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PATENTE CE INVENCION

Gug por veinte afios se 8olicite a favor de SCIENCE UNION EY
Clt., SOCIETE FRANCAIGE DE ﬂéCHERCHE REDICALE, de nesionall
dad froncess, con domicilioc en 14, rue du Vel d'Or, SURES-
NEG (Francie), y qus he de recasr sobres "NPEVO PROCEDINIEN
T0 ©E OBTENCICH CE DPROTEINAS VIRALES®.
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flam 8 Daacripti

L1 registro de la Hatento de Invenciﬁnlque se
goliclts tiene por objsto garantizar las explotacidn exclusi
va en todo el territorio nscional y sus poscsiones dg un -
nueva procedimiento de obtencidn de proteinas vireles, con-

forme se describe a continuscidn,
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El invento tiene por objeto un nusve procedi-

oy

N
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R\

miento de obtencidn de proteinas virales, an particular par
tiendo de virus de 1la grips.

5@ szbe gque lz onvolture de los fiyxovirus ine
fluenzes contiena por lo menos dos glicoproteinss especifi
cas gue pueden ser sisladas bien por acclén de detergentes,
o bien per sccién de protessas, o bien madisnte accidn come
binada de estos dos tipos de rosctivas,

Sin embsrge, una publicsmeifin recients da Skehel
(Heture-New Biology 238 (1972)145) hs demostrade que los tra
temientos por una protoasa, sl bien asegursn uns ssparacidn
de estos dos elementas gonstitutivos s pertir de la snvoliu-
ra virsl, dan lugar o uhe degradscidn complota de la Feurami
nidasa virsl. La otrs glicoproteina o hemeglutinina obtenids
en ostss condiciones es parcislmente desnaturslizeds, aungue
se encuentra basjo forma cristalizada y por oste motivo pier-
de sus propiedsdes hemaglutinantps.

éhota bien, se ha obsarvodo que ers muy intora-
sante el poder aislar estas dos fracciones glicoprotéicas «
purificaedas y disponer de sllas, ys qus cuhstituyen un mate-

risl entigénico de gran valor que permite imaginor la resli-

- zscidn de une vecunacidn contre la gripe, bien por adminis-

trecidn da hemsglutinins o de neursminidesa yiral solas, o
bien recombinandg estas dos fPracciongs glicoprotéice@ para
abtener un agente deg vacunacidn &ctadc'dé més amplias corsce
teristices entigénicus.

igqualmente, ss interéaante obtenep uné neuramini
dasa producida por los virus de la gripe bajo uns forma sufie
cigntemanta pura y activa, ys que la neuraminidasa ss la frac

cidn gendtica més estsble del virus gripal. Ademfs, los snti=- '
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gcuerpos anti-neuraninidasa viral fornados eon gsios condicige-
nes, aunque no tengen la posibilided Je inactivor el virus -
de la gripe, tisnen, sin smbergo, la firapisded de reduclr la
importencio o la gravaded de ls pnfarmeded gripsl o de radu-
cir ls nrolifieracidén dgl virus (Kilbourne, 3, of Virology 2
(1568) 281 y 778).

£l presente invento tiens pues por objeto un -
nuovo procedimiento de obtencidn de estas dos fracciones gli
coprotdicas de origen viral, que permite obienerles en estedo
purc y ssegura su sepasracidn sin desnaturslizecidn,

£l procsdimiento, segln el invento, sconsiste en
que ss somote Bl virus gripsl prevismenta purificeds, proce~
dente de huevos embricnados infectados o de célulan de sopoy
te infectades, s 1ls accifin do una gnzims o de una nszcla de
enzimas proteolitices obtsnidas g pertir de cultives do Strep
tomyces fradiess, 8s conhcentran las fracciones que ingcluyen lg
neuraminidasa y ls hemaglutinina per diafiltracidn sn solu=-
cidn scuoss sobre una membrsna de percmesbilidad selsetiva con
estructuras reticulade, se recege ls Praccidn rotenids por la
manbrans de ls célula de disfiltrseiln y se someta osts 1ti
ms a8 un fraccionemients por modias f{sicos, ﬁara rocoger sus-
cesivemants unas Praccidn gue cantisne esentéialmente la hema-
glutinine viral y una Fraccifin qus contiene ssencislmente la
neursminidsss virel.

El procadimiento segln el invénba, pusde también
ser dafinido por los modos da reelizacidn siguientes:

1) la enzina o la mozols de enzimas protoocliti-
ces estd constitufds principslwente por una protesss mislads
de los cultivos de Streptaﬁyces fradise que contiensn pér lo

menos 5,000 U. Anson/mge
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2) la enzima o la mezcla de enzimas proteoli-
ticas estd constituids principelmente por una protessa sis-
lads de los cultivos de Streptomyces fradime, cepas nlsero =
1598 y nlmerc 2019 de la coleccifn dol Uuseum Nationsl d'His
toize Naturelle de Paris.

3) la sceidn de la snzima o de la mezcls da en
zimss sobre el cultivo virsl tiens lugar & una teaperstura
qua varfis de 25¢ a 48¢ C,

4) lo scecidn de ls enzime o de la mezecla de sn-
zimas sobre el cultive viral se efectls con un pH veriasble
entre 5 y 8.

%) la accion de la enzime o ds la mezcla ds on=
zimas sa efoctla durante un tiempo que pusds varisr ds 1 a 7
haras,

6) la concentracidn de enzims o mezcls de enzi-
mas veria entre 1 y 30 .

7) 1s seaarseiln de lss fraccionss protdicass -
despuds de la diafiltracidn se efectlie por centrifugacidn
en un grsdiente de densidad discontinuo.

8) el gradients do densidad discontinuc se ob-
tiens 8 partir de scoluciohes te glutamsto de sodio con con-
centraciones varisbles ce 1 a 40 .

G) com$ Qarianta del procedimiento segln el ine
vento, la prolongacién de la sccidn enzimdtica sobre los cul
tivos virales errastra uns degraﬁaciﬁn de la hemaglutinina
y permite obtener uns sola fraccién'qlicnprotéica que contig
ne la neuraminidesa viral.

10) le cepa de virus gripsl utilizada pars la
siembra es preferentemente la ceps Hong-Kong Virus ﬁzfﬁs

P
(HaMo), la cepa KUS del virus Ag, el mutante de la cepa RL/S
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del virus Ag, lo cepa Az~-XL dal virus Aj.

El procodimiento os eplicsble tambidn a otras
cepas del virus de la gripe, tales como por sjemplo el virus
humano A,/%ingapur/1/57; ol virus Ry/Inglaterrs/52/G4; el -
virus Az/Inglaterra/76/66 o el virus recombinedo X-7 (F-1).

£l invento se extiende tsmbidn o la Asuranini-
dasa da origaen viral obtanida segin el procedimisnto defind

do méis arriba. Se oxtiende més porticulormante o la neuremi

&

nidesa del virus hA,/Hong-Kong/68 (HiMN,) obtenida segln el -
procedimiento descritc mas srriba.

£l invento ss oxtiende tembifn a ls hemssglutini
na da origen virel obtenida por sl procediniantio definido -
més srribs y més perticularnente la hemaglutinina del virus
ip/Hong-kang/68 (HaN,) obtenida segln el procediziento de-
finido mfs arriba.

£1 invento se refiere igualmenic & la splice-
cidn como medicemento de la neurasminidasa de origen viral of
tenidae por el nrocedimiento dsl invente, Gtil, on perticuler
camo sgente curativo o preventive de ls gripe.

Con este finslidsd, la neuraminidasa gbtenide
segin sl procedimiento del inventa 2 pertir de cultive del
virus de la gripe se pressnte bajo forme e composiciones fag
macdlticas tales como por ajemplo lag preparesciones cilidss,
liquidas o qusacsss pars ceroscles.

Los ejemplos siguientes ilustran sl invento. En

nsners slguna lo limitaen,
EJENDILDG T

Se inoculan 260 hueves de flalling embricnsdos

de 11 dfas con 0,2 ml/huevo de suspensién ds virus de lsa gri
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pe A,/Hong~Keng/68 (HiN,) en liguido fisiolégico temponesde
can la concentracidn da 1/100C, '
Despuéts de 48 horss de incubacién, se recogen
aprox;madamente 960 ml de liquido slentdico infectado qué
contiene eproximedemente 2050 U./hemeglutinantss y 130 U./
nouraninidisicas/ml. Se proceds @ uns primers separacidn mg
diante centrifugecidn s 5GCCG g durante media hora para elie
minar Jos deshachos celulares y lss mucoproteinss., Ls perte
liquidas que queda en ls superficie es centrifugada a conti-
nuscidn a 10%5.000 g dursnte dos horos msntenisndo la tempe-
ratura on lg proximidad de 4VvC, Los residuos de centrifuge-
cidn se reunen y se ponen en suspensidn en sueroc fisioldgi=-
co. Le suspensidn os{ obtonida se spmoie durante tres minu-
tos & la accifin de ultrasonidos (12 kilocicles). Se recoge
una suspensidn conteniendo 12,000 U, hemaglutinantes /ol y

188 U/neuraminidisicas/ml.

Se. tomen entonces 20 ml de esta susponsidn virsl

y se lg shade ls protesss do Streptomyces fradise a razdn = -

da 1 mg/ml. Se dejen an contazcte a 37¢ durante dos horas. &
continuscidn se concentrs le mezcle meodiante disfiltracidn
en una célule de disfiltracidn Disflo que retiene les molé-
culss de peso molecular superior a3 1l0.0GG sn presencis dg -
equa destilada. ) |

Sa recogen asi en la célula 9 ml constituidos
por una solucidn concentrads con un contenido de 280 U/neu-
raminidasa/él.

Se tomsn an tres veces 7,5 ml de este solucidn
que se sitla en tree gradientes discontfnuce de 2¢ @l de so-
luciones de glutemeto de sedio, cuyas concentraciones vorisn

da 50 i a8 40 ¥. Se centrifuga durante 30 hares a 24.000 rpm
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mentoniends le temporatura en 10v C. A la salite de la centr)
Fugado;a, ag recagan fFracolonee de 1,2 ml que se téatan son
un snalizador de fracelones fabricado por la Plrma ISOD, mo-
dalo 640,

Se recogen asi tres gradientes sucesivos & ra-
26n de un grediente por cado lote y por tento tres veces 3
ml de la solucidn gque contione exclusivaments la noursminidg
sn, £Estos 9 ml incluyen sproximadaments 780 U./nourcniniddsi
cs8s y corresponden 8 20 ml de suspensidn viral tratsde por -
la enzime proteclitica. Ls coseche de los otros picos permi-
te obtener ls hemeglutinine.

La sctividad neuraminidisica expressds en unida
des se determina midiends le cantidad e écidao neuraminico -
libercdo segln el método de sarren nodificado por C. Gottex,
G. Chatot y R. Fontanges, utilizando el susro e polro como
substreto. £1 poresntajo de heneglutining sa determina gon
los mitodn de hemaglutinacidn, utilizando eritrdcitos de pp
llo y humanos 0-Rh +,

La protesse de Straptonyces fradise utilizads,
respondg 8 las normes analiticss siguientoss

fotivided proteolitica totel - 7000 U ansan/mg

fctividad proteolitice no

inhibida por el iniprol §610 U ~nson/mg

Actividad protesclitica no

inhibids por el inhibidor de

tripsine extraido de la soja £570 U rhson/mg

Contenido ¢e protefnas (métg

do ve Lowry) 45,7 ;. en seco

Enzimo-pléotroforesis: presencis prepondoranta

dal companenta 2.
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Se abtiens despuds del cultivo de Streptomyces

fradise y después do sescer los celdos de cultive mediante -

adsoreidn en uns resina intercambisdors de isonss y &lucién

Praccioneda.

E3ERPLD 2

la neursminidasa de origen virsl.

EINETICHA EMZIBMATICA

Influancia de la concentracidn de lus enzimss

sgbre lu cinftica de ls liberacidn de la hemsglutinina y de

Tievpo pars ob
tenar al contg
nido dptimo do
hemaglutinina

Tiempo psra ob
tener el contg
nido optimo de
neuraninidasa

Cogsentraciﬁn
optima de
gnzina

Bromelaine
1 mg/ml
(¢ 42 C)

§r0m71§ina‘
wg/m
(+372 ¢)

3 h

30 mn

30 mn

Teipsins
1 mg/ml
(#37¢ )

K quimdtei
sina 1 mg/m
(+ 370 €

30 @n

30 an

30 nn

80 mn

At
13

193]
W

Enzimes ohbtg
nidos a par-
tir ds S.fra
diae 1 mg/ml
(¢ 370 c?

60 mn

G0 mn

10 %
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la enzims obtenides » partir de cultivos de Strep
tomyces fradiaa és la gque permite obtener en un plézu muy col
to lw libermcifn méxima de l2c dos protefinss virsles con la

menar concentracidn de enzima.
EJENNLD 3

Influsncia del tiempo de contesto de ls wnzims
proteol{tica sobre iz posibilidad e sepgacidn de ls noursmi
nidase viral y de la hemaglutinina viral despuds do le centri
fugacidn en gradisnte de censidad discontinuo.

GRADIENTES DF TARTRATG DE K COK CORCENTRACIONES VARIABLES

{3

HTHE 1 Y 40 ©

|

Centrifugocidn: 20 h a 10¢C

Pepfsito 2,5 ml de suspensidn viral tretzde

Tiempo de contacto

virus - proleess 1 H 3 H 5 H 20 H
Bromelaing neursnini {neursmini
1 mg/md dasa sole |dasa sola
(+ 4+C)

Bromelaing )

1 mg/ml + 3d

(+ 37:C) :

Teipsina neuramini’

1 mg/ml 10 % dasa sola Fy o

(¢ 37¢C)

Enzimos obtenides
a partir de culti
vos de 5. Fredise

1 mg/ml 5. 8 374 A +44 +44
a l0% " 44(30 h
te cen;ri-
fugacidn)
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4+ separscidn muy buenas de la neuraminidess y

de ls hemaglutinine

+3 seperacidn media

¢ sesparecidn parcial

EJERNLO &

ACTIVIDAD FE LAS ENZIMAS RROTEOLITICAS PARE LIBERAR

HA y HA DEL VIRUS Ré HORG=KOHG

(NA = neureminidasa y HA = hemagluiinina)

Los rasultados expresan las caentidades des Hh vy

de NA liborsdas con relacidn a los porcentajes del virus ini

cial y para un tiempa de contacto virus-protemss dptinmo.

HA libersds

- de KA liberada

I

Brsmzéaina x 12 1%
Bromalaine x 2 1%
- 37
Tepipsina X 8 5,
37z
X quimetripsina X 3 2 %
37e
enzimas de S.Fredise x5 5 o
brutss 379
Enzimas de S.fradias x 1o 8 %

purificadzs 37¢

Como sa vé en esta tebla, les enzimes obtenidss

a partir de los cultivos de Streptomyces Fradize pormiten ob

tener gl rendimiento m3s elavade en neursminidass y en hemae

glutinina virales.
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EJEMPLO &

——————— S S o

El modo de realizacién os al del ojemplo 1 1i-
goranmente modificado,.

e inpculen en condicignrs parecidas 208 huevos
de gellina con una suspensifn de virus de la gripe A,/Honge
Kong/68 (H4N,). Despuds de vos dfss de incubscidén, se reco-
gen 1505 nl de liguido slsntdico infectado contenisndo 400 U
hemaglutinantes/ml y 350 U neuraminidésicas/ml (correspondien
do 8 la liberascidn da 0,107 g de &cido sidlico/ml). Se resli
zan ung doble centrifugacidén y los residuos de centrifugacidn
se vuelven a poner en suspensifn en une solucidn tempdn fos.
fatada. Se cbtienen asi 50C ml de suspensidn de virus purifi
cads conteniendo 12.000 unidades hamaglutinentes/ml y 520 uni
dades neursminidisicas/nl (gue corresponden a la liberacién
de 0,157 g de fcido siflico/ml). Se tomen fracciones alfcuotz
de sste suspeonsidn y so someten a ls accién de la proteasa -
de Streptomyces Fradiss & 37¢ durante dos horas. Estes frasc-
cionaes se reunagn y conceptran por disfiltracidn a 60 ml. Esto
60 nl se distribuyen en 6 fracciones de 10 ml depositadas an
6 gradisntes sucsesivos de gluteameto ds sodio con concentre-
ciones variebles de 5 i a 40 ¥ adicionsdas de 1 3¢ de dedeci-
lo sulfato de sodio. Despudis de disfiliracidn se rocogen 60
ml de suspensidn de virus tratesds, concentrada y purificeds,
cantgniendo 48,0C0 U hemaglutinsniss/ml y 718 U nguraminidf-
sicas/ml (que corresponden & la liberecién de 0,212 mg de -
fcidoe sidlico/ml).

Después de la centrifugacin a 60,000 g durente
30 hores s 159C, se recogen en 6 veces l44 ml de suspensidn

conteniends 1600 U hemsglutinantes/ml o sea en total 228,000
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y 48 ml de suspensidn conteniendo 310 U neuraminidésices/ml,
o sea en total 13,800 U neuraminidésicas. '

| A continuacidn, lss suspensionas se fraccicnen
en una columna de sephadex G 15 destinada s retener las impy
rezes tales como sl glutamato de sodio y gl dodecil) sulfste
de sodio., Las Pracciones obtenidas cespufs ds ls eslucidn tig
nen actividedes sensiblaments idénticas a las gue se mencio-
nan m#s arriba.

Finalmente, a partir de 1.500 ml de lfguido aldp

tdoo infectado es posible obtsner un rendimients slevsdo en -

una fraccidn hemaglutinina purificada y una fraccidn ncurami-

" nidfsica purificads.

La presencie de dodecil sulfeto do sodic con una
concentracidn de 1 ;. an el gradiente da flutsmato de sadio -
permite separar muy netamante las sub-unidades heraglutinina
y nouraminidesa. La fraccidn hemaglutinine es recogids en las
primeras fraceciones de elucidn de laz columna de sephadex G 15
1a neuraminidasa se obtiens en lss fracciones siguientes sse-
gurendg asi una separacidn muy neta.

La slectroforesis sobre.gel de poliscrilamida
y coloracidn con azul de Coomassie al 0,25 % -indics pars la
naﬁraminidasa una banda {nica que corresponds a un splo tipo
de polineptida y pare lg hemaglutinina la existencia da dos
cadenas polipeptidices.

£l espsciro 1nfta—:6§0 de la neuraminidaesa (KBr)
est8 carecterizado por uns fuerte banda de absorcidn a 3.333
em‘l (-NHZ Yy NH-monosustitulds) indicando ia presancia de cg
denas polipept{dicas, una reducide banda a 2.849 emt que Co=
rresponde @ las vibraciones de.velencis de ~CH,~ y uns bande

anche cuyo méximo se sitle 8 1,613 cm‘l gue reune de meners
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verosimil las absorciones de los carbonilos, de lss amices
primeriss y ¢g los smidas secundsrics, una absorcidn més rg
ducida 3 1,379 cﬁl(-CHs) y una bandas sncha can naxing de =

-
3y
H

ebsorcidn a 1,040 oF gquo puode ser atribuids a lus vibra-
ciones de valencis de los C-0H de los polisscéridos.

El ecapectro infre-rojo de la homeglutlning die
fiare bestanto poco del de ls ngursminidasa, Sin embargo ol
pilco 8 2.848 en~t oo mucho nds importante que en sl eapectro
de le noursminidess. Ademds, lo existencis de uns alevecidn
an 2,778 cm'l traduce lp presencia de vibreciones dg valencis

do los 0-H unidos.

NOTA ZF RCIVINDICACIONES

Ge reivindice cono de propia y nuove invaencidn,
e favor de SCIENCC URICR £T7 CIE., SCCIETE FRAANCAISE 08 HECHER
CHE CEDICALE, con domicilio en 14, rue du Val d'0r, SURELNES
(Francia), lo especificado en las siguientes reivindicaciones

l.- Bueva procedimisnts de obtencidn de protef-
nas virales s partir de virus de lz gripe, caracterizado pore
que se somoton cultives de virus de ls gripe o la accidn de -
uns enzima o de une mezcle de enzimes protecliticas obtenides
8 partir de cultivos de Streptomyce fradiss, se cohrcentran -
las fracciones que contienen la neursminidasa y la hemagluti
nina mediante disfiltracidn en sclucidn acuoss sobre une men
brana con parmaabilidad selective de estructurs roticuleda,
se racoge la freceifn retenids por ls mermbrana de la célule
de diaPiltraseidn y ab somete &sts sun Praccionemiento por mg
dios fiaicbs para racoger sucesivsmgnte una fraccidn gua cop

timnae esencislmente la hemsglutinina viral y una fraccidn -
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que contiene esencialmente laz aeuraminidass viral,

2.~ Huevo procedimiente de obtencidn de protei-
nas virales, segin ls reivindicscidn 1, caracterizado ademés
porqua les modos de realizscidn preferidos son los siguien-
tess '

8) 1la enzima o la mezcla de enzimss proteoliti=
cas esté constituida principalmente por une protszsa produci
da por los cultivos de Streptomyces fradiass con una concen-
tracidn de por lo menas S.000 U Anson/mg;

b) los cultives de S. Pradise son los que se ob
tienan a partir de cepss depositadas en el Ruséum Netional -
d'Histaire Naturelle de Peris bmjo los nlmeros 1898 y 2018;

¢) la accidn de la enzima o de las enzimas so-
bre el cultivo wiral tiene lugar & uns temperetura que voris
da 257 @ 458 C,

d) la sceidn de la enzime o de les enzimas so-
bre sl cultive virsl se efectfis con un pH que variaz de 5 a 6;

2) la =ceidn de le enzime o de las enzimss sobre
el cultive viral se efectla durante un tiempo que verie de i
a 7 horasy - .

f) lz gonpentracidn de enzima o de enzimas de
Streptomyces fradise varfa de 1 % o 30 &;

g) le ceparacidn ds las frzccionss protéicas des
pués de disfiltracidn, se efectlia mediante centrifugeeidn en
un grediente de densidad discontinuog |

h) el gradiente de densidad discontinuo se obtig
ne por medic de soluclones de glutamate de sadio, cuyéa cofe
centraciones verfan ds 1 % o 40 %3 '

1) el gradienip de densidad discontinuc conties

ne ademfs un egente tensio activo;
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) el sgente tensic activo os al dodecils sulfa-
to de sodio con una concentracidn inclufds antre 0,5 7 Y 2 J&

k) la cops c¢e virus gripal es la cepa Hong-Kong
Virus /68 (HgMg).

3e~ PHUEVD PROCEDIHGICHTO DE OBTERCIOH OE PROTEI-
NAS VIRALES™,

Tel y como sg dajs descrite en la momorie proce-~
dente, que conste de quince hojas foliadas y mecesnografiadas
poOr una so0la da BUS carms,

Madreid, 5 dd Herzo de 1,875

PoRe do SCIENCE UNION LT CIE.,

S5QCIETE FRAKCAISE CE RECHORGHE

neDICALE.
Victor G

Vaga
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