantienen liofilizadas has-
‘ta suhﬁso. ) o \

Se usé la linea de células linfoblastoides IDV/7 pa-
ra estos experimentos. Las células se desarrollan en me~
dio RPMI 1640 (Gibeo) suplementado con 10% de suero fetal
de ternero (FCS), en cultivo en suspensibn, y su tiempo ~
medio de .duplicacibn, en las presentes condiciones experi
mentales, es de alrededor de 24 horag. : ,

Para la induccién, se incuban 10! célules LDV/T duran
te 60 minutos en 1 ml, de medio RPMI 1640, sin FCS, que -
contiene 1 mg de I~-RNA., Al final del perfodo de induba--
cién se efiaden 19 ml., de medio con 10% de PCS, de modo —-
que la concentracibn de células se ajusta a 5 x 105 célu-

las/ml. Las células se desarrollan después en condiciones
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- tipicas de cultivo,

Evidencia de la formacién de receptores de membrana,
especificos para el antigeno dado, sobre la superficie de
las células LDV/7 inducidas:

(a) Inmunocitoadherencia

Se mezclan hematies de oveja (SRBC) con un volumen —'|

igual de una disolucién de &cido t4nico al 0,005%, y se —-

. incuban durante 10 minutos a 372C. DesPués de lavarlas w}:

en disolucidn salina tamponada con fosfato (PBS), las cé- |
lulas se ponen en suspensidn en P3BS en una proporcién de |-

1:20 en volumen/volumen, 1 ml, de esta suspensién se mez~ |

"¢la con'5 ml. de PBS que contiene 1 mg/ml de KLH y se in-

| cuba durante 10 minutos a 372C para fijar el antf{geno s¢

bre las membranas de los SRBC. Después de lavar, los SRBC
recubiertos con anti{geno se ponen de nuevo en suspensién
en 5 ml de PBS. Se mezclan células LDV/T lavadas con los
SRBC recubiertos con antigeno y se incuban durante dos ho
ras a 37¢C. Se tomen muestras al final del periodo de in
cubacidén, se colocan entre portaobjetos de vidrio y cu-——
breobjetos, y se cuentan bajo el microscopio. Las célu—-
las LDV/7 a las que se han unido m4s de 3 SRBC se conside
ran células "formadoras de rosetones”.

-Las células LDV/7, inducidas con I-RNA de oveja inmu
nizada con KLH, muestran un ndmero significativamente ma-
yor de células "formadoras de rosetones", cuando se incu-
ban con KLH, que las células inducidas con RNA obtenido -
de animales no inmunizados, o con I-RNA de oveja inmmiza
da con un anti{geno diferente del usado para recubrir los
SRBC, por ej., FCA. El nimero medio de células formadoras

de rosetones observado para un cultivo inducido es del or
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- den de 10%.

(b) Inmunofluorescencia

Se usa KLH marcada con isotiocianato de tetrametilro
damina, isémero G(Sigma) (RITC) para localizar los recep—
tores de membrana de KLH por inmunofluorescencia directa.
200 microg./qi de RITC marcado con XLH se incuban con - -
6 x 10° células LDV/7 durante 30 minutos. '

Se incuban también células en las mismas condiciones
con KLH no m;rcada. Esta dltima se revela sobre la super
ficie de las células por medio de antisuero anti-KLH de ~ -
coneﬁo conjugado para isotiocianato de fluoresceina, isé-
mero I (Sigma) (FITC). Se preparan sueros anti-KLH de co
nejo por medio de tres inyecciones bisemanales de 1 mg de
KLH.

Se usa un antisuero de cabra anti-conejo marcado con
FITC en la técnica indirecta para desarrolar anticuerpos
anti~-KLH de conejo no mércados fijados sobre la superficie
“de c¢élulas IDV/7 incubadas con KLH,

Las células IDV/7 inducidas con i-RNA~KXLH 8e oveja e
incubadas con KLH muestran coloracién fluorescente en el
ensayo directo (usando XIH marcada) o indirecto (usando -
entisuero anti-XKLH de conejo fluorescente o antisuero an-
ti~XLH de conejo no marcado y un antisuero de cabra anti-
conejo fluorescente). (Véase Tabla 2). ILas células indu
cidas con i-~RNA-FCA de oveja o i~RiA de oveja no inmuniza
~da no muestran receptores de antigeno para KLH sobre su su
perficie, permaneciendo por lo tanto no fluorescentes. El
blooueo inmunolégico especifico (IB) confirmé-ia especifi
cidad de la coloracibén. Se encontré que aproximadamente

el 30% de las células de 1os'cu1£ivos inducidos eran fluo




10

15

20 .

25

30

04018

L. rescentes.,

Iloja naom. 25

TARLA 2
Células no |Células inducidas
inducidas | con i~RNA~KLH ‘

‘Coloracidén directa con

{ KLH marcada con RITC

el

I.B.: preincubacién con’
XILH seguida de XKLH
marcada con RITC

Coloracibn indirecta: in
cubacién con XLH seguida
de antisuero anti-KLH de
conejo marcado con FITC

+d

I.B.?, preincubacidén con
KLH, después anti-
- - suero anti-~-KIH de
" conejo no marcado,
seguido de antisue
ro anti-KLH de co~
nejo marcado con
FITC

Coloracién indirecta: in
cubacién con XKLH, segui-

de conejo, y segulda de

' bulina anticonejo de ca~
bra marcado con FITC

da de entisuero anti~-XTLH .

un antisuero de gamma-glo

1Lt
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N El grado Ge coloracién fluorescente se expresa como

tanto por ciento de células fluorescentes como sigue:
+ mhs de 30%

44 més de 40%

114 més de 50%

FITG: Isotiocianato de fluoresceina, Isbémero T

1

RITC: Isotiocianato de tetrametilrodamina, Isémero .
(c) Peroxidasa-diaminobencidina (PO-DAB) (véase R.C. ——
Graham y M. J. Karnovsky: The é;rly stéges'of absortion of]
injected horseradish peroxidase in the proximal tubules - |
of mouse kidney: ultrasfructﬁral éytochemistry by a new -
techhiique. J. Histochem. Cytochem., 14, 291, 1966.

10° células LDV/7, incubadas con 1 ml de una disolu—
cién de KILH (200 microg./ml), después de un completo lava
do, se fijan con fijante de Karnovsky,durante 5 minutos,
vy después se exponen a un antisuero anti-KUH de conejo. -
Después de un nuevo lavado completo, las células se expo-
nen a un antisuero anficonejo de cabra conjugado con pero
xidasa de rébano picante (Instituto Pasteur). Ila mwepa--—

- racibn se expone a una disolucién saturada de base libre

de 3,3’-diaminobencidina (DAB) (Sigma) durante 15 minutos
a 202C, y despuds se fija en fijativo de Karnovsky duran-
te 30 minutos. El nédulo se deshidrata después y se embe
be en Epon 812, Se obtienen cortes finos usando un micro |
tomo Reichert, y se examinan sin coloracién o con contrag
te- de plomo en un micrdSCOpio electrdénico Philips 300.

Las célu%as inducidas con i~RNA-KIH, incubadas con -~
K14, y coloreadas con P0O-DAB, muestran, en el microscopio
electrdénico, una linea oscura gruesa sobre la superficie

exterior de sus membranas, correspondiente a la reacciébn
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— con peroxidasa, y mostrando con ello la fijacién de KIH -
sobre los receptores de anti{geno de las membranas. Se en
contré que alrededor del 30% de las célwlas KLI-I-RNA da-
ban reaccidén positiva con pefoxidasa. '
‘ Se deduce pﬁr 1o‘t§nto que éste i~RNA (procedente de
ovejas) transfiere informacién a células linfoblastoides |
xendgenas en{cultivo. Estas Yltimas son capéces de ex——-
presar de nuevo esta informacién. Los.fesultadbs muestrag
que el I-RENA xenbégeno no se incorpora sélo pasivamente y
| se reproduce por las células LDV/7 linfoblastoides, sino
que se hace funcional pérque su iﬁformacién se expresa ——
tan pronto como se incorpora en la célula portadora. Na~ 
turalmente, esto induce cambios superficiales en la célu-
la, la aparicibén de receptores de antigenos especfficos,
vy ademis la secrecién de garma-globulinas especificas, --
aungue este Wltimo punto no sé demuestra en este Ejemplo.
EJEMPLO 5 ,

ée extrae I-RNA del modo usual de tejidos linfoides
de conejos inmmizados con bacterias brucella. Las prepz
‘raciones de i-RNA as{ obtenidas se usaron para inducir la
1inea de células LDV/7 usando las técnicas descritas en -
el Ejemplo 3. El liquido que sobrenadaba obtenido del me
dio de cultivo se analizé para determinar la presencia de
gamma~globulinas especificés para las bacterias brucella,
que se usaron como antigeno sensibilizante original. Lav
presenbia de tales gamma-globulinas esbecificas se indicé
por téciicas de inmmofluorescencia, y por aglutinacifbn -~
cuando se reunieron muestras del liquidq gue sobrenadaba

con banterias brucella.
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EJEIPLO_6 | |
Siguiendo el método del Ejemplo 5, se produjefon -
gammafglobulinas especi{ficas para la coccidioidina usando
1la 1finea de células LDV/7. EL i-RNA.usa&o para inducir -

el sistema de .cultivo de las células se obtuvo de los tef

‘jidos linfoides de conejos que se hablan sensibilizado --

previamente a la coccidioidina.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva, que Se presea

Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se reeco y
gen en las'reivindigaciones siguientes: ‘ f

l2,~ Un procedimiento de produccién de gamma-globuli
nas y 4cidos inmunonucleicos (tal como se hen definido an
teriopmente), armbos especificos para un antigeno dado, ca
racterizado por (i) cultivar una linea de células induci-
bles, in vitro, en presencia de 4cidos inmunonucleicos es
pecificos o productos de inmunodiflisis especificos, obte
nidos, o bien de células linfoides donadoras humanas o —-
animales sehsibilizadas para dicho antigeno especifico, o
a partir de células de una linea“ﬁe células previamente -~
inducidas sensibilizadas para dicho antfgeno especifico,
o en presencia de la fase liquida de un cultivo de una 1f
nea de células previamente inducidas sensibilizadas para
dicho antigeno especifico, y (ii) extraer gamma-globulinas|
de la fase lfgquida del cultivo de células asi inducidas,
y/0 extraer los &cidos inmmonucleicos de las células asi
bultivadas.

22,~ Un procedimiento segin la reivindicacién 12, ca

racterizaddo por emplear, en la operaciém (i), i-RNA obte-
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8,= Un proﬁedimiento segin la reivindicacién 28, —-
caracterizado porque el donador animal sensibilizado es -
wna oveja, un conejo, un cobaya 0 una rata. 7
48,~ Un procedimiento segdn la reivindicacibn 12, ca
racterizado por emplear, en la operacién (i), i-RNA 6§ -~
i-DNA obtenidos de células de una célula LDV/7 previamen-
te inducida.. o
/ 58,~ Un procedimiento segin cualquiera de las reivin
dicaciones anteriores, caracterizado porgue, en la opera-
cibn (i), las células linfoides donadoras o la linea deAn'

células previamente inducidas estén sensibilizadas para - |’

hemocianina Keyhble—limpet, coccidioidina, histoplasmina,
bacterias brucella o células de melanoma o carcinoma de -
colon. |

§§.— Un procedimiento segin cualquiera de las reivin
dicaciones anteriores, caracterizado por cultivar, en la
~operacién (i), una lfnea de. células de origen linfoide,
gue, antes de la induceidn, produce gamma-globulinas es~
pontineamente. ,

T2.- Un procediniento segin la reivindicacién 62, ca
racterizado por emplear una linea de células de mieloma.

88,~ Un procedimiento segin la reivindicacién 62, ca
racterizado por emplear la linea de células BRI 8 § BEC
11,

92,~ Un procedimiento ‘segin la reivindicacién 62, ca
racterizado por emplear la linea de células LDV/T.

102,~ Un procedimiento de produccién de productos de
inmunodidlisis (como se ha definido anteriormente) especi

ficos para un antfgeno dado, caracterizado por (i) culti~
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~var in vitro wna linea de célulaétinducibles, en presencia
de 4cidos inmunonucleicos espeoificos'obtenidos, bien a -
partir de células linfoides donadoras humanas o animales
sensibilizadas para dicho antigeno especifico; o de célu~
las de una linea de células previamente inducidas sensibi,'.
lizadas para.dicho antigeno especifico, 0 en presencis déf
la fase liguida de un cultivo de una lfnea de células pre |
viamente inducidas sensibilizadas para dicho antigeno es—
pecifico, y (ii) obtener el producto de inmmodiflisis de. |
las células asi cultivadas. A

rllﬁ.é Un procedimiento segin la reivindicacién 102,

caracterizado por emplear, en la operacién (i), i-RNA ob- |

sibilizado. ‘

122,- Un procedimiento segin la reivindicacién 1l1%,
caracterizado porcue el donador animal éensibilizado es -
una ovgja, un conejo, un cobaya o uns rata.

. 132,- Un procedimiento.seglin la reivindicacidén 108,
caracterizado por emplear, en la operacién (i), i-RNA 6 -
i~DNA obtenidos de células de una célula LDV/7 previamen-
te inducida.

148,~ Un procedimiento segin cualcouiera de las reivig

'dicaeiones 102 g 132, caracterizado porgue, en la opera—-
e¢ién (i), las células linfoides donadoras o la linea de -
células previamente inducidas estin sensibilizadas a la -
hemocianinag Keyhole-limpet, coccidioina, histoplasmina, -
bacteria brucella o células de melanome o carcinoma de co
lon.

l52,~ Un proeedimienfo segin cualquiera de las reivin

dicaciones 10& a 148, caracterizado por cultivar, en la -~
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_OPeracién (i), wa linea de células de origen linfoide, -
que, antes de la induccién, produce esponténeamente gamma~
~globulinas. ' '

168 .~ Un procediﬁiento segin la reivindicacién 152,-
caracterizado por emplear la linea de células BRI 8 6 BEQ
11, S

172.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 152,
caracﬁeriéado por emplear la linea de células LDV/7.

182,- "UN PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE GAMMA-GLO@H .
LINAS ¥ ACIDOS INMUNONUCLEICOS™. ' |

Tal y como se ha descrito en la Memoris qgue antecede

¥ para los fines que se han especificado.
Esta Memorfa consta de treinta y dos hojas escritas
a miquina por una sola cara.
Madrid, T2ENE1978
P.A '

. Alberff de Elzabury

‘"P;r Podir,
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