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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesion de un. ®

PATENTE DE INVENCION

SOLICITANTE: BEECHAM GROUP LIMITED . N

ResiDENGIA;  Deecham  House, Great West Road,

BRENTFORD, Middlesex, Ivglaterra.-

ENUNCIADO: "UIl FROCEDIMIENTO PARA TA DEGRADACION

DE LOS MATERTATES ANTIGENOS EN EL ACI-

D0 6-AMINOPENICILANICO"

Prioridad: Patente Driténica . n°.09778 _ del 29-2-1.968
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genqs en el geido Jb~anin penicilanico y peniciliras y sus

BEste invento se refiers & un método para reducir
lns propiedades antizénicas asociadas con el acido 6-2mino-
penicilénico y las penicilinas y sus derivados, obtenidos
por procesos de fermentacion.

¥l deido 6-aminopenicildnico y las penicilinas y
sus derivados obtenidos por procesos de ferrentacidn como
los definidos zfs adelante y aislados por métodos convencig
nales, contienen inpurezas fuertemente antigenas. Estas ime-
purezas causen conocidos inconvenientes cuando las penici-
lines (que pueden naber sido preparadas a partir del dcido
6-aminopenicildnico) son utilizadas como agentes terapéuti-
cos, por ejemplo pueden producir shock anafildetico en los
pacientes. Por lo tanto, un objeto del presente invento es
proporcioner un procediniento para degradar estes iupurezes
ant{zenas de foria gque.la inmunogenicicdad del producto F su
reactividad con anticuerpos especificos se reduzean en gran
parse.

Por consiguienie, el presente invento proporciora

un procedimiento para la degradacién de los materiales anti-

derivedos, obienidos nor wn método de ferrentacidn como el
descrito més auelante, cuyo procedimiento consiste en doner
en contacto urz solucion acuosa que contenza dicho £cicdo
6-aminopenicildrico o penicilina o sus derivedos con un de-
rivado 1nsoluoie en a2gua, cono minimo, de un enzira proteo-
litico por lo menos.

Debe entenderse gque el proéeso de degradacidn puede
ser aplicade a: (1) penicilinas producidas por ferreniacidn
directa en prezencia ds un precursor de caderna lateral, (2)

deido 6—am1nonenvc¢lan¢co preparedo por fe“"entac1on airectq
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tir de deido 6m~aminopenicildnico no tratado previamente por

do es la pronasa, que es aislade del Streptomvces griseus

o Qi~Sephadex ("Sephadex" es una marca registreda), en pre-

"en procedimientos continuos en columnas y otros equipos.

en un medio nutritivo sintético, (3) dcido 6-aminopenicild~

nico preparado por hidrdlisis enzimdtica de una penicilina,

(4) deido 6-aminopenicildnico o un éster del mismo, prepara
do por separscidn quimica de la cadena latergl de una peni-

cilina o (5) penicilimas o sus derivados preparados a par-

el procedimiento de degradacidn; les penicilinas pueden ser
preparadas por acilacidn directa del deido G-aminopenicild-

nico y purificadag directamente o convertidas en derivados

egtrechamente relecionados, por ejemplo el producto de reac
qién de &~aminobencilpenicilina con acetona, cuyo derivado
es gometido al procedimiento de degradacidn,

Los derivados de enzime insolubles en agua son pre=
parados por métodos conocidos, por e¢jemplo por los nétodos

descritos en lag mermorias de patentes inglesas n? 916.931

vy 1.062,596. De preferencia, el enzima proteolitico utilizal

y tiene una amplie especificidad. El enzima puede reaccionay

por ejemplo, con bromoacetilcelulosa o combirarse con

gencia de un reactivo formador de amida adecuado, tel como
carbo~di~imida, Los derivados insolubles en agua conservan
la actividad del enzima madre, pero en uso permenecen en

forua insoluble en agus y por lo tanto pueden ser utilizadod

Puede encontrarée presente mas de un enzime en la forma ine
soluble en agua'para ampliar le game de actividad, con el
meyor grado de degradacidn consiguiente de los antigenos
proteindceos en el material de partida.

Con la pronasa insoluble en ague, el procedimiento sd
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Oderivados de pronasa insolubles en agua en los snsayos rea-
- - - . -

nes,tales como le bencilpenicilira y iz" «--aminobencilpeni-

realiza preferiblemente & pH 7-8 pars obtener los mejores
resultados y la digestidn de los nmateriales proteindceos se
produce répidamente, probablemente en 1 a 3 horas.

Ia eficacia de 1a pronesa para degradar las impure—
zas antigenas proteindceas encontradas en el dcido G-amino-
penicilanico ha sido demostrade mediante ensayos realizados
con una fraccidn antigena aislada, que fue tratada con pro-
maca, Tos ensayos consistian en la electroforesis y croma-
tografis de la fraccidn tratada y demostraben que se COmpor-
tabe como ung pezcls de aminodeidos., Por didlisis de la frag
cidn tratada quedaba solauente un retentato de pronaca, miq%
trag que la fraccién.inicial no era dializable en un ensayo
de conﬁrdl. medGiante el ensayo ACP se ha establecido que no
se han producido anticuerpos en los aninales inyectados con
la fraccidn tratade, Ia eficacia de la pronzsa no es afectas
de. cuando le Ffraccidn antigena se mezcla con un gren exceso
de doido 6-aminopenicildnico, es deecir en la situacidn corrg
pondiente a lg del &cido 6-aminopenicildnico comercial. Se
encontraron resultados simileres sobre la eficacia de los

. v

lizados con renesas Ge dcido 6-aminopenicildnico y penicilid
cilina,

Los siguientes ejempios ilustran el invento

EJEIPIO0 1
. Lag fracciones de inmpureza antigens previamenie ais-

ladas del dcido 6-eninopenicildanico corercisl utilizando un
tamiz molecular fueren sometidas a los siguienies ensayos:

Se disuelven 1,5 ng de la fraccidn en dcido clorhidri

co 5,7 N y se hidroliza a 105¢ + 1°C dqurante 16 horas. El
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producto se examina con un anglizador de amirogcidos.

Otros 1,5 mg de la fraccidn se disuelven en 0,5 ol
de una solucidn reguladors 0,05 K de bicarboreto amdnico a
pH 7,9 v se agregan 10 gammas de una solucidn de 1,5 mg de
pronasa por mililitro de la misme solucidn reguladora y la
pezela se incuba & 37°C durante 16 horas, después se evaporg
a sequedad y el producto se examina también con un ensliza-
dor de aminodcidos.

En anbos productos se determina le presencia de un
gran nucero de aminogcidos y algunos pequefios péptidos, pro4
bablemente dipéptidos que al parecer se forrmen. Los experie
nentos denuestran que la promose carece de especificidad y
degrada el material proteindceo a aminodcidos y peguefics
péptidos de la misma forma que el trataniento con dcido.

Se mezclan 2 ng de la fraccidn de impureza antigen
(previamente aislada del dcido 6-aminopenicilénico comesrcial
enpleando un tamiz molecular) en 1 ml de solucién reguladorg
0,05 M de bicarbonato amdénico a pH 8,3 con 0,02 mg de pro-
nasa S°1?b1¢ en agua comercial y se incuba a 37°C durante
22 horas.

Ia mezcla digerida presenta une capacicad considera-
blerente reducide para provocar la formacidn de anticuerpos
como indican los ensayos ACP en cobayasJh los ensayos de
control se utilize (1) la fraccidn de impureza entigera siy
tratar en la solucidn reguladora y recién preparada antes
de 1a inyeccidén y (2) 2 mg de la fraccidn de impureza anti-
gena tratada en la forma antes descrita pero sin adicidn de
pronasa.

Los resultados estdn indicados en la siguiente Ta-




-

10

15

20 ..

25

30

ble I,
PABLA I
i N de animales positivos Didmetro de
%&22@? Grupo por n® total de animales la mancha
probados (mm
10 A 0/4 _ 0
B 0/4 . 0
¢ 0/10 0
18 A 2/4 ' 10
B 1/3 10
c 0/3 0
2 A 3/4 25
¢ B 2/3 25
Cc 0/9 0
54 A 33 30
B 3/3 30
c 1/8 23
0 A 3/3 26
? B 343 28
c 2/1 18
134 A 33 27
B 3/3 28
¢ 2/1 20

A = fraccidn de impureza antigena sin trater

L

B = fraccidn incubade sin prorase
vv..t.e C = fraccidn incubade con pronase.

En el experimento se utilizaron tres grupos de co=~
bayas, empledndose cuatro cobayas en cada uno de los gru-
pos Ay By dies cobayas en el grupo C,

Los animales del grupo A fueron inmunizados con

0,25 ml de la mezcla incubada a partir de la fraccidn de

| impureza antigena y promasa, mezclada con 0,25 ml de un

auxiliar completo de Freund. Los animales de los grupos B
¥y C fueron inmunizados de forme similar con soluciones pre=
paradas para los ensayos de control como se ha descrito an-

teriormente.
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‘les y le sueros obtenidos se congelaron hasta su utilizacidi,

 Tos ensayos de anafilaxis cutdnea pasiva (ACP) se realiza~

! unas cantidades de 0,1 ml de antisuero por via intradérumica

A los intervalos indicados se sangraron los anica-

ron en cobayes albinag (pesando 250-300 g). Se inyectaron

y 18 horas mds tarde los animales fueron tratados con 1 ml
de une solucién recién preperada de la fraccidén de impureza
antigena sin tratar (1 mg/ml en solucién salinm), mezclada
con 1 ml de une solucidn al 1 % de azul de Evans. Los didme-
tros de 1as manchas fueron registrados al cabo de 10 minu-
tog.

EJEIPLO

El efecto de la pronage sobre las propiedades anti-

génicas de una fraccidn de impureze antigena (previamente
aislada del deido 6-aminopenicildnico comercial empleando
un tamiz molecular) fue determinado en ensayos en la piel
¥y los resultados estdn indicados en la Tabla II,

TABLA IT

Dlametro medio de la mancha de rsac-
eidn (mm) (desvués de 24 horas)

~ Fraccidn de impu Fraccidn de inpu~
tantldad de antlgeno reza no tratade reza tratada con

inyectado ( Pronase
50 20 . g
10 17 3
5 15 2
2,5 - 11 0
1 10 0
0,5 ‘ ' 0
0,05 | 0 0

Se inmunizaron 8 cobayas con la fraccidn de impureszd
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« guelo determinado-por ensayos ACP. Al cabo de ese tiempo, £g

. eritas en el Ejemplo 2 con nezelas de (A) deido G-aminopend,

g
¥

)
t
3
s

.

no tratada en la forna destrita en el Ejemplo 2, Al cabo de

20 dfas, alcanzaron un nivel uniforme de enticuerpos en el

realizd una determiracidn en la piel de ceda enimal con
0,05-50 gamzag de la freccidn de impureze en 0,1 ml de solus
cidén salina o con una cantidad equivalente de una fraceidn
previamente digeride con pronasa (disuelta en bicarbonato
aménico 0,05 1, tratada con pronssa e incubade durante 22
horas & 37°C, como se describe en el Ejemplo 2 Las manchas
de reeccidn se midieron 24 horas despuées del tratamiento.

B:PLO

[::j.

Se realizaron experiencias senejantes a las des~

cilédnico y 1 % de 12 “raccidn de impureza arntigena y (B)
deido 6-aminopenicildnico, 1 % de la fraceidn de impureza
antigens y pronasa (al 2 % sobre la cantidad de proteina de
la fraccidén de impureza) y los resultados estdn indicados
en la Tablé IIT.

TABLA IIT

Tiempo Ne de anizeles positivos por Diduetro de 1
¢iizs) 6Erupo n® total de enimsles tratades _manche (o)
10 A . 0/4 0
B A 0/4 0
18 A - 2/4 10
B 0/4 0
24 A 34 23.
B 0/4 )
38 A 4/4 23
B /4 20
85 A 4/4 22
B 1/4 18
130 A 4/4 26
B 1/4 : 20

- ee  vera . C e e R
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Lo inmunogenleidad fue determinade por ensayos ACP,
en la forma descrita en el Ejemplo 2.
EJEMPLO 5
Se determiné el efecto de la pronesa sobre la valora-
cidn del antisuero conbra una fraccidn de impureza antigers
obtenida a partir de dcido 6-aminopenicildnico comercial y

los resultedos estén indicados en la Tabla IV,

TABLA IV
Didmetro medio de la manche (mn)
Dilucidn del suero Sin tratar [Iratada con oronasa
1:5 26 21
1:10 : . 25 17
1:20 21 14
1:50 19 12
12100 17 10
' punto final
13250 | 12 0
11500 10
121000 ' 7 0
; punto final-
At f:2000 4 0
Control: suero nor- .o
mal de cobaye dilul .0 . 0
do 135 .

Una. mezcla de antisueros positivos conbra la fraccioy

- de impureza se diluye con solucidn salina como indica la

Tabla, Se inyecta intradérmicamente un volumen de 0,1 wl
de 1la solucidn dilufda & dos grupés de 4 cobayas cada uno.
Uno de log grupos se trata al cabo de .18 horas con 1 nl de
solucidn conteniendo 0,1 mg de la fraccidn de impureza y

1 ml de azul de Evans en solucidn saiina. El otro grupo se

R
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trata con una cantidad equivalente de fraccidn de impursza
tratede con pronssa insoluble en agus (obtenida por reac-
cidn de pronasa con bromoacetilcelulosa).
BIELPIO 6

Se deternind 1a.reduccién de ia inmundgenicidad dege
pués de un tratamiento con pronesa insoluble en agus (2 pey
tir de bromoacetilcelulose y pronasa) en muestras de ben~
cilpeniciling y ampicilina coumerciaks ylos resultzdos estén
indicados en la Tabla V._
| ' DABLA Y

. . N2 de animales posi

tivos por n? towal  Didustro og

Qigmpo de conejosa supsrvi- dio de la ’

Conpuesto (dfas) Grupo vientes inmuri-ados Tmancha (o)
| Penicilina 14 A 2/5 20
; G c 0/5 0
L 21 A 5/5 24
C 1/5 25
L 28 A 4/5 26
¢ 1/5 23
Ampicilina 14 A 2/2 33
c 0/3 0
" 21 4 2/2 29
v ¢ Vo 1] - c 0/3 0

i

! n 28 A 2/2 30
¢ 0/3 o]

Unos grupos de 5 conejos se inmunizaron con 50 mg de
| la penicilira ensayade. Z1 grupo A recibid unas muestras nd
| tratadas de las penicilinas mientras que el grupo C reci-
bié las peniciliras después de una incubacidn previae con
un peso iguael de pronssa insoluble (a 37°C aqurante 22 ho-
ras en solucidn reguladora a pH 8,3). I2s inyecciones se

administraron por via subcutdnea en auxiliar completo de

i TFreund (1:1). En el octavo y quinceavo dias se adninisira-

-ty -~ e - - - 3 St e se gmee e - - e e e e - -
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. leucilglicina como subsirato. La actividad frente a estos

~-11 =~

ron ums inyecciones estimulantes de 50 mg de ant{zeno en
auxilier completo de Freund. Los conejos se sangraron en
los dfas 1, 7, 14, 21 y 28 y el suero se conservd a -20°C,
Los ensayos ACP se lleveron & cabo sobre los antisueros em
pleando como antigeno peniciloil-BGGe
EJEMPLO 7

Se agregan 300 mg de pronssa en Solucidn reguladora
de fosfato-citrato a pH 5,1 sobre 10 g de hromoacetilcelu—~
losa (peso mojado). Ia suspensidn se agita suavemente duray
te 30 horas a la femperatura ambiente (22°C)y se afiade una
gota de mgente antiespumante. A continuecidn se centrifugs
la suspensidén a 10.000 G durante 10 minutos y el precipi-
tado se vuelve 2 suspender en 30 ml de solucién reguladora
0,1 I de bicarbonato é pH 8,9, La suspensidn se deja a 4°C
durante 24 horas y después se centrifuga a 10.000 G duran-
te 10 minutos. El liquido que sobrenade se conserva para

1la medida de la densidad Optica. EL precipitadd se vuelve

0,1 M de bicarbonato a pﬁ 8,9. Finalmente la preparacidn
*¥e centrifuge de nuevo y se lava en cloruro sbdico 0,15 I
hasta que. o1 liguido que sobrenada no presenta densidad
Sptice a 280 mu. - )

La actividad catalitica de la promasa combinada se

determine empleando tirosiltirosine, triptofiltirosina o

substratos es determinada cromatograficamente en funcidn
del tiempo, empleando pronasa soluble como control.
) EJENPLO 8
Se disuelven 1,5 mg de ura fraccidén de impureza pro-

cedente de una muestra de dcido 6-aminopenicildnico comer-—
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cial en 0,5 nl de solucidn regwladora 0,05 M de bicarbona-
to anénico a pH 7,9 y se agregan 10 gammas (0,01 ml) de una

solucidn que contiene 1,5 mg/ml de prorasa (como material

insoluble en agua) en la misma solucidn reguladora, Ia mez-

cla se incuba a 37°C durante 16 horas con suave agitacidn.y
después se evapora a sequedad.

En este ensayo se encuentra que le pronasa insoluble
en-agua puede ser utllizada repetidanmente sin pérdide apa-
rente de actividad. Por ejemplo, el material obtenido a par
tir de bromoacetiléelulosa se utiliza cinco veces durante
10 meaes, Despuds de cada uso, el material se lava en solu-
cidn reguladora y después en solucidn salina y se conserva
8 4°C en presencia de iones calelio para estebilizar el en-
zima,

En estos ensayos, los materiales insolubles en agua
obtenidos a partir de pronssa y carboximetilcelulosza o care
boximetil~Sephadex son'menos eficaces que el amteriel obte-
nido a partir de bromoacetilcelulosa.

" BJEHPLO 9

st mUna muestra de 2g de cid 6aninpenicilinico comercial  se
disuelve en agua con adicidn de hidrdxido sodico 3 N hasta
pH 8,6 y despuds se diluye hesta 20 ml, Ia solucidn se divi
de en dos partes iguales, incubdndose ambas a 37°C durante
20 horas, con la diferencia de que una de las partes contie
ne 500 mg del compuesto de pronasa insoluble en agua (obte-
nido a partir de pronasa y bromoacetilcelulose)l Ia solu-
cidn que contiene la pronasa se centrifuza y se ajusta el
pH de ambas soluciones & 4,3 con dcido clorhidrico 3 N y

se conserve a 0° durante 24 horas. De ambas soluciones se

recupera feido 6-aminopenicilanico sélido,-que se ubiliza
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para inmunizar a conejos de acuerdo con el siguiente pro-
grama, midiéndose la respuesta & los anticuerpos:

Dis 1 - 50 mg del decido 6-aminopenicilénico en auxi-
liar completo de Freund (2 mg/ml de butiri-
cun M) + 6 mg del dcido 6-aminopenicildnico
en solucidn acuosa (a 6 x 0,1 ml de una solu-
cién de 10 mg/ml), todo ello subcutdneamente.

Die 7 - 40 mg de dcido 6-aminopenicildnico, por vie
subcuténea, en auxiliar completo de Freund.

Los resultados esidn indicados en la Table VI,

TABLA VI

Indice de hemoaglutinacion. Reci
proco_ contra erythrocytes de co-

Material Conejo nelo oen01lpenlcilollado Dia
14 "~ 21 23

Acido 6-aning 1 _5" 2643 400 512 128

penicildnico

de control 2 0 256 512 200 256
3 ) 0 64 1024 100 128

Acido 6-aming 4 0 6 128 32 Y

penicildnico .

tratado con 5 0 4 4 8 8

pronasa

W e 6 . 0 0 0 4 128

Los resultados Gemuestran que se produce una notable
reduccidn en la inmnogenicidad del deido 6-aminopenicild-
nico comercial (que era unas remesa con ung gran inmunogenicl
dad) después del tratamiento con pronasa insoluble,

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

recaerd sobre las siguientes:
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- REIVINUICACIONES

1. Un procedimiento pars la degradacidén de los mateg
riales ant{genos en el dcido 6-aminopenicildnico y en las
penicilinas y sus derivados obtenidos por un método de fere
mentacion como el descrito anteriormente, cuyo procedimien—
t0 consiste en poner en contacto una solucidn acuosa que coh
tiene el dcido 6-aminopenicilénico o le penicilina o sus
derivados antes citados con un derivado insoluble en agzua,
como minimo, de un enzima proteolitico por lo menos.

2, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, en
el que el enzima proteolitico es pronasa.

3. Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1 6
2, en el que el derivado insoluble en agua se ovtiene &
partir del enzima y bromoacetilcelulosa,

4, Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1 6
2, en el que el derivado insoluble en agua se obtiene &
partir del enéima y carboximetil-Sephadex o carboximetile
celulosa,

5. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivine
dicacioﬁes 1ald4, eﬁ el que la degradacidn se realiza a pH
T-8. .

6. Se reivindica por ﬁltimo, como objeto sobre el ~
gque ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA DEGRADACION DE LOS MATERTALES AN
TIGENOS EN EL ACIDO 6-AMINOFENICILANICO",
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la ==

presate memoria, que consta de quince pdginas mecanografi-

das.

Madrid, 27 de febrero de 1.969

EERNARDO UNGRIA
p 'p L4

AT SN

L3 aesene, Wy W
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