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1 ' Ta preparacién Ge interferén humano a parbtir de

célules de origen mmano hn encontrado considerpcién waiver
sal Gebido a la importoncic medicingl de los inberferones o

el frabomiento de infecciones viricos agtles ¥ crénican asi

5 como en lo terspia snticoncerosag on seres hunemos ¥ onine-
les. Las cantidades ée interferones necesarias pera ello no

pueden ponerse o gisnosicién, sin eabarso, vor medio fe Los

procedinicntos conoeidos haste shora pars su preveracidér,

o

o

dado que en 8stos después de induccidn de célules de culsl-
10 vo tistlor sélo mpuecde locrarse una pegueis concentracidn Jde

interferones hmanos. ,
- {

Lo preparacién de los interferones sc clféctie =
los procedimientos conocidos haste ehora mediente incuho-
cidn ds células tratedas con wn inductor de interferdn, yor
15 ejerplo vn inductor virel o vn inductor de 4cifo nucleico
eir un medio de cultivo de eélules., A comtinuacidn son sepa-
radas las células y eventualmente son destruidos log virus
inductores empleados mediante adicidn de m 4cide mineral ¥
reposo duraﬁ.’be varios dfas. La solucidn Ce interfordn bruto

L Ce

20 obltenida de esta menera es conceantrade ¥ purificada a con-
tirugeién por medio de ebupas de purificacién habituvales (vég
se por ejemplo DI-08 2,724.918).

Como células pora la indvceién de interfexdérn se
coplean en tal caso usuzlnente o bien vna linea de células,

25 vemonentenente cultivable, de origen linfobl

2

»otoide, vor

ejemplo células Homalwe (véase G IDein ¥y otros en Tnteora.

1 &]

d. Cancer 10, 44-57 (1972)), o células humenas de Fibroblos-

w0

tos 0 con grupo diploide Ge cromosomes y linmitads duracidn

en condiclones de cvliivo celvler o con grupo hetexroploide
30 de crorcsomas.y divisibilidad pernanente.
02059
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Como virus inductores se uvwtilizan usvelmente paroe-

wirovirus teles como virug Lemoa-lutingnte Javen (virus IVJ-

~Sendal) o virus de enfemmcdad de Iewcastle, rabdovirus te-

J1les como virus de estomatitis vesicular, virus del sarou-

pién o virug del grupo reovirus teles como reovirus o Blue

tongue virus, coro inductores de Acido nucleico se emplea

»

por cjomplo un &cido ribonucleico de doble haz tal coro po-
li I:q, eventuninente en combinaeidén con inhibidores me'jcé”-
v6licos y/0 policationes,

| Sorprendentenente se ha hallado ghors que la i
cién de wa llemada sustencia cstimuladora o de una mezcla
é¢e tales sustonecies a células adecuada& conduce a un zumeh-
to de la cantided de interferén producida a wn miltiple, .por
ejemplo a 4 hasta 60 veces, del rendimiento sin tra’caxﬁ;ie;z;bo
previo, Lz adicién del estimulador se efectiiz en tal caso
preferentemente antes de la preparacién de interferdn con
inductores de interferén, pero gsta puede efectuarse también
antes ¥ durante la adicién del estimvlador. En tal caso es
especialmente éorprendente que el aumento de rendimiento de
interferén, conforme a la invencién, se basa tanto en un
incremento del porcentaje de células que producen interfe-
rén como también en un avmento del rendimiento de interfe-
rén por cada célula.

Como estimuladores se he;t'i acreditado en tal caso
especizlnente las sustencias por medio de cuya adicién al
medio de culvivo celuler se aumenta el norcentaje de 1a;
células éue ﬁ:roducen interferén. Por tales hon de entender-
se las sustencias cuya adicién al medio de cultivo celular

hace que célulass, que se encuentran en fase de crecimiento

logaritmico, pasen en Cptimas condiciones de crecimiento
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|desde 1g fogse de crecimiento a wna fagse de reposo, oque esté

fiere o su contenido de fcido desoxirribonucleico (Iia), co
rregponden a células postmitétices (fase GL) ¥ no se desa-

rrolla ningma. sintesis de If4.

Como sustancias estimuladoras se han nemifestado
coro idéncas especialmente 4cidos carboxilicos aliféticos,
saturados, por cjemplo 4cidos nleonoicos con 3-6 dhomes .Ge
corbono, tales como fcido propidnieo, 4cido n-butirico, dei-

Lo

¢o isobutirico, 4cido n-velérico, fcido caproico ¥ sus moies

con bases inorginlees w orgfnicas, Glonires ¥

"|das con 4 hasta O &tomos Ge carbono, pero especizlmente sus

Cerivados &,w toles como nor ejemplo pentametilenbisaceta-

nide hexametilenbisacebenida o heptenetilenbisacetonida,

les como dimetilsulfdxido, o glucocorticoides, oque estén sug
tituidos en nosicibn 11p con un grvno hiGrdfilo tel como vn
&tomo Ge halbgeno, vor ejemplo un &tomo de fléor, cloro o
Dromo, o con un grupo hidroxi o hidw :-:'meﬁ;ilo y por ejemplo
hidrocortisone, dexemetasona, perdnisolons, aldosterona,
triomeinolona, cortexolona. Le concentracién final de estos
estimvladores es convenientemente de 0,01 micromoles/litro -
300 milimoles/1itro, La concentrecién final preferids on el
caso de vn feido alesnoico enmpleado como estimulador es no
obstente de 0,5 -~ 5 milimoles/litro, en el caso de unz diazing)
discetilada de 1-10 milimoles/litro, en el caso de ur cornves
Yo de amufre orsfnico %l como dimetilsulféxido de 50-30C
milimoles/litro ¥y en ¢l caso de glucoco;_ﬂ’cicoides de 0,01 mi-
cromoles a 10 micromoles.

(=2

Como estinmuladores especialmentc adecupdos se han
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—4ecido n-valérico y sus sales de metales gleclinos tales co-

4

Itojin anm,

mgnifestado en Tzl caso 4Acido propidnico, &ecido n-butirico,

no sales s6dicas, hexanebileubisacetmnida, Ginetilsulfdxido,
dexanetosona, trisncinolona, hidrocortisonz ¥ prednisolona.
Il procediniento conforme a la invencidn se rea-

lize no obstanie, de mancra cepecialmente preferide, ol

-
L T . 1R

siguiente modo:

Células Nanalia se reproducen en un medio uc: cLe-
ci:'.‘.iben"i:o, preferentemente en el medio REITT 1640 (‘4"13:1:1% Cwa
co, Bstados Unidos, o firma Flow, Gren Bretaiia), el cunl
coitiene CORO aditivos 10-25 en volw:en, pero preferente~
mente 20 © en volwen », de caldo de fosfato de i’.l“i'!p‘tos&—};‘-

1 ~ 10 ¢ en volumen, pero vreferentcnente 2 ~ 6 ¢ en W}oli’-
nen, de suero humano previeuente purificado., = 'bc.l caso nuc
de emplearse alternztivamente con respecto al suero hmgxaiqo
tanbién une adici&n ée suero o fracciones; de suero Ge otres
espccies, por ejemplo suero vgeuno fetal en unag concen'bra?
cibn de 5 - 15 <{ en volumen.

Las c¢élulas cultivalas de tal manera son nezcladas
6 células/ml,
6 c6-

en guspensién con uvna densidad de 0,2 - 5% 10
pero preferentemente con wna Censidad de 0,5 - 1 x 10
lulag/ml, con un compuesbo estimulador, por ejemplo una scl
de metal alcalino de &cido n~butirico, en wnme concenbracién
fingl de convenientenente 1 milimol/litro, y son incubades
convenientemente a una terperatura de 35 - 37ecC, Despvc

un espacio de tiempo de 6 -~ T2 horas, pero preferentenente
de 24 - 48 horas, sc obtienen las células mediante centri-
fugacidn y se suspenden convenientemente con wa, dengidad

6

de 50 x 10° células/ml de medio, con o sin sustancia estimu-

lagdora. Este susnensién es infectada por ejemplo com virus
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IVJ como induetor de interferdn,.e incubada. Bcsiwxzés de opro
Timadonente 1-3 horas las célulos infeetados son recogides
redisnte centrifugacidn ¢ incubades con wne dexncided de

5 - 10 % 106 células/ml en un nedio de cultivo celular eron~
to de suero, por ejerplo en medio de bu;tivp celuler "Mininun
Zssential Hediu-Zogled- (Fima Gibeco, Hetados Unidos, o
fime Flow, Gren Bretafiz), curente wn espacio de *biem;:d”d-.e
15-24 horss, pero nrefcrentemente de 18 - 20 hores, e pre-
sencla 0 pusenciz de la suctoncia estimvledora a 35 - 39&0
¥y con un velor de pil del medio de cultivo fisuler de 6;-?L;3,0
pero'-:a’referentemen"ce de 7,3. TLa solucidn del interferén bru-
to linfoblastoide oblenide es separade mediante cenbrifuga-
cién de las célules Namalwa y para la inactivacién de los
vi‘estan%es virus induciores se ajusta mediante adicidn de
écido mineral, por ejemplo de toido clorhidrico, a vn valor
de wH de pfeferen*'aemen‘be 2,0 y es incubada durante varios
dias, por ejemplo 3 - 5 dfas, a 0 - 4eC.

Para la purificacidn adicional, la solucién de iri—
terferda Bm'bo linfoblastoide obtenida de esta maners puede
someterse por cjemplo a las siguientes etapas de purifice~-
cién. »

a) La solucién obtenida es neutralizada por ejemplo con le-
jia de sosa ¥ ¢l interferén es precipitado con una sal de

Zine, por ejemplo a,ce'ba‘&o de zinc, ¥y separada por medio de
centrifugacién. El precipitado obtenido es llevado a diso-
Tucidén en Acido clorhidrico ailuido frfo, por cjemplo Acido
clorhidrico 0,1 ¥, ’ |
b) Después de clarificer la solucidn en fcido clorhfidrico

por nmedio de renovada ,cen’crifugacidn,'és’ca es mezclada con

lun intercambiador de iones, preferentemente el intercambia~
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dor do icnes ””uScph%ac“ C-25 e 1o firnme _“anaacia Tine

Thendeals (Uppsala) ¥ es ogitado duraste verios hores, Dea-

1

pués de que el interfewvdn hubo wmido recosido por el interc n
biodor de lones, égsbe es lavado varios veces pars la-'elizs.n.rt{p_,
cidn total do iones de zine con unm tamnén, por ejemnlo 3 vc—
ces con 0,1 moles/litro con fampén de ¢licina/Acido clorii-
drico de pi 2,5 ¥ tres veces con 0,1 moles/litro de c1‘bé 50
de potasio de pi 4,0, al que se habien efiedido 0,005 mo&és/-
litro de etilendicminotvetraacctoto disbédico. A contlnuo,c:L(Sn
cl intercembicdor de iones con ¢l tar“)d*ﬂ. ce c:.traco 8000
ga en wg coluime de cromalografio v sc eluve el interferdn

con vn tomndn débilmente bé,sico, por ecjemnlo con 0,1 mole‘s/n

,

1 mol/litro de cloruro de potasio.

¢) Ios eluatos que contienen proteinas, rccogidos, son. ajus-
tados con dcido clorhicrico a bajas temperaturas convenien-
temente a pH 3,5 ¥ después de eliminar ¢l enturbiemicento re-
sultante por medio de centrifuzacibn, se alade para la pre-
cipitecién del interferdn wna solucidn de tiocianzio de po-
taxio, El precipitado formado se deja scdimentar, se reco-
ge mediente centrifugacién y se recoge en wn vdlmien lo nés
vequefio posible de w tawnndn débilmente bé,sic'o, por ejemplo
0,1 moles/litro de fosfato de potasio de pH 8, ¥ la soluw
cibn es vltracentrifugada.

d) La solucibn obtenida de esta nanera es purificade adicio-
nalneste sobre wna columnaz de cronatografia. Para ello se
emplea convenientenente un tomiz molecular tal como Sepne~
dex G-100 de la firma Phamacia Fine Chenicals (Uppsala) con
el tamafio de particvlas Ge 40 - 120 J ¥ coro agente eluyen-

te solucién fisiolégica de sal comtn tamponada con fosfato,




10

15

20

30
02059

len volumen de sucro humono previsente purificado. El suero

Hoja niam. 7

o la que se ho oifadido 0,001 moles/litro de evilendiamino-
ddico. M tcl caso o5 conveniente, ontes del
uso de la colwmr, celibrar o ésta con proteinas de vese mo-
lecularp conoéido. Je recogen las fracciones del eluate, gque
correcponden & un peso moiccular de 10.0CC - 35.00C dalto-
e,
é) Las fracciones recogidamfson ajustadas, »or nedio de 4ci-
do clorhidrico, »referentenente g pH 3 ¥ conducidag sobre
wea pequeiig colurme, llens con un intercembimdor de iones
tal como SP-Sephadex C-25 (véase punto b), 1a cusl se Llova
previamente de monera conveniente con 0,1 moles/litro ci-
trato de pdtasio de pH 3,0. Con este pH se retiene el inter-
ferén de la columa Y a cdntinuacidn, desvués de un brch
levado con el tompén de citrato, se eluye con un'tampdh hT
fosfato, por ejemnlo 0,1 moles/litro fosfato de potasiv dz
pH 8, ILas fraccionés que contienen proteinaé son recogidas
Y dislizadas frente a solncién Tisiolégica de sal comiin
temponada con fééfato.

Los ejemplos sigulentes han de exnlicar més deta-
lladamente la invencidn, pero no limiten el alcance de la
invencién: ' |

Observacién previg?

Lés neélulas Hamalwa® son reproducidas en cultivo
en suzpensidn en wn fermgntador. I bl caso se enplea como
medio de crecimiento el medio RPLI 1643, al gque se he aile-
aiaoreo “ en volumen de caldo de Fosfato de triptosa y 2 ~ 4

o

huneno, previgmente purificado, es preparado mediente preci-

pitecidn de waas varie de las seroprotefnas con 6 I* de polie-

tilenglicol 6000 (véase Inglet ¥ otros en Acta Virol 18, 250 4

- 254 (1975)). Las dencidades celulares consesnidas ge e
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cucn"arzm o 2 - 7T x 06 cblulcs/ml.

S oMvirus €e Donded® es renroducido en huevos de
selline embrioncdos, la purificacidn se efecctio poi medio
de e ceudrifuza de @lta velocidad ¥ la suspensidn en ol
nedio ée crecinmiento se realiza vor medio de tratemiento
con ultresonidos, Z1 Y"virus de Sencdai" es conservado a ~70

QC. Pr""

Ajcimlo 1 ) A

Célules wl\a, en lo etapa de crecimiento e:mo-—

>

neneciel, fveron suspendidas en €5 litros de medlo de croci-,

niento com una édensidcd de 5 5 ZLO5 células/ ml. Lfi suagtan-

. : . o . .
cie estimuladora fue afiadids durante wn espacio de tiwmpo

ie § horas e 378C an una concentracidén de ¢ milimoles/Lifro

ol nedic de cultivo. Turembe eote ticmpo de tratamiento nre~

vio el grado de la sintesig de JIHA, referida a la sintesis

de D'A en células no tretedas, vuelve a menos de 2 %y las

4

clulas cotdn en un estedo de reposo, definido en relacidn

con la sintesis de D4, el cuanl corresponde a la fase G-l

-
]
e

el ciclo celular. Después del tiempo de tratamiento previo,

lag células fueron recogidas mediante centrifugacién (700 x
&y 15 minutps) e incubadas con una densidad de 5 x 107 cb-
lulas/ml en 1,7 litros de medio de crecimiento a 37¢C du-

rente 2 horas en botellas de cultivo rodaonte con 2l9 unida~
des de hemoeglubinacién de HVJS/ml. Les células inducidas de
esta manera . fueron recogidas mediante centrifugacién e in-

6 células/ml en 17 litros

cubadas con una derisidad, de 5 x 10
de "Bagle's-ilinimun Essential ledium® exento de suero (con
solucién szlina Earle) a 35,5¢C durante 20 horas a pH 7,3,
Pars ello se utilizaron matraces con sistemas de agitacidn

de 20 litros. Da solucidn bruta (=porcién sobrenadante de
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células), decpubs de sensrar les c¢blules nor centrifugacidn

(2,000 x &, 30 minutos), a vne temperatvra de como méxim

10eC, fue giuvstads o »pH2 con fcido clorhfdrico 5l ¥ fue el

nacenada durmte 3 - 5 dlas o 4¢C parg lag inacilvecidén del

Y enpleado.

La siguionte tabla coaticne el sumento de renci-

l.l
o

k]
)
1

e ¢ i~

limoles/1litro de 4cido n-bubirico como eztimulador:

Concentreocidn | Durpcidn del tro- )
. oo
¢ wiliwoles/~ | Gemiento previo vI/i0%™ Pactor
Li%ro t hores

1 26 7 270 26

S I o T £ T I ) B L T T T T S

P

1 48 36 060 33
2,5 , 48 | 65 520 60

e T T O B T T R B R L

1 68 44 000 o7

Unidedes lntemacionales de interferdn sor cada ZLO6 ¢l

.
o

sjemnlo 2

' Células ITomalwe fueron, culitivadss como cultivo en
suspensién cn 85 litrog de medio de creciniento hasta aleon-
zar ez densidad celvlar de 5 x 1(?)5 célulag/ml, ™ esto eto-
na las cflulas se encucntron en la fase de crecimiento exno-

nencial, la cual se distingue z0r vn mbximo de sintesis

3G
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ée IT

g

L por cada cblula. Lo suctoneia estimvladora fue olle-
~cide, cnfonccs e forma de solucibn acuosa Qurenbe wn espo-
cio de ticmpo de t horns a 35,5 - 37¢C en une concentracién
de ¢ nilimoles/litro al medio de cultivo celular. Después '
de cote tiemzo de trataiento nrevio, dentre del cual el &re
do de sintesis de IiA habls deccendido a menos de 12 % de

G

w cultivo testigo no tretado con sustancia estimuladore;

()

o meyor parte de las célulag estaba acunuladz en una.fdﬁc
de reroso correspondiente o la fase (1 del cielo celulaﬁ;
nuo de centrifugacidn con cireulacidn. Lag célulag recogldas
de tal manera fueron suspendides con uvia 1ensidad¥de l-x5107
células/ml en 9 litros de medio de cultivb; el cual_coh#énia
< milimoles/i;tro de sustancia estimuladora, ¥y fueron'inpp~
badas durante 4 horas a 35,5 - 37¢C on un matraz con sig-
tema de agitacién con 2 x 108 widades de hemoaglutinacidn
de IVJ/ul.

Las células inducidags dg esta manéra fueron reco-

&ldas nediante centrifugecidn v éuspendidas bon una densi-
dad de 5 x 10° células/ml en 18 litros de "Eagle's Minimun
Zssential Hedium" exento de suero (con sales Earle) e incu-
badas a 36¢C durante 24 horas a pH 7,1 en wn matraz con sis-
tema de agitacidn de 20 1itr5s. Despubs de separar por cen-
trifugacién las células (2.000 x g, 30 minutos) la porcién
sobrenadante de células representa la solucibn bruta de in-
terferén, Esta fue ajustada a pH 2 con &cido clorhfdrico 5 N
¥y almacenada durante 3 - 5 dfas a 49C para la inactivacién
del inductor viral.

Ia tabla siguiente contiene los aumentos de ren-

dimiento de interferén hallados en el caso de adicién de ¢
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1 nilinoles/1litro de he“&1e31161b15 tenlde como estimuladoy
Concentracién | Buracién del trato- .
¢ nilinoles/~ | miento previo UI/10%¢™ | Factox
1itro , t horas '
5 : SO
0 : 2 400 1
2,5 72 - : 10 400 4
0 _ 1 480 1
5 40 29 800 20
10 -

. 4 , . 6
Tnideles intemacioncles de 1ntc%¢cf6r nor ceda 107 cé-

Gélvlos Nonalwa fueron cultlv des como evlbive

. 1 en susnensidn en 85 litros de medio de crecimiento hast
15 » g

m

- 6 .
oleanzar wia densidad celular de 1 x 10 célulss/ml. Das

(o]
[0y
3
[o)
5
©
L]
g
o
b
Q
=
=
L=
+
5]
(]
=]
‘.J
©
.
2‘\3

se de crecimiento exponencicl,
;ino greado de sintesis Ge Ty

A

Sustoneies estimilacdoras fueron a;adi&as al medio de creci-

Q:

20 niento en forms de una solueidn neulra rente un espacio

de tiempo de 48 horas a 35,5 - 37¢C cn la siguiente mezcle:
ficido propidnico 2,5 milimoles/litro, hidrocortisona 1 mi-

cromoles/litro. 21 credo de sintesis descendid en el espe-

cio del tiemao de %ratemiento de 43 horas a menos de 5 & de

testis no tratado con la rezcla de susbencias

" 05 v cvltbivo
eshimulacdoras y la moyor parte de las células se zcumuld en
wa fase de reposo correspondiente o la fase GL del ciclo

celular.'Después Gel tiempo de brotaniento previo leg célu-
las se sedimenten con 700 = g on un procédimiento con'binvo

30 de centrifuzacién con circulacidn. Las células recogidas

02059
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e tal meoaers fuercn sucpendidas con uwne dengided de 4,50

“107 célulos/ml en 2 litros de redio de creciwvicnte e incu-
e S ~ - f\:]O

bados Curante 2 horas con 2

",

widedes de hemoagluiinacién
Ge Y/l en botcllas ée cultivo rodante a 3140, Desoubs ée
este ticmmo fucron recogidas los células y suspendidas con
wna denzidad de 1 x 106'célulasﬁnl en 05 litros de medic de
brecimiento exento de sucr& ¥y se mantuvicron durante 3B’ﬁ6-
ras a pd 7,3 en cultivo en suspensién a 35,5 -~ 37¢C. Do
pués de seporar las células a 2.000 x g cn wn procedimion~
{40 continuo de centrifugzocidn con circulacidﬁ fue recoﬁiaé

2 porcidn sobrenadento celular, ajustada a pH 2 con Acido

clornférico 5I1 a como méximo 10¢C y alnacenada durente 3 - 6
dfas o 4¢C, La solucidn de interferdn brubo obtenids de-es—
to manere se distingue vor un auﬁento de rendimiento cn uﬁ
Tector de 22 frente a wn cultivo testigo no tratado pravia-
nente (cultivo testigo: 1.050 wmidedes intermacionales de
interfcrén/106 células; cultivo trataco con &cido propidni-
co ¢ hidrocortisona: 23,200 wnidades internacionzles de in-
terferéﬁ/los células,
Zjemlo 4

nflogamente a los ejemplos anteriores se congi-

{ui6 con wna deasided celular de 5 x 107 células Nemelwa/ul
7 un fienno de tratemicnto previo de 48 horas con las si-
guientes sustencias estimuladoras wn aumento de readimiento

en el factor X {rente a cultivos tesiigo:
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lag/ml con las si

Namalwa fucron tratedas

con we densidad de 5 x 10° cblu-

Hojn nm. L3
T Zoticvlaedor Conecentracidn Factor (I0)
milimoles/1i%ro
&eido propidnico 1 4
acido n-bub »ico 1 29
Acido nevalérico 1 4
4eldo proyidnico ’ 2,5 8
Acide propidnico 5 31
Acido n~bubirico 5 29
Acido n-valérico 5 22
Acido eaproico 5 8
Dimetilsulféxido 140 4
Dimetilsvlidxido 280 16
’ e
Ejemplo 5
Por analogla a los cjemplos anteriores, célules

Y
:_.

~vLepueﬁ sustencias estimiadores, con lo
gue se obtuvo un aumeato del rendinmiento de interferdn, fro
e a cultivos no trgbados, en el factor Xt
Zesvimvlador Conecentracidn Factor Z
uicronoles/litro

Prednisolona 10 36
1 40
0,1 6
Dexzamesasons, 10 44
1 29
C;1 K
C,01 14

o ot bme e e e e e e
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e Batinuvladow Concenuracidén Jactor I
aicronoles/litro
frigncinolona 10 19
1 16
0,1 12
Tidrocortisona 10 50
1 17
0,1 ] Y S
Cortexolona 10 A
Prednisona . 10 35

¥l interferdn bruto wreparado conforne a los ejan-

nlos 1 - 5 puede . ser separal

ko)

io y/o purificado vor ejemplo-.
tal como sigue:

a) Concentro 016n con acetato de zine

17,2 litrog de interferdn bruto son neutralizados
con leife de sosa 27, se afiade con cién 1 mol/litro de
acetato de zinc hasta una conoentracidn ¢e 0,02 moles/iitro,
¥ el pH se ajusta a 7,2 con lejla de sosa. El preciéitado
resultente conticene el interferdn. Se dejz sedimentar duran-—-
te 2 horas y la porcidn sobrenadante es filtrads con succidn
ten empliamente como sea posible. El precipitado se obtiene
luego nediante centrifugagidn y se digiere con 640 ml de
éeido clorhidrico 0,1 W enfriado con hielo hasts la disolu-
cién, ajustindose el pH a 2,5, La solvcldn turbia es clari-
ficada en la centrifuv (a 2,000 x g, 60 minutos),

bh) 18 cromato graflis en presencis del intercambiador de iones

A 653 ml de la solucién &cida del interferén se
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vl'lnjn m‘nm.:l"5
aitaden 25,6 g Ge Jntcrc embiador de 1one ge-Sephadex §-25
-{Phernneia Fine Chemicals, Uppsala) ¥ la nezcla es agiteds

durmte lo noche cn wae chmara frigorifics. Il interferdn
N b -

es recogido on tal caso nor el interconmblacor de iones. Des-
{pubs fs%e es decontado 3 veces con en csée ceso 1 litro de

tamnén de 0,1 moles s/litro de flicine/4cido clorhidrico de.

22 2,57 8 continuacién 3 veces com en cade caso 1 litro

(7]
o

-J

fampén de O,1 POlG%/llu?O citrato Ge povasio e pi 4,0 {a

b

que se hg efiadido 0,005 noles/iluro de etllCﬂQlQHWDO tetre-

|acetato Giséc1c®, haSVa cue ¥s no es Getectable con ditiic-

na nizngfin idn zine en el agua de lavado. 1l intvercambiador
de iones se carsa luego con el tampbn de citrato en wa .co-
lﬁmna de cronavografia y el interferén cs eluido con 0,1 mo~
les/1litrn de fosfato de potasio de pH 8,0, el cusl contﬁene
1 mol/litro de clorurc de 9otasio. Tas fracciones gue coun-

tienen protelnes son recogidas (210 ml) eww‘ eéndoge como in

1dicacor la exdincidn 13 (X
dicador la ext a 280 nh (UESO nr1).

¢) Conicentrocidén con tiocicnato de wotasio

Les fracciones recogides (210 ml) son‘ajustaéas
a pH 3,5 con Acido cloxhicérico a 4e0 7 el enturbiamiento re-
sultoute es cllﬂlnado nedignte centrifugacién, A la solu-
cién se sfiade desp ués de cllo 1/16 del volumen do solucidy
de 10 poles/litro de viocianato de novasio. E1 precinivade
resulionte, que contienc ¢l iaterferfn, se leja sedimen%ar-

o

curante 30 minvios, se reune meaianue centrifuvgacidn, v =e

recoge en 3 ml de solucidn de 0,1 moles/litro de fosfato de
potasic de pif 8, La solucibn es clarificade mediente uliwre~
centrifugaeidn (com T70.C00 % g, €0 minubos).

d) Piltrecidn o trovés 8e rel

Tna colume de ratosrafia e 5 x 50 com eg 1le~
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neda con Sephadex (~100 (tomclio ¢o parifculas 20-120 ja, Fir-
Az W H

man Themmaclio Tine Chomdesls, Uppsala), el cval fue hinchado

con solucidn fisioldsica de sol comin bemyponada cén_fosfato
(P33) con adicidn dd 0,001 noles/litro de evilendiemino- te-
traacetato digédico, In cromatografia se efectia en una ch-
mera friorifics coﬁ soluecidn fisioldézice de sal comin fam-
ponada con fosfatq(etilend{émino tetrascetato como agente’
eluyente ¥ con wa velocidad de cirevlacidn de 40 ml/hofa;
Cade wiz de las colunmes rellenas es celibrada antes dei~
uso con proteinas de neso molecular conocido, Il oonceﬁffé—
do de inderferdn (3,5 ml) es fraccionado en las m%smaé con-
diciones segin ¢l tamafio molecular de los componcﬁtes-y:se
recogen las fracciones del eluato, que corresponden a i pe-
so molecular de 10.000 - 35.000 Daltones (30,5 ml)..Eﬁ este
nargen estd contenida toda la actividad de interferdn (pe;o
molecular aproximademente 22.000).

@) 2& cromatorraffc en nresencia del intorcembiador de iones

Las fracciones reunidas (30,5 ml) son ajustadas
con fcicdo cloriidrico a pH 3 vy bombeadas sobre una’pequeﬁa
colunna (X x 7 om) de SP-Sephadex C-25, la cual fue lavade
previenente, con 0,1 roles/litro de citrato de potasio de pH
3;0. El interferdn es retenido por la colwme a este pH.
Después de lavar brevemente con cl tampén de citrato, el in-
terferén es diluido con 0,1 moles/litro de fosfato de pota~-
sio de-pﬁ 8. Lﬁs fracciones que contienen protcinés son re-
cogides después de la E,gy del eluato, dizlizadas frente
a solucidn fisiolégica de sal conin ﬁémponada con fosfato y
conservedas a ~202C., Il volumen del concentrade purificedo

es de 3,9 ml.
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RUIVINTHTCACION T3S

I!OSV}_‘JUIL"GOS de im{encidn propia ¥ nueva cue se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud a0 }?a‘cen*’uei de
Invencidn en Espefia, vor VELITI afos, son los que Se reco-
:gen— en las reivindicaciones sigvientes: o

 18,- Procedimiento mejorado para la prevaracidén
de interferén, que se caracterizao porque antes de que, o
antes ¥ nientras que células de wna linea celular de origon
linfoblastoicde, permancniezente cultivable, o célvlas fi-

broblésticas humenas con grupo diploide de cromosomas 7y ii-

jmitada duracidn o econ gyupo heteroploide de cromosomes 7 2i-

o

 mitada divisibilicdad seen incubadaos con inductores de inter-

ferén, estas cbflulas son treladas con estinmuladores adecug-

esez, el interferdn formado en la incubacidn

£
o
&1
&
-
W
'.J
2}
®
Ea]

es separado y/o vurificado seolin mécdos conocidos en sf,
22,- Procedinmiento confoxme & la reivincdicacidn

12, que se caracteriza porgue ¢0:0 egtinmuladores se cimlear

|las susbtoncias cuya adicibn al nedio de cvliivo celular heo-

ce que células, gue se cncucntren en fasce de crecimiento
] ’ -

logaritmico, pasen en condicioncs éopbines de crecimicnto

do desoxtirriboniucléico ¥ no se dezarrolls ninsgune sintesis
de 1vA,

28,~ Procedimicnto conforme a las reivindicacionesn
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12y 28, que sc cnroetorina porgue cone entinuledor se ene

—

pleo wn feido clifffico saturado 7 svs scles, Clonings dio- |

cetiladas, compuestos ds azufre orgfnicor o-un glucocorti-
colde, "el cual estéd sustituido en nosicién 11[3 con v £ru-
po hidréfilo, asi como sus nesclas, ’

4%, Procediniento coaforme o la reivindicacidn

. IR
&

%, que se caracteriza porque como egstvinuvlador se emnlea

wa 4eido aleonoico con 3 - 6 &bomos de carbono o sus sales,
o yw ~-Qlmiinas 17,1 '-diacetilados con 4 - & Atomos de caibo-

no, dimetilsulidsido o glucocorticoides, los cuales estin:
tituidos en posicidén 11  con v 4%omo de halégeno, vn
Zrupo hidroxi o hidroxmimetilo, asf{ coro sus mezclas,

~
S

&,- Procedinicnto conforme a las reivindi_.ca'cic‘-‘-
neg 12 y 28, que s caracleriza porgue .como estimulador se
emplea &clcéo propibnico, &cido n-butirico, 4cido isobu’t_‘lifié
co, #4cido n~velérico, £cido canroico ¥y sus sales con bases
inorginicas u orginicas, pen‘baz:zetilenbisacetamida, hexeme~-
tilenbisacetemida, hepbazetilenbigacetamide, dinetilsulfdé-
xido, prednisolona, derametasona, triamcinolons, hidrocor-
tisone, cortexolonz, aldosterona ¥y prec‘misolona; as{ como
sus mezelas' ¥ el estimulador es gfiadido a las células due
rente w1 espacio de tiempo de 6-72 horas, pero preferente-
nente de 24~48 horas, asates de la adicién de los inductores
de interferdn.

68 .~ Procedimiento confdme a las reivindicacio-
nes 13-5&, que se caracteriza porque la concentracién final
del estimulador es de 0,01 micromoles =~ 300 milimoles/li-
tro.

T¢ .- Procedimiento conforme a las reivindicacio-

nes 12-68, que se ceracteriza porque como estimulador se em
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~lea vh feido zleamolceo cen 3 hasta 5 éfowos de corbono o

= . . A aad wa.om - e - KRR "
s goles, Clonings IL,D'-dicectiladas con

>

heste O Alomos
de corbono y/o Gimetilsulfbxido en une concentracidn Tingl
de 0,L micromoles/litro — 250 milimoles/~itxo.

G2,~ Procedimiento conforme o las reivindicacio-

(]

nes 18 y 28, gque se caracteriza porgue como inductor de ine

terferbén se emnles wn inductqr viral o w inductor de 4eido
nucleice. .

92.~ Procedimiento mejorado nora lag preparacién
de interferda. .
- Tal 7 cono se ha fescrito en la Iemoricy que ante-

!

cede y con- los fines que

2

e han esnecizfics

o]
G}

O
Zeta lemoris consta de DIZCINUZYE hojas escritas
a méguina por ung solz cara.

Izadrid, 14 MAY1979
P.A.
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