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Esta invención se refiere a la producción bio 

sintltica de interferonas y en particular a la puri­

ficación y modificación estructural de las mismas.
Las interferonas son compuestos conocidos, an 

ti-viralmente activos, que son producidos 'in vivo
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por organismos vivos e in v i.tro por cultivos de tejido en res, 

puesta a la acción de una serie de inductores específicos, en 

particular, tanto inductores virales como no virales. Han si­

do perfectamente descritos en la literatura y se ha demostra­
do que poseen un amplio espectro de actividad contra muchos y 
diferentes tipos de virus, jue son atóxicos y no-antigénicos. 
Las interferonas, por consi,guiante, tienen grandes posibilita 

des en el tratamiento y, en particular, la profilaxis de las 
infecciones virales, especialmente teniendo en cuenta la gew 
Días bien limitada de fármacos sintéticos, antivirales, actual­
mente disponibles. No obstante, su potencial no se había al-'

- -

canzado hasta el momento debido a la imposibilidad de produ­

cir interferonas en cantidad suficiente, la falta de pureza 
de las interferonas produci las hasta ahora, y el hecho de que 
lás interferonas, cuando se administran parenteralmente, tie­

nen una vida media relativamente breve.
La presente invención proporciona una serie de procedí 

alientos para modificar la estructura de las interferonas de 
forma que se aumente la vida media mientras no se disminuye 

sustancialmente la actividad anti-viral. I»a presente inven- 

I cíión proporciona Igualmente un procedimiento para purificar 
! interferonas e interferonas estructuralmente modificadas.

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

¡ el análisis químico directo. No obstante, se han deducido al 

i gunas de sus características estructurales por diversos trata j 
mientos enzimáticos y químicos de preparados impuros de Inter | 
feronas y la evaluación de la actividad anti-viral de los pro ¡ 

, ductoa resultantes. Lo que es evidente es que las interfero- ;
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ñas son proteínas, o al menos contienen proteina como compo­
nente principal, y que parte de la molécula está formada por 

radicales de hidratos de carbono. Se ha sugerido también co­

mo hipótesis que las interfsronas son glicoproteinas que tie­

nen una unidad terminal de ácido siálico /”!E. Schonne et. .al., 
Series Inmunobiol. Standard 61 (1969)_7, aunque esta hipé 
tesis aún no se ha confirmado de manera conclusiva. ' la pré­
sente invención se basa (apoyándolo en gran medida) en el su­

puesto de que las interferoaas son tales glicoproteinas.J La 
presente invención confirma igualmente que la penúltima uni­

dad de sacárido es un radical galactosa. v '
La presente invención proporciona procesos para produ­

cir derivados de interferona, caracterizados por 

á) introducir enzimáticamente ácidos siálicos en las interfe- 
rohas o asialointerferoms utilizando sialil-transferasas 

específicas.
b) oxidar enzimáticamente la unidad terminal galactosa en 

asialointerferonas con oxidasa de galactosa, 
o) dividir enzimáticamente la unidad terminal galactosa en 

asialointerferonas con galactosidasa específica.

El proceso a) puede efectuarse empleando procedimien­
tos convencionales para la introducción de ácidos siálicos, 

particularmente el ácido N-acetilneuramínico en el interior 
áe glicoproteinas o asialoglicoproteinas. Las sialil-trans­

ferasas específicas empleadas son también conocidas para ta­

les procesos e incluyen la sialil-transferasa del hígado de
j

1 a rata (.R1ST) ¿“J. Hiclonan et. al., J. Biol. Chem. 245 759 

i (1970)_7, del "colustrum" de ganado vacuno (CCST) /~B.A. Bar- 
; tholomew y G.W. Jourden, Procedimientos de Enzimología 8 368 

i (1966)_J7, de la glándula submaxilar de la oveja (SSGST) /B.M. I
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Carlson et. al., Procedimientos de Enzimología, 8 361 (1966)7 

y del cerebro embriúnico del pollo (ECBST) Kaufman y S.
Basu, Procedimientos en Enzimología 8 , 365 (1966)__7- las coji 

diciones en las que preferentemente se lleva a cabo el proce 

so son standard y varían según la enzima empleada. Así, en 
general, el proceso se efectúa en una gama de pH de 5,5 a 8,0, 

aunque esto varía según la enzima empleada. Así, con BIST, 
que es la transferasa preferida, el pH es preferentemente ce 

6 ,0 a 8 ,0, utilizando, por ejemplo, tampones de ácido 2-{N- 
inorf olino )etanosulf único o de Tris-cloruro; con el CCST, el 
pH es preferentemente de 6,4 a 7,2, utilizando, por ejemplo, 
tampones de fosfato, y con el SSGST, el pH es preferentemente 
de 5,8 a 6, utilizando tampún de acetato de Cacodilato. No 
se ha demostrado en estas enzimas necesidades de metal, aun­
que el EDTA puede estimular las actividades. El donador de 
ácido siálico es convenientemente el ácido CMP-N-acetilneura- 

inínico, pero puede ser también el acido CMP-N-glucolilneura— 

ínínico, cuando sé emplea SSGST como transferasa. Las tempe­
raturas y otras condiciones son convencionales y están descri 

tas en la literatura. El proceso se realiza.preferentemente 
de manera que el producto final se sialioe al menos en un 80^ . 

del total posible.
El proceso b) se realiza también de forma convencional 

tara la oxidación de los residuos terminales de galactosa en 
glicoproteinas utilizando la oxidasa de galactosa enzimatica 
(comeroialmente disponible). Las condiciones de la oxidación 

kon standard y puede efectuarse, por ejemplo, a u n p H  de 7,0 

a 8,0 utilizando, por ejemplo, un tampún de fosfato. El gra­
do de oxidación puede comprobarse por la reducción subsiguienJ 

te del grupo aldehido C6 recién formado con borohidruro de so;

- 4 -



- 5 -

5

10 .

15

20

25

30

dio irradiado, por ejemplo, tritiado. Cuando se hidroliza el. 

material reducido, por ejemplo, con acido clorhídrico, la ga- >
lactosa irradiada resultante en el hidrolisato puede deterja!—, 

harse por cromatografía en papel.
El proceso c) se efectúa de manera standard para escin 

dir las unidades de galactosa terminales en gliproteínas* • uti 

.tizando las p — galactosidasas conocidas para esta finalidad, _ 

incluyendo las de origen bacteriano o animal, .por ejemplo, 
tas de Eipplococcus pneumonías (DPG) R.C. Hughes y R.W. Jean— 

j.oz, Biochem. 1535 (1964) )» las de la Ooncanavalia enslfor-i 
¿is (CEG) (Y.T. Li y S.C. Id, Procedimientos en Enzimología' : . 

g>8. 702 (1972))» del Phaseus vulgaris (PVG) (K.M.L. Agranal y 

Ó.P. Bahl, Procedimientos de Enzimología ¿8 , 720 (1972)), del • 
Áspergillus niger (ANG) (O.P. Bahl y K.M.L. Agranal, Procedi­

mientos de Enzimología ¿8 , 728 (1972)) y del Olostridium per- 
(CPG) (E.J. McGuire et. al., Procedimientos de Én- • 

¿imología ¿8 , 755, (1972)). Las condiciones del proceso son 
convencionales y dependen en gran medida de la enzima emplea­
da. Así, por ejemplo, aunque el proceso puede efectuarse 
generalmente a un pH de 3,5 a 6,5, las gamas preferidas de pH 

para las enzimas específicas son, con el BPG, que es el prefe 
rido, de 6,3 a 6,5 utilizando, por ejemplo, tampón 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. La escisión de los residuos de galactosa pueden 

Comprobarse con asialointerferona tritiada. Esta ultima se- 

trata con £ -galactosidasa, se dializa y se hidroliza y la ga- 
; lactosa tritiada puede detectarse en' él hidrolisato. 
i Los derivados resultantes de interferona pueden aislar-

; se y purificarse de manera convencional, por ejemplo,, por diá-j 
j lisis y centrifugación. Las asialointerferonas, que son interj
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feronas en las q.ue los residuos siálicos terminales han si- ' 

do liberados parcial o totalmente, utilizados como materia­

les de partida en los procesos a), b) y c), son ya conocida# 
(E. Schonne et. al. Symp, Series Inmunoboil. Standard 61 
(1969)) o pueden producirse de manera convencional para eli­

minar los residuos terminales de ácido siálico dé las gl‘ico~-> 
proteínas, Así, pueden producirse por hidrólisis acida sua­

ve de las interferonas1 por ejemplo con ácido sulfúrico di­
luido, a temperatura elevada. Como alternativa, pueden ser 
producidas por tratamiento de las interferonas con neuramini . 

dasa' de origen bacteriano o animal, por ejemplo, la obtenida 
del Vibrio choleras, el Clostridium perfrlngena o el Pipío-

Q
ooccus pneumonías (R. Lfcrzeniéck, Temas Actuales sobre Micro­

biología e Inmunología ¿2, 35 (1972)) o del corazón de la ra­
ta. las condiciones de incubación son standard y dependen de 

la heurominidasa empleada. Por ejemplo, con la neurominídá- 
ha. del V.choleras un pH de 5,5 parece ser el óptimo, utili­

zando por ejemplo tampón de acetato, y con la del D. Pnéumo- 

hiae se prefiere'un pH de 6,5.
> Si se desea, pueden efectuarse los procedimientos alter 

ilativos de deslalilación descritos anteriormente para obtener 

íina mayor desialilación.
Las asialointerferonas resultantes pueden aislarse y 

purificarse utilizándose las técnicas convencionales.
Las mismas interferonas, utilizadas nomo materiales de 

¡ partida, están perfectamente descritas en la literatura y j 

i pueden ser producidas por interacción de inductores, tales coj 

mo los mixovirus y los arbovirus, los enterovirus, los virus : 
ÍMA y otros diversos viruB, por ejemplo, el virus de la glo- ¡ 

j r.opeda, que realmente no pertenece a ningún .grupo, así como ¡30
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inductores no virales, tales como microorganismos.y endotoxi- | 
ñas bacterianas, cón células in vivo o in*vitro. Entre las 
interferonas específicas que podrían mencionarse se incluyen 
las interferonas animales inducidas por virus, tales como in—Ly • r -i.
terferona de conejo, interferona de pato, interferona de ra­
tón, interferona de mono, interferona de ternera e interfero­

na humana. •
la presente invención proporciona también un proceso ‘pg. •

ra la producoión biosintética de interferona modificada es—
tructuralmente, por síntesis completa de la porción de hidra*?

•*»

tos de carbono de las interf eronas. . Más concretamente, la, , 

invención proporciona un procedimiento para producir una ib**., 
terferona modificada estructuralmente que comprende la inhi­

bición de la síntesis de los hidratos de carbono durante la 
fotosíntesis de interferona, .incorporando una glicosiltransfe- 

foasa, preferentemente 2-deeoxiglucosa o 2-desoxi-2-aminoglu- 
cosa, al medio de reacción. El proceso se lleva a cabo de ma 

ñera convencional para la inhibición de la síntesis de los 
hidratos de carbono en proteínas. Por ejemplo, empleando 2- 
desoxiglucosa o 2-desoxi-2-amlnoglucosa, el proceso se reali­

za adecuadamente a una temperatura de unos 35 a 45 C» prefe­
rentemente de 37°C. El producto resultante se modifica has— 

foa que se compruebe que no contiene unidades terminales de 

galactosa.
las interferonas estructuralmente' modificadas así.pro­

ducidas pueden aislarse y purificarse por las técnicas con­

vencionales.
La invención proporciona igualmente un proceso de puri­

ficación para los preparados de interferonas, asialointerfe- 

fonas o interferonas modificadas de acuerdo con la invención, ,¡
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que comprende la.cromatografía del preparado sobre una aglu-

tinina inmovilizada y la desorción posterior de la interioro

na, asialointerferona o interferona modificada, fijada a la
aglutinina. iüste procedimiento de. purificación cromatográfi »
ca por afinidad puede realizarse de manera convencional. Así, 

el ligando de aglutinina se moviliza.adecuadamente en una ma­
triz sólida sustancialmente inerte. las matrices adecuadas 

dependen en cierta medida de la aglutinina empleada, pero 
la matriz preferida es el ester de N-hidroxisuccinimida de 
aminoalquil-agarosa suocinilatada (P. Cuatrecasas et. al., '-. 

Biochemistry 2291-2299). La aglutinina inmovilizada se I
coloca entonces en una columna crornatográfica y se hace pasar 
a través de la columna una solución de la interferona que de 

be purificarse. las interferonas se fijan específicamente 
o son adsorbidas por el ligando de aglutinina mientras que 

■las impurezas pasan a través del mismo. La interferona fija 
da o adsorbida es entonces eluida con un eluyente apropiado. 

Las aglutininas adecuadas son convencionales en la purificar 
bión de la glicoproteina, e incluyen las fitohemaglutininas, 

tal como la fitohemaglutinina Concanavalina A, la fitohemaglu 

tinina de la lenteja común, las fitohemaglutininas de la semi 
lia de ricino y, preferentemente, la fitohemaglutinina del 

fchaseus Vulgaris. El eluyente utilizado para desorber la in­
terferona fijada puede depender de la aglutinina empleada pe- 
i*o, en general, es apropiadamente un mono-, oligo- o polisa-

| cárido, u otra glicoproteina, preferentemente una glicoprotei
¡

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

- nos /~S. Kornfeldt et. al., Proc. Kat. Acad. Sci. (USA) 6¿,
: -U39-1446_7. :

Las interferonas modificadas de la invención poseen30
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propiedades antivirales similares a las interferonas no modi 
ficades, pero sus vidas medias son. más prolongadas. En partí 
cular, son activas contra el virus Herpes Simplex, como ee- ob 

serva en los conejos blancos de Nueva Zelanda (1,0 ~ 2» 
inyectados con 10^ pfu de virus Herpes Simplex. De 3 s- 6 días 
después de la administración, todos los conejos desarrollan-1. 
r̂iq creciente, parálisis y en aproximadamente 2/3 partes da ­
los conejos, encepalitis con resultados normalmente letales. 

106 unidades del preparado de interferona se inyectan como 

una sola • dosis o en 4 dosis inhibidas a intervalos de 6 horas.) 
Comenzando al iniciarse la infección, observándose los resul­

tados en los animales.
las interferonas modificadas de la invención están 

pues indicadas para su uso como agentes antivirales, particu­

larmente profilácticamente. Una dosis diaria indicada es 
5,106 a 200 .106 unidades, administradas adecuadamente en dosifi 

divididas de 2 a 4 veces al día.
Las interferonas modificadas pueden mezclarse adecuada 

mente con .diluyentes líquidos inertes y administrarse párente 

raímente en forma de soluciones o suspensiones estériles in­

yectables.
Los siguientes ejemplos ilustran la invención. En los 

ejemplos, se hace referencia a la focalizacion isoeléctrica. 

Ésta se realiza como un sistema de electroforesis en columna 
Uniphor LKB 7900, Volumen 220 mi, utilizando anfolitós porta- 

| dores de anfolina con pH de 3 a 10. La focalizacion isoelec—

¡ trica se realiza según el manual de instrucciones LKB. Todas 
las operaciones se efectúan a 2°0. A las 36 horas se recogen 

i fracciones de 5 mi y se registra inmediatamente el pH.
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EJEMPLO 1: Producción de Interferona
La interferona se produce en las células primarias 

del riñón de] conejo, según el procedimiento de Tan et. al., 

Proc. Nat. Aod. Sci. 62, 464-471 con la siguiente modifica­

ción. Unas capas individuales se inouban con 200 /ug/ml de 

poli (1), poli (C) durante 1 hora a 37°C. Después de retirar 
el inductor, las células se lavan dos veces con solución sa­

lina tamp onada con tampón Hanks y se añaden 10 /ug/ml de ei- 
cloheximida en medio esencial mínimo de. Eagle conteniendo un 
2 jé ae suero de feto de ternera. Los cultivos se incuban du~j 

rante 3 horas y media a 37°C, y a continuación se añaden-3 
yug/ml de actinomicina D, continuándose la incubación duran­

te otra media hora. Se retiran los antimetabolitos, las. ce- 
lulas se lavan 5 veces con solución de Hanks y se cubren con 

medio fresco sin suero. A las 8-10 horas se recoge el sobre 

nadante, se centrifuga y se guarda a -70°C hasta que se uti­

lice.
20 litros de sobrenadante se conoentran 200 veces por 

ultrafiltración a través de membranas Diaflo PM-10 (Amicon), 

se dlalizan contra ácido acético diluido (pH 3>0 ) y se libe­
ran de las proteínas precipitadas por centrifugación.

Para las pruebas de la interferona, se utiliza la pru§. 

ba de reducción en placa en células primarias de riñón de co 
nejo. Se tratan capas simples en discos Petri de 6 cm duran 
te unas 18 horas cpn 2 mi de diluciones de interferona y a 
continuación se atacan con 50 a 80 unidades formadoras de 
placas de virus de Vesicular stomatitis. Los contenidos se j 

expresan como la dilución de interferona que provoca una re-j 
ducción del 50 jí en la placa. En cada serie de pruebas se 
incluye un standard de laboratorio. Todos los resultados se ,
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corrigen segút esta standar y se expresan como unidades de la 

boratorio por 2 mi.
EJEMPLO 2: Prcceso de purificación

La fitcaglutinina de Phaseolus vul garla necesaria para 

el proceso existe como bactofitemaglutinina y se purifica se­
gún describe í . Weber et al., Scand. J. Hámat. 77-80. La 
porción eritrc-aglutinante se filtra en gel sobre Sephades 

G— 150 y a .continuación se acopla con el áster de. N-hidroxisuc* 
cinimida de amialquil-agarosa succinilatada (P. Cua.trecaea3 

ét. al., Biochemistry 11. 2291-2299).
Esta aglutinina muestra una reacción específica con la 

secuencia de oligosacáridos galactosa’— » E-acetil-glucosami- 

na —  ̂mañosa, que existe en muchas glicoproteinas como carac 
•ierística estructural. Como puede observarse en la figura 1, 

la asialoínterferona irradiada con (%) se adsorbe muy fuerte-’ 
¿ente en esta lectina unida con agarosa.

Se utiliza una cantidad total de 10.000 unidades de in 

terferona con 120.000 dpm (%) de. actividad. Aproximadamente 
xin 50 de la radioactividad no se adsorbe, y un 20 $ más pue 

de eluirse con galactosa 0,1 M. No obstante, este material 

no mostró ninguna actividad biológica. Se obtiene una comple 

ta desorción con un fragmento de glicoproteina de erictrocitOE 

humanos. Este fragmento de glicoproteina se obtiene de la mem 
tirana de los eritrocitos humanos después del tratamiento con 

tripsina según el procedimiento descrito por S. Kornfeld et. 

él., Proc. Eat. Acad. Sci. (USA) 6¿, 1439-1446.
Después de añadir este fragmento de glicoproteina al 

¿luyante, se obtiene un máximo en cresta (ver fig. 1). Toda
i

la radioactividad restante se eluye, es decir, la interferonaj 

se desorbe dentro de una gama muy limitada. |
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EJEMPLO 3: Incorporación de ácido N-acetil-neuraminico en in-; 

terferona.
Reactiros; el ácido CMP-N-acetil-neuramínico se sinte­

tiza a partir del ácido CTP-N-acetil-neuramínico con la onzi- 

ma transferas.i del ácido CFM-sialílico procedente de las glán 

dulas salivares (E.L.Kean et al., Procedimientos de Enzinnlc- 
gía, 8 , 208 (1966)). La enzima de siallltransferasa se obtie 

ne del hígado de rata (J. Hickman et al., J. Boil. Chem 
759 (1970)), o el calostro de ganado vacuno (B.A. Bartholomew 

et al., Procedimientos de Enzomología, 8 , 368 (1966)).
44 cc de una solución de interferona de conejo conte­

niendo 2.106 unidades de interferona en tampón tris-HCl .0,05 

M, un pH de 7,5, 10 milimoles de EDTA, 5 milimoles de aceta­
to de magnesio, se incuban con 2 milimoles de ácido CMP-N-ace 

tilneuramínioo y 500 unidades de dialiltransferasa. A las 

dos horas la solución se dializa contra ácido acético 0,1 N y 

a •continuación contra agua destilada, retirándose el precipi­

tado por centrifugación. El material sobrenadante contiene 
interferona a la que se ha incorporado adicionalmente ácido 

tf-acet il-neuramíni co.
La transferencia enzimática se verifica por focaliza- 

ción isoeléctrica. Mientras que antes del tratamiento la 

interferona está presente en varias especies moleculares de 
pl 6,3 ; 5,8 ; 5,3, el nuevo producto resultante tiene princi­
palmente un pl de 4 ,8 . La incorporación queda además confir 

.¡nada por la transferencia del ácido N-acetil-neuramínico ra­
dioactivo. Cuando se utiliza ácido CMP-(1^C)-N-acetil-neura- 

míñico en la reacción enzimática, la fracción de pl 4 ,8 mués-
t

tra una elevada incorporación de la actividad (^C) proceden-j 

te del ácido neuramínico radioactivado ¡
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EJEMPLO 4: Oxidación enzimática de asialointerferona.
Una solución de 40 cc de interferona de conejo con 

5 .1O6 unidades de interferona, se trata en.tampón de acetato 

de sodio 0,05 M pH 5,5, NaCl 0,15 M, 20 milimoles de Gado,
'con una unidao internacional de neuraminidasa de origen bacte 

•Mal o animal. A las 4 horas el, material se dializa contra : • 
iacido acético 0,1 N y posteriormente contra agua'. En el ma-

. terial sobrenadante existe asialointerferón. .Cuando éste 

preparado se somete a focalización isoeléctrica, puede obser­
varse, como se ha descrito ya (E. Schonne et al., Symo. Series■ • ' • ■ • i
inmunobiol. Standard, 14, 61-68), que ha desaparecido la hete 
¿•ogeni dad de la carga y se ha formado'un producto uniforme 

con un pl de 6,3. Esta asialointerferona se oxida con la en • 

zima oxidasa de galactosa. 2-10^ unidades de interferona en 
f,ampón de fosfato 0,05 M, pH 7,8, UaCl 0,05 M se incuban con 
$00 unidades de oxidasa de galactosa durante 20 horas. Después. 
c\e diálisis contra ácido aoético 0,1 N, se efectúa la centri­

fugación.
La reacción se comprueba por reducción del grupo alde­

hido 06 recién formado de la galactosa terminal con NaBH^ tri 
tiado. Cuando el material reducido se electrofocaliza, la 
fracción de interferona de pl 6 ,3 muestra una elevada incorpo, 
r:ación de tritio. Este material se hidroliza en HC1 2N duran 
te 2 horas a 1Q0°C, se neutraliza con Ag2C03 y se libera de 

los iones con una resina de intercambio de iones. La galacto 
sa radioactivadá con tritio puede detectarse inequívocamente
en el material hidrolizado por cromatografía en papel (ver ta

i á
! bla). Esta Tabla muestra los resultados obtenidos con inter-, 9 ■
í ferona y asialointerferona no tratada y trabada.

>

i
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¿educción con 
¿aB(3H4)

Incubación Incorporación 
con oxida- total ,(3g) 
sa de galajc dpm/ /ug de • 
tosa proteina

Incorporación 
de la galacto
sa (^H) dpm/ 

^/ug de prote i

Interferona' 39.115 2 .182

Interferona 24.765 6.224 "

Asialointerferona 26.593 4 .0 8 0

As ialoint erferona 113.135 77.724

EJEMPLO^: Escisión de la galactosa terminal
10? unidades de asialointerferona de conejo en tam- 

jíón de fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5» se incuban con 1.000 
Unidades de (3-galactosidasa de Diplococcua pneumonías, (R.C. 
tíughes y R.W. Jeanloz, Biochem. 1535 (1964)), durante 3 ¿o 
fas, A continuación se efectúa la diálisis contra ácido acé­
tico 0,1 N retirándose el precipitado por centrifugación. El 

material sobrenadante contiene agalactointerferona. La esci­

sión de la galactosa puede comprobarse con asialointerferona 

tritiada. Cuando este material se trata con /2>-galactosidasa, 
se dializa plenamente y a continuación se somete a hidrólisis 

acida, no puede detectarse galactosa tritiada en el material 

hidrolizado.
EJEMPLO 6: Biosintesis de interferona modificada .

Se induce la interferona en células primarias del ri­
ñón del conejo con 200 ^/ml Poli IsC. Después de incubación 
durante 60 minutos, el inductor se filtra, se lavan 3 veces

j las células y se mezclan.con un medio fresco conteniendo 40
i
! de 2-desoxiglucosa. ó 40 de -2-desoxiaminoglucosa. Después■ i
I de incubación durante. 10 horas a 37°C, se recupera la interfe-j
i
i roña del sobrenadante. ¡
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El material recuperado se somete a fóoalizaoión iso­
eléctrica y el material con actividad biológioa se encuentra 

líbicamente en la gama de pH de 6,3 a 6,8 , mientras que la 
interferona natural se dispone en diversas gamas. Se obaci'--" 

ira que el producto no contiene residuos terminales de galáo,- 
■fcosa de la forma siguiente. 106 unidades de interferona bio- 
aintéticamente modificada, se incuba, como en el ejemplo 3, 

én tampón Tris H01 0,05 M (pH 7,5), 10 mM de EDTA, 5 nM d? 
ácetato de magnesio con 2 mil de ácido CMP—N—acetilneuramí n5joo 
y 500 unidades de sialiltransferasa. Al contrario de la 3 si a 
lointerferona, la interferona modificada biosintéticamente no 

absorbe ningún ácido N-acetilneuramínioo. Las espácies mole­

culares de 6 ,3 a 6 ,8 permanecen así después del tratamiento 
con sialil-transferasa y no aparecen fracciones adicionales 

con valores inferiores de pl. -El hecho de que, según el ejem 
pío 3, los residuos del ácido siálico se transfieren a los 
sídúos terminales de la galactosa, demuestra que las interfe- 

ronas modificadas biosintéticamente no contienen residuos de 
galactosa terminal como aceptores del ácido siálico.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 

así como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacer­

se constar que las disposiciones anteriormente indicadas son 

susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alte­

ren su principio fundamental.
REIVINDICACIONES

-|8._ Procedimiento para la producción, de interferona 

modificada estructuralmente, caracterizado porque comprende 

inhibir la síntesis de los hidratos de carbono durante la biq 
íntesis de la interferona, incorporando una glucosiltransfe- 

rasa al medio de reacción.
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2*;- Procedimiento éegiSn la reivindicación 1, carac­
terizado porque la gluoosiltransferasa es 2-desoxigluooBa ó 
¿-desoxi-2-aminogluoosa.

3*.- Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2,. rv
^acterizado porque se lleva a oabo a una temperatura de 33 a 
¡5°C.

4J.- Procedimiento para la produooión de interferon*
• i  . • ' ’ . - - . . .

áodifloada e s truc turalment e, tal y como queda eustanoialmen- 
ile desorito én la presente Memoria e ilustrado en los adjun-

t •
t'os dibujos. '. :

4
Esta Memoria consta de 16 hojas, esorltas a máquina 

por una sola cara.
Madrid 
SAHDOZ A. O.
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