REPUBLIQUE FRANCAISE

MINISTERE DE L’INDUSTRIE

SERVICE
de la PROPRIETE INDUSTRIELLE

P.V. n° 18.572

Classification internationale :

BREVET D'INVENTION

N° 1.465.393
CO07¢g

Perfectionnement aux méthodes de séparation de protéines sériques et notamment
de la gamma globuline a partir de placentas humains ou de sang hémolysé.

(Invention : Robert Pran.)

Société anonyme dite : INSTITUT MERIEUX résidant en France (Rhone),

Demandé le 26 mai 1965, a 16" 24", a Paris.
Délivré par arrété du 5 décembre 1966.
(Bulletin officiel de la Propriété indusirielle, n° 2 du 13 janvier 1967.)

(Brevet d’invention dont la délivrance a été ajournée en exécution de Particle 11, § 7,
de la loi du 5 juiller 1844 modifiée par la loi du 7 avril 1902.)

Dans sa demande de brevet P.V. n° 16.820 du
12 mai 1965, la demanderesse a décrit un procédé
d’élimination de I’hémoglobine en solution dans du
sang humain obtenu & partir de placentas humains
ou ayant subi une hémolysation.

Ce procédé ne permet pas toutefois de préparer
de la gamma globuline absolument incolore & partir
de sang hémolysé ou de sang provenant de pla-
centas humains.

Le nouveau procédé objet de la présente inven-
tion est caractéris€é notamment par le fait qu’au
lieu d’éliminer ’hémoglobine avant de recourir aux
méthodes de {ractionnement connues en vue d’ex-
traire des protéines sériques telle que la gamma
globuline, on met en ccuvre ces méthodes de frac-
tionnement sans éliminer préalablement ’hémoglo-
bine, et on soumet ensuite les produits extraits
par lesdites méthodes de fractionnement i un trai-
tement de purification permettant d’absorber la to-
talité de I’hémoglobine et de ses dérivés, notam-
ment les pigments colorants qui accompagnent ces
produits, sur des résines échangeuses d’ions, de fa-
gon & obtenir des protéines sériques, et en parti-
culier de la gamma globuline parfaitement inco-
lore.

Sans revenir sur le détail des méthodes de frac-
lionnement & Talcool, qui ont été décrites par
Péquipe de Cohn et ses successeurs de I'Univer-
sité de Boston, il y a lieu de remarquer simple-
ment que lorsqu’on emploie du sang provenant d’au-
tres sources que la ponction veineuse, c’est-a-dire
soit du sang hémolysé soit du sang provenant de
placentas humains, ’hémoglobine est entrainée dans
la plupart des fractions que I'on peut isoler par
P'une quelconque des méthodes connues i ce jour.

Or il est avantageux de pouvoir utiliser notam-
ment du sang provenant de placentas humains,
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pour réaliser une économie importante de sang de
donneurs.

Ce sang provenant de placentas humains n’est
toutefois pratiquement pas utilisable pour la trans-
fusion directe, en raison justement de I’hémoglo-
bine qui s’y trouve et qui constitue une impureté
supplémentaire, hémoglobine qui se trouve tota-
lement mise en solution au moment ot les placentas
sont conservés dans des réfrigérateurs, & des tem-
pératures de Pordre de — 5° & — 30 °C, et ot toutes
les hématies contenues dans le sang éclatent de
ce fait.

Dans le cas de sang exirait de placentas congelés,
Phémoglobine peut représenter plus de 50 % des
protéines que I'on peut extraire.

Pour éliminer cette hémoglobine, le procédé sui-
vant la présente invention prévoit, qu'il s’agisse de
solutions de gamma globuline ou d’autres protéines
sériques, une adsorption de I’hémoglobine et de ses
dérivés sur résines échangeuses d’ions du type di-
éthyl-amino-éthyl avec un support de dextran ou
de cellulose.

Dans la pratique, si on opére & des conditions
de pH convenables et avec une dilution appropriée
des solutions de protéines, ’hémoglobine est fixée
entiérement sur de telles résines, alors que les pro-
téines passeni presque entiérement & travers ces
résines.

Dans le cas de la gamma globuline, on part
d’un produit purifié par fractionnement & I’alcool
par exemple, ou par toute autre méthode classique
ou méme d’un produit purifié aprés un fractionne-
ment par relargage par les sels.

Les solutions de gamma globuline sont diluées
de préférence jusqu’a une concentration de Yordre
de 20 g pour mille, bien qu’une telle dilution ne
soit pas absolument impérative.
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Pour que P’adsorption se fasse dans les meilleures
conditions, il est toutefois nécessaire d’obtenir une
force ionique faible et inférieure a 0,100, et de
plus il faut opérer & un pH voisin de 8.

Le traitement se fait soit en bain, soit en co-
lonne. On peut ajouter simpiement la substance
régénérée, mise en cycle anionique type Cl ou
phosphate, directement dans la solution de gamma
globuline et agiter ensuite cette solution fortement
pendant plusieurs heures, 2 4 4 h par exemple,
jusqu’a adsorption totale de I’hémoglobine et fixa-
tion de cette derniére sur la résine.

Dans le cas ot on opére en colonne, on met
la résine sous forme humide -dans une colonne de
chromatographie, et l'on fait circuler la solution
de gamma globuline, & travers ceite résine, de fagon
a provoquer Padsorption de I’hémoglobine au fur
et & mesure de P’écoulement de cette solution.

Pour concentrer ensuite la solution de gamma
globuline ainsi obtenue et dont la grande pureté
peut &tre vérifiée par électrophorése, on peut em-
ployer, soit la lyophilisation ou la dessication sous
vide, soit le relargage par le sulfate d’ammonium
4 200 g/litre, suivi d’'une dialyse, soit encore une
précipitation par 'alccol & basse température &
—5° en employant 27 % d’alcool et en opérant
i pH 6,8, le précipité alcoolique obtenu étant en-
suite séparé par les méthodes classiques et étant
Iyophilisé de fagon & obtenir une poudre séche.

On va donner ci-aprés quelques indications com-
plémentaires sur les résines échangeuses d’ions qui
peuvent éire utilisées pour adsorber I’hémoglobine,
ses dérivés, et les pigments contenus dans ces pro-
duits. -

. Comme on T’a dit plus haut T’échangeur d’anion -
est du type diéthyl-amino-éthyl et cetrechan“eur est

fixé sur une substance insoluble, qui est un poly-
mére des sucres, tel que P’amidon ou que la cellu-
lose et le dextran cités plus haut.

On sait que la cellulose est facile i préparer
par la technique décrite par. Peterson et Sober
dans le Journal de la Société Chimique Américaine
(1956-28-751).

Toutefois, la cellulose, si elle est facile & pré-
parer, présente par contre 'inconvénient de se gon-
fler beaucoup et de provoquer une perte de rende-
ment par imbibition des résines.

Cest pourquol on préfére en général utiliser Ie
diéthyl-amino-éthyl dextran dont le coeflicient de
gonflement est moindre et qui permet d’obtenir un
rendement plus élevé, mais tous les polyméres des
sucres sont en principe utilisables, la manipulation
de certains d’entre eux pouvant éire simplement
plus commode.

Premier exemple. — On prend ume solution de
gamma globuline colorée provenant d’un fraction-
nement en solution concentrée enire 10 et 20 % :

peuvent servir plusieurs fois a

—_2

On la dilue jusqu’a une concentration en pro-
téines sensiblement égale & 20 g par litre;

On ajoute ensuite peu A peu sous forte agitation
2 g par litre de diéthyl-amino-étyl dextran, et on
laisse la température remonter aux alentours de
25 & 28°, en maintenant ’agitation;

On refroidit éventuellement si la température dé-
passe 30°;

On ajuste le pH de la solution en contrélant la
valeur & T'aide d’un pH métre & électrode de verre
et électrode de référence au Calomel, jusqu’a obten-
tion d’un pH exactement égal 3 8,0 au moyen de
soude Normale;

On poursuit Pagitation de la solution pendant
quatre heures en corrigeant le pH si celui-ci vient
& varier.

Au bout de ce temps, on centrifuge, ou on filire,
pour obtenir un liquide clair. Lhemoglobme est
alors fixée completement sur la résine.

On concentre & nouveau le liquide décoloré ainsi
obtenu pour la commodité de i’empioi.

Pour cela, on a]u=te le pH 4 7,0 et on refroidit
aoe°C:

On ajoute gouite & goutte de I'alcool froid pour
porter la concentration alcoolique A une valeur com-
prise entre 25 et 30 % par exemple 40 litres d’al-
cool & 96° refroidi & —20°C pour 100 litres de
liquide dont la température est maintenue & 0 °C.

Durant P'addition d’alcool, la température de la
soluiion tombe de 0 & — 5° en restant au voisinage
de son point de congélation. On recueille ensuite
le précipité insoluble par cenirifugation en centri-
fugeuse réfrigérée & — 5° en appliquant une force
cenirifuge de 20 000 g pendant 15 mn.

La péate recueillie peut &tre enfin desséchée sous
vide par lyophilisation de fagon & obtenir une pou-

dre trés pure de gamma globuline.

Il y a lieu de noter que les résines employées
la condition de les
régénérer par la technique suivante :

Régénération des résines :

1° La résine ayant servi 4 une adsorption est
conservée sur ClNa en - solution aqueuse saturée
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Pour cing traitements consécutifs on aJoute i
chaque fois de 450 4 500 g de résine dans 30 litres
d’eau distillée additionnée de 10,500 kg de chlo-
rure de sodium. ,

On agite chaque fois pour faire déposer la ré-
sine et on maintient la solution i - 4°.

2° Lorsqu’on a rassemblé sous forme de gel une
quantité correspondant i 2,500 kg de résine séche
par exemple, dans la solution de chlorure de so-
dium saturée, on porte le volume & 180 litres en
ajoutant de Teau distillée. On agite fortement pen-
dant 15 mn, on laisse décanter, et on rejette le
surnageant.

3° On remet en suspension dans 180 litres de
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solution de CINa 50 g/litre, on laisse décanter
a4 +4° pendant une nuit, et on rejeite le sur-
nageant.

4° On recommence 1’opération au moins six fois
en laissant décanter & chaque fois.

5° Traitement a Lacide acétique :

Aprés avoir décanté le surnageant on le rem-
place par 150 litres d’eau distillée puis on ajoute
de Pacide acétique de maniére & obtenir un pH
de 5,5 & 6,0 (soit 600 ml environ d’acide acétique
pur) et on laisse en contact pendant une nuit a
-+ 4de.

6° Le lendemain on décante le surnageant, et
on le remplace par 150 litres d’eau distiliée qu’on
laisse en contact pendant une nuit i -~ 4°.

7° Traitement & Uacide chlorhydrique :

Cette opération doit étre faite obligatoirement
dans la journée, sinon il y a destruction de la
résine.

Le matin, on décante le surnageant de lopéra-
tion de lavage 6 et on le remplace par 150 litres
d’HC1 0,5N, en employant un mélange préparé
séparément de :

6600 ml de HC1 pur et de la quantité d’eau
permutée nécessaire pour obtenir 150 litres.

On agite fortement a Pagitateur mécanique pen-
dant une heure, on laisse décanter jusqu’a Paprés-
midi.

8° On rejette alors le surnageant que on rem-
place par 150 litres d’eau permutée. On agite pen-
dant 5 & 10 mn, et on laisse décanter pendant
une nuit & -~ 4 °C,

9° On renouvelle 'opération précitée de lavage a
Peau permutée au moins trois fois, en é&liminant
a chaque fois le surnageant par décantation ou
essorage.

10° Aprés avoir éliminé le surnageant on ajoute
ensuite 50 litres d’alcool dénaturé. On agite forte-
ment et on laisse en contact pendant une nuit.

11° Aprés essorage on procéde & un deuxiéme
lavage & Palcool sous agitation, et on récupére la
résine par essorage.

12° On étend ensuite la résine essorée sur papier
filire et on la séche pendant une nuit 3 50 °C.

N.B. Tl est nécessaire d’opérer constamment
au-dessous de 80°C, pour ne pas risquer de dé-
truire la résine.

Deuxiéme exemple. — Traitement en colonne :

On prend 10 litres de solution aqueuse de gamma
globuline & 20 g/litre contenant au maximum
0,50 g/litre de chlorure de sodium;

On ajuste le pH 4 8,0;

On prend par ailleurs 20 g de diéthyl-amino-
éthyl, dextran, que Pon met en suspension dans
20 litres d’eau distillée, en agitant e mélange;

Aprés avoir ajusté le pH 3 8,0 au moyen de
soude N, on cenirifuge la suspension et I’on remet
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le gel sédimenté en suspension dans 10 litres d’eau
distillée;

On verse ensuite la suspension dans une colonne
de chromatographie et on laisse écouler eau excé-
dentaire;

On fait alors passer progressivement la solution
aqueuse de gamma globuline i travers la colonne,
et on recueille aprés adsorption et passage sur la
colonne, un liquide complétement décoloré, qui ne
renferme que la gamma globuline, la solution ayant
laissé dans la colonne la totalité de I’hémoglobine
qu'elle contenait.

Le liquide est ensuite concentré & nouveau dans
les mémes conditions qu’au premier exemple.

I est bien entendu que on peut apporter aux
modes de mise en euvre du procédé de sépa-
ration de protéines sériques objet de IPinvention,
divers changements, perfectionnements ou addi-
tions, ou remplacer certains corps par des corps
équivalents sans altérer pour cela 1’économie géné-
rale de I'invention.

RESUME

La présente invention a pour objet un procédé
perfectionné de séparation de protéines sériques et
notamment de gamma globuline i partir de pla-
centas humains éventuellement congelés ou de sang
hémolysé, ledit procédé permettant d’obtenir & par-
tir desdits placentas ou dudit sang hémolysé des
protéines sériques absolument incolores et notam-
ment de la gamma globuline ce procédé étant en
outre caractérisé par le fait qu’aprés avoir obtenu
par une méthode de fractionnement classique, une
solution colorée de protéine sérique et notamment
de gamma globuline, on soumet ladite solution
éventuellement diluée, i ’action de résines échan-
geuses d’ions du type diéthyl-amino-éthyl fixées sur
un polymére insoluble des sucres, de facon a faire
adsorber 1a totalité de ’hémoglobine et des dérivés
contenus dans ladite solution par lesdites résines
échangeuses d’ions, ledit procédé pouvant comporter
en outre les caractéristiques suivantes considérées
isolément ou en combinaison :

a. On dilue préalablement ladite solution colorée
jusqu’a une conceniration en protéine sensiblement
égale & 20 g par litre;

b. On effectue P'adsorption & un pH voisin de
8;

c. On dilue les solutions de protéines sériques
jusqu’a Tobtention d’une force ionique inférieure
a 0,100;

d. On effectue Padsorption en bain sous forte
agitation pendant plusieurs heures;

e. On met la résine en cycle anionique type Cl
ou phosphate;

f- On met la résine échangeuse d’ions sous forme
humide dans une colonne de chromatographie, 3
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Pintérieur de laquelle on fait circuler 1a soiutlon de
protéine sérique;

g. On concentre la solution de gamma globu-
line décolorée par lyophilisation ; )

h. On concentre la solution de gamma, globulme
décolorée par dessication sous vide;

i On concentre 1a solution de gamma globuline
décolorée par relargage par le sulfate dammonmm
3 200 g par litre suivi d’une dialyse; .

'j. On concentre a solution de gamma globuline
décolorée par précipitation par Talcool & basse

___4,_

température, de Tordre de —5°, en employant '
27 % d’alcool et en opérant & pH 6,8 et on soumet

_ensuite le préeipité alcoolique obtenu & une lyophi-

lisation,
k. On utilise comme support de la résine échan-
geuse d’ions le dextran. :
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