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PATENTE DE INVENCION

Ref: Case 900-9087/III. 3700/RA/MP.
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sabre:

PROCEDIMIENTO PARAa LA PRODUCCION DE.ENTERFERONA
MODIPFICADA ESTRUCIURALMENTE. '

P ]

Solicibante: SANDOZ A.G., entidad suiza, residente en Basilea,f,

b

Eeta invenciSn ae refiere & la producciénibip
sintética de interferonas y en particular a la puii—_
ficaoién v modificacién estructural de las mismes.

~Las interferonas son compuestos conocidos, an

ti—viralmente activos, que son producidos "in vivo
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por organismos vivos e in vitro por cultivos de tejido en res
puesta a la accifn de ﬁna serie de inductores especificos, en
particular, tsnto inductores virales como no virales. Hen si-
do perfectamente descritos en la literatura y se ha demostia—
do que poseen un amplio espactrb de actividad éont;a muchos y
Aiferentes tiros de virus, jue son atdxicos y no-antigéniéos{
ﬁas interferonas, por consiguiente,_tieneh grandes'posibiiiég

des en el tratamiento y, en particular, la profilaxis de las

infecciqnes virales, especialmente teniendo en cuenta la gawf'
nés bien limitada de fdrmacos sintéticos, antivirales, actini.-
hente disponibles. No obstante, su potencial no se habia al-

canzado hasta el momento debido a la ilmposibilidad de prodﬁé'-

¢ir interferonas en cantidai suficiente, la falta de ﬁureza
de las interferonas produci las hasta ghora, ¥y el hecho de que
las interferonass, cuando se administran parenteralmente, tie-
rien ung vida media relativamente breve.

La presente invencidn proporciona una serie de procedl
mientos para modificar la estructura de las interferonas de
forﬁa que se aumente la vida medla mientras no se disminuye
fustancialmente la actividad enti-viral. La presente inven~

¢1én proporciona igualmente un procedimiento para purificar

‘ intérferonas e interferonas estructuralmente modificadas.

Se conoce muy poco de la naturaleza quimica de las in-
terferonas, en gran parte por la pureza insuficiente de las
interferonas producidas hasta ahora, descartando de este modo

el andlisis qufmico directo. No obstante, se han deducido al

i gunas de sus caracter{sticas estructurales por diversos trata

- mientos enzimdticos y quimicos de preparados impuros de inter

feronas y la evaluacidn de la actividad anti-viral de¢ los pro !

, ductos resultantes. Lo que es evidente es que las interfero-
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b) oxidar enzimdticemente la unidad terminal galactosa en

! fos convencionales para la introduccidn de dcidos sidlicos,

i (1970)_7, del ncolustrum" de ganado vacuno (CCST) /[ B.A. Bar-
' tholomew y G.W. Jourden, Procedimientos de Enzimologia 8 368
"t (1966)_7, de la gldndula submexilar de la oveja (SSGST) Zﬁ.M.;

-3 -

nas gon proteinas, o al menos contienen_proteina como cémﬁo—
nente vrincipal, y que parts de la molécula estd formada por
radicales de hidratos de carbono. Se ha sugerido también co-
mo‘hipétesis que las interfsronas son glicoproteinaes que tie~
pen una unidad terminal de deido sidlico /E. Schonne et. .al.,
Series Inmunobiol. Stendard 14, 61 (1969)_7, aunque esfa @ipé
teéis adn no se ha confirmado de manera conclﬁsiva; " Ia ﬁf§f 
Sente invencién se basa (apoydndolo en gren medida) en el su~
buesto de que las interferoaas son tales glicoprqfeinas.“'Ié
presente invencidn confirma igualﬁente que la peniltima ﬁni« :
dad de sacdrido es un radical galactosd. 7 - ,
La presente invencidn proporciona Prbcesos ﬁara produ;j
cir derivados de interferona, caracterizados por '
a) introducir enzimdticamente dcidos sidlicos en las interfe-

ronas o aslalointerferonis utilizando sialil-transfersasas

especificas.

asialointerferonas con oxidasa de galactosa.
é) dividir enxzimdticemente la unidad terminal galactosa en
asialointerferonas con galactosidasa espec{fica.

_E1 proceso a) puede efsctuarse empleando pfocedimienr

particularmente el dcido N-acetilneureminico en el interior
de glicoproteinas o asialoglicoproteinas. Ias siglil-trans-
ferasas espec{ficas empleadas son también conodidas para ta-
lesrprocesos e incluyen la éialil-transférasa del higado de
la rata (RLST) /7. Hickmen et. al., J. Biol. Chem. 245 759
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aungue esto var{a segin la enzima empleada. As{, con RLST,

-4 -

Carlson et. al., Procedimientos de Enzimologfa, 8 361 (1966)7

y del cerebro embridénico del pollo (E¢BST) / B. Keufmen y S.
Basu, Procedimientos en Enzimologfa 8, 365 (1966)_7. Las con
diciones en las que preferentemente se 1leva a cabo el proce
so son standard y varfan segin la enzima empleada. asf, en

general, el proceso se efectda en una gama de pH de 5,5 a 8,0

que es la transferasa preferida, el pH es preferenfémente ¢e
6,0 & 8,0, utilizando, por ejemplo, tampohes de dcido 2-{F-
morfolino)etanosulfénico o de Tris-cloruro; con el CCST, el .
pH es preferentemente de 6,4 a T,2, utilizando, por ejemplo,
tampones de fosfato, y con el SSGST, el pH es preferentamenté
de 5,8 a 6, utilizando tamrén de acetato de Cacodilato. Nor
se ha demostriido en estas enzimas necesidades de metsl, aun-
fque el EDTA puede estimular.las actividades. El.donador de
Zoido sidlico es convenientemente el doido OMP-N-acetilneura-
minico, pero puede ser también el dcido CMP-N-glucolilneura-
minico, cuando sé emplea SSGST como transferasa. Las tempe-
raturas y otras condiciones son convencionales y estén descri

tas en la literatura. El proceso se realiza preferentemente

de menera que el producto final se sialice al menos en un- 80%/.

del total posible.

El proceso b) se resliza también de forma convencional
bare la oxidacidén de los res{duos terminales de galactosa en
glicoproteinas utilizando la oxidasa de galactosa enzimdtica
(comercialmente disponible). Las condlciones de la oxidacidn

son standard 'v puede efectuarse, por ejemplo, a un pH de 7,0

A 8,0 utilizaldo, por ejemplo, un tampdn de fosfato. E1 gra-

jdo de oxidaciin puede comprobarse por la reduccidn subsiguienu

te del grupo aldehido C6 recién formado con borohidruro de sg
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dio irradiado, por ejemplo, tritiado. Cuando se ‘hidroliza el
material reducido, por ejemplo, con geido clorhidrico, la ga=|.
lactosa irradiada resultente en el hidrolisato puede determi-|-
harse por cromatografis en papel. .

_El proceso c) se efectia de manera‘standard para'eggig”'
ﬁir lgs unidaces de galactosa terminales en giiproteinéé,iﬁt;~
lizando las (*-galactosidasus conocidas para esta'finaliééé;f
inﬁluyendo las de origen bacteriano o animal, por ejempld,f .
las de Dipplococcus pneumonise (IPG) R.C. ‘Hughes y R.V. Jeah—,
1oz, Biochem. 3, 1535 (1964)), las de la Concanavalia ensilorﬂ
his (CEG) (Y T. Ii y S.C. Li, Procedimientos en Enzimologia 7
2 702 (1972)), del Phaseus vulggris (PVG) (K M.L. Agranal y
0.P. Bahl, Procedimientos de Enzimologfa 28, 720 (1972)), del
gsperggllus niger (ANG) (0.P. Bahl y K.M.L. Agranal, Procedi-
hientos de Enzimologfa 28, 728 (1972)) y del Clostridium per-

fringens (CPG) -(E.J. McGuire et. al., Procedimientos de En~ -
Zimologfa 28, 755, (1972)). Las condiciones del proceéo son
donvencionales y dependen en gran medida de la enzima emplea~
da. Asi, por ejemplo, aungue el proqéso puede efectuarse
generalmente a un pH de 3,5 a 6,5, las gamas pfeferidas de pH
fara las enzimas espeéifieas son, con el IPG, que es el pretgr-
rido, de 6,3 a 6,5 utilizando, por ejempio, tampén de fosfato;
con la CEG, de 3,5 a 4,5; con el PVG de 3,5 a 4,8 y con el ANG
de 3,8 a 4,6. Ia escisién de los resfduos de galactosa pueden
comprobarse con aslalointerferona tritiada. Esta @ltims se
trata con [ -galactosidasa, se dializa y se hidroliza ¥y la ga-
lactosa tritiads puede detectarse en el hidrolisato.

Los derivados.resultantes de interferona pueden aislar-

se y purificarse de mancre convencional, por ejemplo,. ﬁor did~

lisis ¥y centrifugacién. Lés asialointerferonaé, que son inteﬁ
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. feronas eﬁ lés'queilos residuos siélicos'fermihﬁies han si-

1 (B. Schonne et. al. Symp, Series Inmunoboil. Standafd _i, F1

biologia e Inmunologfa 59, 35 (1972)) o del corazén de la ra-|

te. las condiciones de incubacidn son standard y dependen de

.ﬁiae se prefiere un pH de 6, 5.

. jna mayor desialilacién.

. partida, estan perfectamente descritas en ia literatura y
o ﬁueden ser producidas por interaccidn de ihductores, tales co

f.mo 1os mixovirus y los arbovirus, los enterovirus, los virus .

- b :)

do liberados parcial o totalmenta, utilizados cono materia-

les de partida en los procesos a), b) y ¢), son ya conocldes

(1969)) o pueéden producirse de manera convencional para ali-
minar los res{duos terminales de -dcido sialico de las glico~:
proteinas. Asi, pusden producirse por hidrélisis dcida sus-
ve de las interferonas, por ejemplc con acido sulfurico di-
luido, = temperatura elevaéa. - Gomo alternativa, pueden ser
producidas por tratamiento de las interfenonas con neuramini1
desa ' de origen bacteriano o animel,’ por ejemplo, la obtenide'
del Vibrio cholerae, el Clostridium perfrtngens oel ggglg:

coccus pneumonise (R. Drzenieck, Temas Actuales sobre Micro-'-

la neurominidasa empleada. Por ejemplo, con la neurominids-
ba del V.cholerase un pH de 5,5 parece ser el dptimo, utili-

hando'pof ejemplo tampén dé acetato, y con la del D. Pnoumo-

: Si se desea, pueden efectuarse los procedimientos alter

hativos de desialilacién descritos anteriormenterpara obtener

Les asialointerferones resultantes pueden gislarse y
burificarse utilizandose las tecnicas convencionales.

Las mismas interferonas, utilizadas como materiales de

)
NaA Yy otros diversos virus, por ejemplo, ei viruq de lg glo- §‘

opeda, que realmente no pertenece a ningun arupo, as{ como |



10

15

20

25

30

 inductores no virales, tales como microorganismos.y endotoxi-||
‘nas bacterianas, con célules in vivo o in’'vitro. Entre las

interferonas especificas que podrian mencionarse se incluyen

"1nvencion proporciona un procedimiento para producir una inu‘;,

‘terferona modificada estructuralmente que - comprende le inhi- “7

,*asa, preferentemente o=desoxiglucosa 0 2—desoxi-2-aminoglur

jentemente de 37°C. E1 producto resultente se modifica has-

Venciongles.

-7 =

\‘ ,‘,
laes interferonas animsles inducidas por virus, tales como in-
va. ‘ \" KA )
terferona de conejo, interferona de pato, 1nterferona de ra— .
tén, interferona de mono, interferona de ternera e interfero-

pa humana. - 7 = )

La presente invencién proporciona también un-proces;tp2.~
ra les producoion biosintética de interferona modificada ea-‘
tructuralmente, por sintesis completa de la porcidn de hadr9~ '

f.

tos de carbono de las interferonas. Més concretamen'be, le.

bicion de la sfntesis de 1os hidratos de carbono durente la -

biosintesis de interferona, incorporando una glicosiltransfe-

cosa,ral medio de reaccién, El proceso se lleva a cegbo de mg
hera convencional para la inhibicidn de la sintesis de los :
hidratos de carbono en proteinas. Pof ejemplo} empleando é—
ﬁesoxiglucosa 0 2-desoxi—°—aminoglucosa, el proceso se’ reali-

#a adecuadamente a uns temperatura de unos 35 a 45 C, prefe-~

ta que se compruebe que no contiene unidasdes terminales ds
galactosa.
Las interferonas estructuralmente modificadas as{ .pro- 1

dugidas pueden gislarse y purificarse por las tecnicas con= -

La invencidn propdrciona iguelmente ﬁn prbceso de purib'

ficacion para los preparados de interferonas, asiglointerfe-

ronas 0 interferonas modificadas de acuerdo con la invencién,.r
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tinina imnmovilizada.y la dssorcién posterior de la interferc

las impurezas pasan a través del mismo. La interferona fija

i na o fragmento de la misma obtenida de los eritrocitos huma-

' nos /S. Kornfeldt et. al., Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 63,

—8-
que comprende 1a;¢romatografia del préparado sobre ung aglu-

na, aslalointeorferona o interferons mddificada, fijada a le
aglgtinina. Zste procedimiento de“purifidécién cromatogréfg .
ca por afinidad puede realizarse de manera Qonéenciongl. Asf,:
el ligando de aglutiﬁina se moviliza adecuadamente en unz na-
trizisélida-sustancialmente inerte. Las matrices adecusdas
dependen en cierta medidé de 1la eglutinipa empleada, pero
la métriz preferida es el éster ‘de N-hidroxisuccinimida de
aminoalquii—agarosa succinilateda (P. Cuatrecasas et. al:;“fz
Biochemistry 11,.2291-2299). Ia aglutinina'inpovilizada Be
coloca entonces en una columna cromatogréfica Yy se hace pasar{
g través de la columna una solucién de la interferona que de
be purifi¢arse.' Las interferonas se fijan especificamenﬁe

o0 son adsorbidss por el ligando de aglutinina mientras que

da o adsorbids es entonces eluida con uﬂ'eluyente apropiado.
’Lés aglutininas adecua’das- son convenclonales en la purificé-,-
bién de la glicoproteina, e incluyen les fitohemaglutininas;
tal como la fitohemaglutinina Concanavelina A, la fitohemeglu|
tinina de la lenteja comin, las fitohemaglutininas de la semi|
ila de ricino y,rpreferentemente; la fitoﬁemaglutinina del
Phageus Vulgaris. E1 eluyente utilizado pere desorber la in-|
%erferbna fijade puede depender de la aglutinina empleads pe-
o, en general, es apropiadamente un mono-, oligo- o.polisé-

fdrido, u otra glicoprbteina, preferentemente una glicoprotei

1439-1446_7. ,
Las interferonas modificadas de la invencidn poseen
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propiedades antivirales similares a las interferonaes no modi
ficades, pero sus vidas medias son més prolongadas. En parti

cular, son activas contra el virus Herpes Simplex, como ‘serob

7BerVa en los conejos blancos de Nueva Zelande (1,0 - 2, kaﬁ’

inyectados con 103 pfu de virus Herpes Simplex. De 3 a 6 dias

después de la administracida, todos los conejos desarr0114ﬂ4

fina creciente pardlisis y en aproximadamenfe 2/3 partes déQ 
los conmejos, encepalitis coa resultados normalmente lefalés.’
106 unidades &el preparado de interferona se inyectan como ‘
uns sola.dosis o en 4 dosis inhibidas a intervalos de;6 ﬁbrﬁé;

bomenzando &l iniciarse la infeccién, observdndose los resii-

" tados en los enimeles.

Tas interferonas modificadas de la invencidn estan '
pues indicadas para su uso como agentes antivirales, particu-

lermente profildcticamente. Una dosis dlaria indicada es

'é.106 a 200.106 unidades, administradas adecuadaménte en dosis

divididas de 2 a 4 veces al dia. '

. Ias interferonas modificadas pueden mezclarse adecuads
nente con.dilu&entes liquidos inertes y sdministrarse parente
ralmente en forma de soluclones o sﬁspensiones estériles in-
Yectables. |

Los siguientes ejemplos ilustran la invencidn. Enrlos 
¢ jemplos, se hace referencia a la focalizacidn isoeléctrica.“
ﬁsta se realize como un sistema de electroforesis en columna
Uniphor IKB 7900, Volumen 220 ml, wtilizando snfolitos porta-
dores de anfolina con pH de 3 a 10. Ia focalizacidn isoeléc-
trica se realiza segin el manual de instruéciones EKB; Todas

ilas pperacionés se efectian a 2°C. A las 36 horas se recogen

§ fracciones de 5 ml y se registra inmedistemente el pH.
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_ba de reduccidn en placa en ¢élulas primarias de rifién de co
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EJEMPIC 1: Produccion de Interferons

La interferona'se produce en las células primarias
del rifidn del conejo, segin el procedimiento de Tan et. al..
Proc. Nat. Acad. Sci. 67, 464-471 con la siguiente modifica~
cién. Unas capes individuales se inouban con 200 /ug/hl de
poli (1), poli (C) dqurante 1 hora a 37°C. Después de retirer
el inductor, las células se laven dos veces con solucidn sa-
lina tamponada con tampon Hanks y se afiaden 10 /ug/ml de ci-
cloheximida en med;o esencial minimo de,Eagle conteniendo un
2 4 de suero de feto de ternmera. Ios cultivos se incuban &u-
rante '3 horas y media a 37°c, y a continuacién se afiaden 3 :
/ug/hl de actinomicina D, continuandose la incubacidn durama-
tq otra media hora. Se retiran los antimetabolitos, lag cé~
lules se lavan 5 veces con solucidn de Hanks y se cubren con
medio frescd'sin suero. A las 8-10 horas se recoge el sobre
nadante, se centrifuga y ge guarda a 770°C'hasta que se uti-~
lice.'

20 litros de sobrenédante se concentran 200 veces por
ultrefiltracidn a través de membranas Diaflo PM~10'(Amicon),
se diplizen contra dcido acético diluido (pH 3,0) ¥y se libe-
ran de les proteinss precipitades por centrifugacidn.

Para las pruebas de la interferona, se utiliza la prue

nejo. Se tratan capas simples en dlscos Petri de 6 cm duran
te unas 18 horas con 2 ml de diluciones de interferona y a -

continuacién se atacan con 50 a 80 unidades formadoras de

placas de virus de Vesicular stomatitis. Los contenidos se

expresan como la dilucidn de interferona gue provoca una Ie-
duceidn del 50 % en la placa. En cada serie de pruebas se

incluye un standard de laboratorio. Todos los resultados se:
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‘de eluirse con galactosa 0,1 M. No obstante, este materisl
: fia desorcidn con un fragmento de glicoproteina de erictrocitos.

{ trana de los eritrocitos humsnos después del tratamiento con

; €luyente, se obtiene un mdximo en cresta (ver fig. 1). Toda

é ¢e desorbe dentro de una gama muy limiteds. 7 : :

- 11 -

corrigen segli esta standar y se expresan como unidades de la
boratorio por 2 ml. )
BJENPIO 2: Prcoeso_de purificecidn

Lg fitcaglutininag de Phaseolus vulgaris necesaria pare

Bl procéso existe como bactofitemagiutinina y 88 purifiqa.ége
gun describe ©. Weber et al., Scand. J. Hémat. 4, 77-80,-'La
ﬁorcién eritrcaglutinante se filtra en gel sobré'Sephades
5-150 y a .continuacidn se acopla con el éster de N-hidroxisuce
binimida de amialquil-agarosa succinilatada (P. Cuatrecasas
bt. al., Biochemistry 11, 2291-2299). | ,

Estae aglutinina muestra una reaccidén especifica con Ja |
pecuencia de cligosacdridos galactosé'——e-N—acetil—gluéosam;—
g —p manosa, que existe en muchas glicoproteinas como carag
%eristica'eétructural. Como puede observsrse en ia figursa 1;
ia asiglointerferona irrasdiaids con (3H) se adsorbe muy fuerte=
lente en esta lectina unida con agarosa. 7

Se utiliza una cantldsd total ae 10.000 unidades de in

terferona con 120.000 dpm,(3H).de,actividad. Aproximadamente
wn 50 % de la radioactividad no se adsorbe, y un 20 % mds pue

no mostré ninguna actividad bioldgica. Se obtiene una comple
humanos. Este fragmento de glicoproteina se obtiene de la mem
tripsina segin el procedimiento descrito por S. Kornfeld et.

g€l., Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 63, 1439-1446.

Despuds de afiadir este fragmento de glicoproteina al

f le radioactividad restante se eluye, es decir, la interferona;

I
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EJEMPIO 3: Incorporacidén de deido N-acetil-neuraminico en in-

~ terferona.

Reacti ros: el doido CMP-N-acetil-neuraminico se sinta-
tiza a partir del deido CTP—N-acetil—neuraminico con la onzi-
ma transferas. del Acido CPM-sial{lico procedente de las glén
dulas salivares (B.L.Kean et al., Procedimientos de Enzimnlc~
gia, 8, 208 (1966)). Ia enzima de sialiltransferasa se obtie
ne del higado de rata (J. Hickman et al., J. Boil. Chem 243,
759 (1970)), o el calostro de ganado vacuno (B.A. Bartholomew
et al., Procedimientos de Enzomologfa, 8, 368 (1966)).

44 cc de una solucidén de interferona de conejo conte~
niendo 2.106 anidades de interferona en tampdn tris-HC1 0,03
¥, un pH de 7,5, 10 milimoles de EDTA, 5 milimoles'de sceta-
to de magnesio, se incuben con 2 milimoles de doido CMP-N-ace
tilneuram{nico y 500 unidades de dimliltransferssa. A las
dos horas la soluci&n se dializa contra dcido acético 0,1 Ny
o continuacidn contra agua destilada, retirdndose el precipi-
tado por centrifugaeién. El material sobrenadante contlene
interferona a la que se ha incorporado adicionalmente deido
N-acetil-neuraminico. |

La transferencia enzimdtica se verifica por focaliza-
cidn isoeldctrica. Mientres que antes del tratamiento 1la

interferona estd presente en varias espécies moleculares de

pI 6,3; 5,85 5,3, el nuevo producto resultante tiene prineci-

palmente un pI de 4,8. Ia incorporacién queds ademds confir

mada por la transferencia del dcido N-acetil-neuramfnico ra-

diocactivo. Cuendo se utiliza 4cido CMP-(140)-N-acetil—neura-

nf{nico en la reaccidn enzimdtica, la fraccién de pI 4,8 mues—

tra una elevada incorporacidn de le actividad (14¢) proceden~|

te del Acido neuramfnico radiosctivado
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'VEJEMPIO 4: Oxidseidn enzimdtica de gsiéloiﬁterferona, ',1

| Zeido acético -0, 1 Ny posteriormente contra agua En el_ma—

' 'varse, como se ha descrito ya (E. Schonne et al., Symo. Semisa[

. Rido 06 recien formado de 1a gelactosa. $erminal con NaBH4 tri .

5. 106'unidédeﬁ de interferona, se trata én-taﬁpén de acetato

.con una unidac internacional de neuraminidasa de origen bacte

'fial o animal. A les 4 horas el. material se dializa contra;3

-terial sobrenadante existe asialointerferén. Cuando ééte

,preparado se somete a focalizacidn isoeléctrica, puede obser-

:Jnmunobiol. Standerd, 14, 61-68), que ha dssaparecido la. heuo

>fiad0. Cuando el material reducido se electrofocaliza, la

- 13 -

Una solucidn de 40 cc de interferona'ée:gonejo con

de aodio O 05 M pH 5,5, NaCl 0,15 M, 20 milimoles de Gaclq,

fogenidad de la carga y se ha formado'un producto uniformeii

con un pl de 6,3. Esta asialointerferona~se oxida con la en' 
aima oxidasa de valactosa. 2. 10% unidades ae interferona en
t ampén de fosfato 0,05 M, pH 7,8, NaCl O, 05 M se’ incuban con |
500 unidades de. oxidasa de galactosa durante 20 ‘horas. Despuéd
do aildlisis contra dcido acético 0,1 N, se efectua la centri- -
fugacion.v L

La reaccién se comprueba por reduccién del grupo alde-'

fraccién de interferona de pI 6,3 muestra una elevada incorpo
racion de: tritio. Este material se hidroliza en HC1 2N duran
te 2 ‘horas a 100 C, se neutraliza con Ag2003 y se 1ibera _de-

los iones con una resina de iptercambio de iones. Ia galact2_~
sa radioactivada con tritio puede detectarse iﬁequivocaméhte |
en el material hidrolizado por cromatograffa en papel (ver ta |
bla). Esta Tabla muestra los resultadps oﬁ%enides con iﬁter—f

ferona v asialointerferona no tratada y tratada.

e e R
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TABLTA
Reduccién con Incubacidn  Incorporacidn Incorporgoiéﬁ'
; : con oxida~ total (3g) de la galact
NaB(3H4) _ "sa de galag dpm/ gde . gg (3H) n/
- tosa protéina &

. , _ ' néug de protel
Interferona’ ' 39.115 ' 2.182
Interferona S 24.765 o 6L2241.7J"

Asialointerferona , - 26.593 - 4.080

[ hidrolizado.

¥ las células y se mezclan con un medio fresco conteniendo 40

. ml de 2-desoxiglucosa. § 40 mM de 2-desoxiaminoglucosa. Despuéd

-4~

Asialointerferona - 113.135  T7.724

EJEMPLO 5: Escisién de la galactosa terminal
107 unidades de gsizlointerferona de conejo en tgmé .

ﬁén de fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5, se incuban con 1.000

Unidades de B-galactosidasa de Diploéoccus pneumoniase, (R.C.
Eughes y R.W.‘Jeanloz,iBiochem. 3, 15357(1964)), dgraﬁte 3 ho
ras. A continuacidén se efectda la didlisis contra dcido acé-
tico 0,1 N retirdndose el precipifado por centbifugacién; E1l

ﬁateriai Sobrenadénte éonjiene agalactointerferona. Ia esci-
5idn de la galactosa puede comprobarse‘con asialointerferona

tritiada. Cuando este material se trata con f-galactosidase,|
Se dializa plenamente y a continuacidn se somete a hidrdlisis

deida, no puede detsctarse galactosa tritiada en el material

EJEMPIO 6: Bios{ntesis de interferona modificada

Se induce la interferona en células primarias del ri-
#én del conejo con 200 §/ml Poli 1:C. Despuds de incubacidn

durente 60 minutos, el inductor se filtra, se lavan 3 veces

! ds incubacidn durante 10 horas a 37°C, se recupera la interfe-

i rona del sobrenadante. : ;
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El material recuperado se somete & focalizacidén iso-
814ctrice vy el material con actividad biolégloa se encuentira

-~

fnicamente en la gema de pH de 6,3 a 6,8, mientras que la

whs

interferona natural se dispone en diversas gemas. Se obs&rs-

. 134
¥a que el producto no contiene resfduos terminales de galas~
6

by Sa

tosa de la forma sigqiente. 10° unidades de interferona hio~ ’
sintdticamente modificada, se incuba, como en el ejémplo 3;
én tampén Tris HC1 0,05 M (pH 7,5), 10 mM ﬁe EDTA, 5 mM d2
deetato de magnesio con 2 mi de deido CMP-N-aeetilneuramIr_i_:’:pﬁj
¥ 500 unidades de sialiltransferasa. AL contrario de le 39%5:
lointerferona, la interferona modificada biosinféticaﬁenfe g;
gbsorbe ningin dcido R-scetilneuram{nico. Las espdcies mole-
culares de 6,3 & 6,8 permenccen asi después del tratamiento.
con sislil-transferasa y no aparecen frécciones adicionales
con valores inferiores de pl. Eirhacho de que, segin elrejeg
plo 3, los res{duos del dcido siflico se transfieren a los re
siduos terminales de la galactosa, demuestra que lag interfe-
ronas modificadaé biosintéticamente no oonfienen residuos de
galagtosa'terminal como aceptores del dcido sidlico.

. Descrita suficientemente la naturaleza del invento, -
as{ como la manera de reslizarlo en la préotica, debe hacer—
se constar qﬁe las disposiciones anteriormente indicadas son
susceptibles de modificaciones ds detélle sn cuanto no alte-
ren su principio fundamental. .

REIVINDICACIONES
18.~ Procedimiento para la produccidn,de interferona
modificada estructuralmente, caracterizado porque comprende
inhibir la sintesis de los hidratos de carbono durante la big

_s{ntesis de la interferona, incorporando una glucosiltransfe-

rase a8l medio de reacciodn.
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: 2!.- Prooedimienxo eegﬁn la reivindicaoién 1y carao- :
%erizado porqus la glucosiltranaferasa es 2-desoxig1ucosa 6
.b—desoxi-2-am1nogluooea. ' , p
o 38,- Prooedimiento sogin la reivindieacidn 1 6 2, 91‘“

' ﬁaoterizado porque se lleva a cabo a una temperatura de 3) a -

15°c. R o
, 4'.- Procedimiento para la producoién de 1nterferons
~ﬁodificada estructuralmente, tal y como quqda suatancialmen-.

- rﬁe desorito en la preeente Memoria e 1lustrado en los adjun-

-
#

tos dibujos.

Esta Memoria consta de 16 hojas, oscritas a méquina
por una sola cara. o AU
| .Madrid & 1977
S ANDOZ A.Ga’ o
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