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, MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta'pa.ra unir a la solicitud
de
PATEXNTE DE INVENCION
formulede el 15 de Febrero de 1963, con el mim. 285.152
en
EsPAfNA
poxr VEINTE aﬁos
a nombre de NYEGAARD & Co. A/s., entidad noruega, esteble-
cida en Nycoveien, Oslo, Noruega, por: |

"UN METODO DE FRODUCIR UN MATERIAL POI;IPEPTIDO”

SERSEETmmE - =

e

Este invento se refiere a la produccidn de una susten-
¢ia para empleo en medicina con el fin de aumentar la resis-
tencie 2 la infecciédn. )

Se ha démostrado que los preparsdos derivados é.e leva-
dura poseen actividad , por inyeccidn parenterasl, pera esti-~
mular la resistencia humana a la infeceidn, habiendose res~
lizedo muchas investigascionessobre la accién anticomplemen-
teria de los preparados de pared celular de levadura en unmbn
con la proteins properdina., El preparado zimosan; que eé un

producto de pared celular de lewdura, insoluble en agua,
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préc ticamente libre de proteina y carbohidrato; es el prin-
cipal materieal activo de esta clase. Se ha demosirado que

la actividad protectora del producto es debida principalmen-

te a efectos lales como estimulacién de fagocitosis y accidn
antigénice. El prodicto en cuestién es una mezcle compleja

de 1ipidos, proteinas, polisacéridos, etc, ¥y ejerce un efec-
to pirogénico por inyeccidn. Como consecuencie de los efec-
tos pirogénicos y antigénicos , este producto tiene comside-
rakles inconvenientes para empleo en medicina.

Hemos encontrado ahora que puede aislarse un factor de
material de pared celular fingico que, al mismo tiempo que
ejerce una accién protectora no empecifice contra la infeccidn,
es acuosoluble, no pirogénico y no antigénico. Dicho nuevo
factor puede emplearse, pues, en medicina para comunicar in-
munidad no especifica sin inducir efectos indesegbles de nin-
gune cloge. ‘

’ De acuerdo con el presents :anento; Proporciongmos un
método para le produccién de un materiel polipéptido pricti-
camente no antigénico; ¥y no pirogéniao; que tieme una accidn
de inmunided no especa'.fica; que comprende las operaciones de
digerir material de pared celuler fingico insoluble en agua,
con 4cidos o a’,lcalis; para producir una fraccidn acuosoluble
que se separa luego del material insoluble en agua; ¥y recu=-
perar el material polipéptido no antigénico; no piroe;énicb
mencionado; de dicha fraceidn. ‘

Desde el punto de vista qv.imico; ccano se hs indicado
arriba; el producto es un polipéptido o mezcla de polipépti-
dos; emplgé.ndose este término en un sentido amplio para de-
finir sustancias que tienen una extructura polipéptida bdsi-
¢a, independientemente de que haya presentes también otros

LA YT <2
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grupos tales como carbohidratos. ’

El material de pered celular fingico empleado como
meterial de ‘partida conviene que sea levadura ¢ ung sustsn-—
cia derivada de levadurs, yz que este materisl de produc ¥os
especialmente efectivos, pero pueden emplearse tembidn otros
hongos, p. ej. penicilins, streptomices, etc.

El factor activo estéd en una forma insoluble cuendo se
encuentra en la célula ﬁingica; siendo conveniente , como Ope~-
racidn preliminar, tratar las célu]as; despuds de lisis, pa-
ra eliminar proteinas, carbohidratos scuosolubles, etC., Peej.
lavando con agua. Tambidn es conveniente trater el material
de pared celular con un enzima proteolitico p.ej. tripsina,l
papaina, etc.,; antes de lavar con agua, con el fin de elimi-
nar el material proteinico insoluble eventual. Otrz operacidn
de purificacién que puede realizarse conwniontemente antes
de la digestién de acuerdo con el invento es el levado con
un alcohol, p.aj. etanol; metanol, etc.; preferiblemeﬁte eta-
nol acuoso de 95%.

Un materal de partida de pared celular especialmente
preferido es la sustancis cominmente denominads zimosan., Es-
te término se eplica & preparadoe de pared celular de leva-
dura purificados que se cerscterizan principalmente por es-
ta;- précticamente libre de proteinas y carbohidratos de natu-
raleza scuosoluble.

Le mayoria de las formas de zimosan se preparan some-
tiendo levedura, por ejemplo levadura de penaderfa de
Fleichmann; & lisi.s; Dpee]j, empleando fosfato disbédico acuo=
80 hirviendo; e incubando luego los reslduos celulares inso-
lublss con une enzime proteclitico tal como 'tripsina; gensral~

mente en presencia d¢ tolugno. La incubacidn se reelize 201‘-

;QQﬁS
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malmente duxmte w periodo de tiempo prolongado, p. eJ. unos

16 dfas a 37°C. El materiel se lava lusgo bien con agua ce-
liente y finelmente con etanol de 95%. 1a prepa.racn.én de zi-
mosen esté descmta, por ejemplo en J. Exp Medicine, _J,
(1956), 1, por Pillemer y cal.

Cuando se emplea una sustancia 4cide para digerir el
material de pared celular en el procedimiento presente; es
preferiblemente wn compussto dévilmente 4cido peej. wn dci-
do e.liféticoé tal camo deido acético; propidnico, etc. o me~
jor un fenol, por ejanpio un monohidroxihenceno ¢ dibhidroxi~
benceno. Se prefiere fenol de %0 & 100%.

Se ha ancontrado que, cuando se usgn ferioles pars le
digestidn, el producto susle ser ingol\;ble en écidos, estan-
do en wna forma de peso molecular particulermente elevado.
Cuendo se empleen pare la digesfén otros. &cidos, el polipép~
tido liverado es pues; ‘insoluble hasta que el écido se neu-—

" traliza o hasta qw se hd producido la degradacién a fomas

de peso molecular menor. Entre las sustancias alcalinas que
pueden emplearse pare la digestién estén, por ejemplo; los
hidréxidos ecuosos diluidos de metal alcalino o emonio, car-
bonates, etc, p.ej. hid_.rbxido sédico; giendo une dilueidn con-
veniente la de 0;05-0;5 N.

El factor activo acuosoluble puede separarse en solu-
cidn del material de pared celular insoluble en sgua residual,
por e_jemplo; por centrifugaci6n; filtracidn, etc. y si se de~
sea; puede aislarse el factor sblido, p. ej.,por evaporacién,
liofilizacién; precipitacién; etc. Cuando el extractante es
fenol'; el factor sctive conviene precipitarle con un discl-
vente no polar; pe ©js un éter; hi&rocarburo; atc, preferi-
blemente éter dietilico. Conviene afiedir la solucién fendlics
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2 une mezcla difésice de dter dietflico y agua, con locual
se forma un precipitado en la fase acuosa. Si se deses, pue-
de purificarse éste afiadiendo hidréxido aménico pera disol-

ver el precipitado, extreyendo con un disolvente lmmiscible,

tal como éter, para eliminar j.ndicios ée fenol y liofilizen-

do para aislar el factor activo.
Si se desea, el factor ssucsoluble puede someterse a

uno o mds tratamiontos subsiguientes pare efectuasr una nusve

purificacidén. As{, por ejemplo, puede eliminarse material de

peso molecular mds lyajo mediente técnicas de temiz molecular,
p. ej. por didlisis, ultrafiltracién, etc. 0, canvenientemen-
te, por tratamiento con materiales de tamiz molecular; pre-~
ferivlemente en forma de particulas; peej. ol derivado de
dextra'no‘de enlace cruzado de Sxido de etileno; Sephadex G50
(que se vende par la firma A.B.Pharmacia de Uppea.la; Sueoia);
ouando el material de bejo peso molecular es absorbido sobre
les particules y el facfor ectivo queds sin sbsorber. El me~
te_rial de tamiz molecular es preferiblemenﬁe ne pei'meable a

sustancias de peso molecular meyor de 100C, convenientenente

" mayor de 6006. Asi, por ejemplo, puede hacerse pasar vna So-

lud én acuosa del factor activo a travds de uwnz columna de

~dextrano de enlace cruzado, estmndo cansdituida le primera

fraccién que hay que lavar pof el fector asctivo desezdo, gque-
dando retenido en la ¢ clumna ek meterial de peso molsculer
menor. In este procedimiento, el factor active puede lavar-

se & través de la columna cm une solucién elcaline diluida,

~ p.ej. élcali acuoso 0,05-0,5 K tal cmo sose cadstica 0,1 H.

Convenientenente, se pone en catacto el dextramo de enlece
cruzado con wna solucidn acuosa de wna sal de metel alcali-

no antes del freccionemiento y se separen los eniones laven-
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do. Es coanveniente que hays presente wm electrolito en la

solucibn que se quiere tratar, veatajosenente la misma sel
GUp Se pons en contactqlcm la columna.

El materiel sctivo es de ceracter dcido y; si se desea,
puede adsorberse scbre un materiel de cambio idnico celuldsi-
co débilmente béaico; por e,jemplo; del tipo deserito por
Peterson & Sober J.A.C.s.; _7;51;(1956),'. es decir; ung celulo-
qaj.‘qu:{'miqamente modificade de manera que lleve uno ¢ mas gru=~
pos amino; grupos dialcohilamino; o grupos d:_laloohi;aminoal—
cohilo; pe.ej. dimetilaminoetilcelulosa ¢ el producto de reac-
cidn‘ de epiclorhidrina.; trietanolamina y celulosa sédica, la~-
vendo después hasta que queds libre do impurezas no adsorbi-
des ¥ eluyendo luego. El aluyente conviene que sea un elec- .

trolito acuoso, por ejemplo, una solucién acuosa débilmente

dlocalina p.ej. hidréxido o carbonato de metal alcalino o emo~.

nio acuoso diluido, p.ej. & concentracidn 0,05- 2, o une so-
lucién neutra que ccn’aénga una o mds seles p.ej. W haluro
de metel alcalino tal como cloruro sddico en une solucién
amortiguada a pH :?-, p.ej. amortig_uador_de fosfato. Es conve-
niente que el material de cembio idnico estd amortiguado a
u:q;ﬁ canprendido ent"fe 6 y 10, pmferiﬁlemente; entre 6 ;5 y
8,5 y que la séiuﬁ.c’m Que se ha de trater esté amortigueda el
wisno pH. La concentracidn de sblidos en la solucibn convie-
ne que esté comprendids entre 1 y 2% en peso.

Otro tratamiento de purificacidn que puede emplearse
ventajosamente es la adsorcidn del factor activo sobre una
sus tancia que adsorbe selectivamente meterial de alto peso
molecu.}a.r, p.e;?. un giliceto comple jo tal c¢cmmo amianto; ben-
tonita, celita, monﬁnorillonita; etc.; seguido, después de

lavar hasta eliminaxr las impurezas de hajo peso molecular, de

285152
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eluceidn. Camo adsorbonte se prefiere el amianto, por ser
especialmen te efectivo; pexrmitiendo adsorber el factor ac-
tivo @ pE neutro p.ej. 4 & }, preferiblemente 5-6, y eluir-
le c6n lfguidos bésicos, p.ej. qérbonatos o hidréxidos.de
anonio o de metal alcalino acuosos diluidos; o fenclss, por
ejemplo el fenol mismo. El eluyente puede ser tembién una
solucién de alta c_:gmcgntraciéx;‘electrolitica; peejs cloruro
s8dl co mcuoso. Otro tratamiento de purificecidn quw puede em-
plearse es la adicidn de un precipitante de proteinas iner-
tes sobre wna solucidn ascuosa del material polipéptido para
separarle del extracto acuose.

El precipitante de proteinas puede afiadirse camo sus-
tencie s6lida, tel como una sustancia inorgénica acuosoluble;
por ejemplo; una sal tal como sulfatfo aménico; cloruro emé-
nico; etc.; o dcido fosfotingstico o; puede ser un.liquido;
por ejemplo; ung sclucidn concentrale de dichas sustancias.

El meterial de alto peso molecular quwe contiene la sus-
tacla po}.ipéptida puede precipitarse del extracto acuoso y
separarse, por ejemplo, por filtracidn, centrifugaoic'm; etc;
¢ puede hacerse que se disuelva en una fase argénica separa~
da. La fase argénica puede ser un lfguido inmiscible con agus,
e} préferibleznente un 1fquide polar que es nomslmente misci-
ble con agua, pero forma une fase seyparade cuando lz= fase
acuoss contiene grandes cantidadeg de maderial disuelto, camo
sucede cuando el precipitante es unz sal inorgdnica. Tales
disolventes polares tienen una mayor solubilidad para el fac-
tor que los disolventes no poleres. ‘

Segtin un modo de poner en précticé. este procedimiento,
el precipitante proteinico se afiade sobre una solucién acuo-

s2 que contiene el factor activo y un disolvente miscible con

Vo
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orgén:.ca ¥ recuperéndose de la misme el material activo.

En generel, sl pH del extracto acuoso influird sobre

" la separacién, y 1z cantidad de precipitante ha de estar en

relacién con el pH. La presencia de otras sustancies disuel-
tas; por ejemplo; 1iquidos orgénicos miscibles con agua; ta-.
les como etanol; aoetona; etc; influye tembién en la concan—
tracidn de precipitenteque de resultados Sptimos.

En @nsral; cuando se uss sulfeto eménico como precipi-
t_ante; la concentracién dpiime de la sal estd comprendia entre
25 y 60 % de saturacién, estendo el pH comprendido preferi-
blemente entre los limifes de 5 y 8. Cuendo se emp]ea_también
un producto -orgénico miscible con agua; p.ej. efanol, con-
viente que 1a cantided del mismo esté comprendida entre 30 y
60 ¥ do la fase acuosa; eligiéndoée les proporciones exactas
de swlfato emdnico y 1{guido miscible con ague de menera que
den lugar awdos fases. Por ejemplo, si se emplea una concen-
tracién de 46 #% de etanol, la cancentracidn de sulfeto améni-
o puede ser 25 & en peso. | - )

Te cantidad de lfquido ofgdmico afiedids se calcula pre-
ferivlemente para que 44 un volumen relativemente pequefio en

la fase sepsrada, de maners que se origine una concentracién

del factar sctivo. Hay cius adveriir qus, cuando se afiade eta-

nol, precipita normelmente algo de material indeseable y pue-
de tirarse antes de fraccionar can una sal imorgdnics.
la adicidn de precipitante se efectia preferiblemente

a températura ambiente y las concentraciones preferidés de
precipitente arribve indicadas no siempre son aplicables a tem-
peraturas mayores. Sin embargo, el polipéptido es estable has-
ta 902C y podrian usarse temperaturas mayores gin que se or:.-
ginase inactivacibn. _ R

~
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El materisl activo preparado por sl procedimiento de
acuerdo con el invento eg una sustancia nueve y cons tHituye _
une caracterfstica més del invento. Puede caracterizarse por
su solubilidad en agua; especialmenjbe en élcali diluido, dan~

‘do una fluorescencia verde-amarills, por su cardcter deido,

v, oés especialmente, por poseer actividad protectoz:'a contra
infecclones el mismo tiempo gue carece précticemente de acti-
vided pirogénica y antigénice. EL fector activo es un mate-
rial polipéptido compuesto de wn nfmero relativamente peque-
ﬁ-o‘de eminodcidos, es decir, éc:‘tdo glutduico, écido aspérti~
co, arginina, lisina, histidina, glicina, serins, proline,
alanina, valina; tﬁrosine.; treonina, fenilalanina; leucing e
isoleucina. Estdn susentes metioning y cisteina. Bl producto
da positive la reaccién del biuret sobre una base de peso se-
co 80-90 < del de la albimina., Tiene un contenido de nitrdge-
no de 12 y contiene aproximadamente 2 ¢ de hexosa, segin se

determine por ¢l método de la entrona. Se colorea con el

‘amido-Schwerz (reactivo que da color con las proteinas). La

electroforesis en papel con smortiguador de vermel a pH 8 7
demuestra que estd cargado negativamente. Es ‘bermoestable
hasta. 100eC, A direrancia de otros materiales que, por lo de~
més, soan pereoidos, preparados a partir de higndo y sangre
segin se describe en muestra solicitud ndmero 283.674, el me-
ferial obtenido por extraccidn fendlica de zimosan; precipi-
ta en solucién 4cida. Por consi.gmlente; precipite con deido
sulfosalicilico, Sin anbargo; ei meterial obtenido por extrac-
cidn fenélica de micelio de peniciline parece que es solu-
ble en écido acuoso y no precipita por deido sulfosalicilico.
Sin embargo, la totalidad del materiael precipita por ac:do

-~._ fzsfotungstico ¥ por sulfato sudnico a semi-saturacién, como

o~
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se ha indicadq arribe. ‘ \w' )
Less propicdedes bioldgicas de las nuevas sustancias
son las siguientes.: . _
Inhibicién de mitogis. Este mgterial impediréd la mitosis de
célnlas Hela cuando se desarrollen en un medio de Puck a una
coﬁcent;acién da 0;;5 mg/ml. Una cantidad de 0;33 ng/ml. pro_-'
ducird 50% de inhitdcién.
Proteccién ¢ antre virus de vacuna
(a) Bobridn de pollo
Centidad de material administrado & embridnes de po-
llo:

g
vos . Muertos Reaccién sobre Vivos Muertos Reaccidn
pembyans ¢orio— sobre mea-
alantoica,merca brana co-
. . rioalan-
toica,mar
ca
© 50 108 26 82 260
vivos de 120 26 vivos des 108

(b) Piel de camejo

Cantidad de material Grado de resccidn en
inyectado en la piel . l1a pield de conejo.
de conejo
22/ug + 4+ 3
40/(18 + ¢+
66/\18 . + +
»260/16 +

Control + 442

Broteccidn conitra infeccién de E.coli en ratones
Dosis de Qesaﬁo becterials: 1,25 x 108 organismos por ratdnm.
Se inyecto 0,2 mg. de material intraperitonealmente antes del

ON LT ’
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desafio,
Supervivientes/ total ratones

Material inyectado 24 horas antes del

desafio 6/18

Material inyectedo 6 horas antes del

desafio ) 5/18

Control )
0/18

Toxicidad. Se inysctaron 10 mg. por via intravenossa en cada
wmo de cuatro conejos sin ningdn sfntoma téxico.

Como se ha indicado arriba, el producto es méetica-
mente no pirdgenico y no presenta sustancialmente ninguna
actividad antigénica. Por inyeccidn, induce inmﬁnidad contra
virus de 'vacuna; E. coli y un mimero considerable de otras
bacterias y vims; habidndose encontrado que es efectivo pars

inducir resistencia a virus del catarro comﬁn; p- ej. por ro-
ciado directo en la mucosa nasel.

Este nuevo producto de acuerdo con el invento puede for-
mularse pera administrecibn en unidn con uno o mds exci piéntes
faimacéuticos. La naturaleze del excipiente o excipientes de-
penderd del tipb de prenaracidn que se desee. lss composicio-
nes pueden tomar convenientemente 1z forme de unidedes de do-
sificacién; cade una de- lzs cuales contiene convenientemente
de 5 a 20 mg. del polipéptido activo. Bn términos generales;
pueden fémularse prepurados sarz edministracién parenterzl, en
cuyo ceso el excipiente serd un liquido acep‘ta‘b}.e; desde el
punto de wvistz parentersl, par ejemplo, age esféril exenta de
pirégeno, o pzre sdministracidén oral, en cuyo caso, los exci-
rientes pueden contener c.;u.a, junto coix uno o més de 1os cgen~

tes saporiferos, de canservacidn, dispersentes, colorentes,
4 ';- o ’
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edulcorantés; ete. Los prejarzdos sueden tacbidn temer la for-
me. de treperados séiidcs, P. 5. tecblebtas que contienen el f.c-
tor activo. E‘n un procedimiento preferido, se 1lioliliz. vie so-
lucién obtenide en la operscidn finzl, se redisuelve en zgie
estéril eien’ca de nirdgenocs y se esterilize Por 3350 & tr.vés
de filtros ds vidrio sinterizado cpropizdoes.
Bl factor activo puede formulerse también pere adminis-
tracidn tépica, p. ej. desde solucidn acuosa como rooie.do,
que puede contener también wne sustancia conservedora, tel co-
©o etsnol, o p—hidroxibenzoato de metilo o de etilo.
 la solum.én de rocizdo yuede cortener, por ejemplo, de
,01 10 > en peso, mreferiblemente, de 0,05 e C,5% de na~
teriel activo. :
Parza que el inventp pueds comzrenderse mejor se dsn

los siguientes ejemplos a titulo ilustretivo daicamentes

Eg‘eg plo 4

7 a) Se atiadieron 0,2 gr. de zimosan (I.Idght 2 Co I%d.,
England; de levadure fresce ¥1ipo A, Tleichmenn) sobre 25 ml.
de fenol a 905 y se mentuvo a 379C, Gurente 2 dfcs. ZL me-
terial no disuelto se separd por'centrifugacién ¥ el residuo
ge lavé‘ con 5 nl. de fenol al 9%. ELi extracto fenblico se
afiedié sobre 155 ml. de dter y~ 150 nl. de sgua y e azitd en
un embudo de separacidn. La capa acucsa contenfs un precipita-
do. Se afiadid NH3 2N sobre l= cape acuosa y se disolvié casi
la totelided del meterial que habie quededo sin disolver. Pa-
ra eliminar log indicios de fenol; se hizo una extraccidn c'on
dter y ge secd por congelacidn, dendo 1;‘( mg. de un sdélido

blanco.

" Bb) Bl 88lido obtenido segun a) did, cuendo se inyectd

—y
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a 4 conejos (a un nivel de dosis de O, 1 mg/eonejO): el si-
suzente incremento méximo de temperatura: 0,79%C; 0,6¢C; 0,9¢C;
0,32C indicando que J.a sustancia posee une pirogeniudad des-
preciable. _

El 86lido obtenido de acuerdo con a) no acusa reaccidn
entigénica; segin se deduce del ensayo em piel, cuando se g.d—
ministra por inyeccidn a personas a un nivel de dosis de 0,1
mg. , | .

¢) Broteceidn contra infeccidn E.cold en ratones.

£l sdlido obtenido ds acuerdo con a) acuss proteccidn,
como muestran las oifras sigun.entes.

Dosis de desaffo bacterial: 1,25 x 10° crganiswos por
ratén. 0,016 mg. del sblido :myectados por via intraperito-
neal por reton. Se diS & un grupe ds 6 ratones el sblido 3 ho-
ras antes del dssafio bacterial; ya otro grupo; € horas aﬁtes
del desai’io; sirviendo como controles § retones que recibvfan

sblamente ol desafio.

~ Supervivientes/total ratones

Control 16 -
3 hores antes del desaffo. ‘ 5/6
6 horas entes del doseffo , 3/6

d) Proteccidn contra virus de vacunas

Bl s8élido obtenido de acuerdo con s) protesis los eu-

. briones de polo contra. virua de vacunas.

Diluc ién de vacunas Praccidn de fenol Control

recibide de zimosan

10“6 Algunas colonias se- numerosas colo-
. perzdas; 10 vives y nias; 10 muertas
2 nuertes . ¥ Z vivas



Zjemplo 2.

Diggstién de zimosan con NaOR
Se azltd 1 &, de zimosen & temperatura aibiente con

100 ml. de NaOH O;l K- durante 24 homs.' El liguido sobrena-

5 dente se neutralizd con HC1 SN a pH 7,5, se concentrd en Vi~
icio a 20 ml. ¥ se filtrb., La solucién se colocd en une co-
lumna Sephadexz (2,8 cm. % 32;5 co. de didmetro z altura; equi-
librada con ague conteniendo O,3% de tricresol) y la coluana
ge lavé con agua que conten{a 0,3% de tricresol. Se recogie-

e} ron fracciones de 5;8 ml. Se reunieron las 13 primeras.frac-

' : oiones; se concentraron en vac:(o; se ajustd el pH a 7;.5 con
NaOH; o,m; B0 filtré la solucidn y se sacé; porA congelacidn,
Peso del material incoloro; 55 ng. Daba; en soluoidn; una
. fluorescencie amarillo~verdoss a la 1luz ultraviocleta.
15 ' s
. Ejemplo 3

Extraccidn de material de residuos de fermentacidn de penici-
ling; .

Se mezclaron 25 gr. de micelioc de periicilina secado

"20 . con 200 ml. de fenol acucso al 30% y se dejé a 3:790 durante

| 2 dfas. Se obtuvieron 90 ml. de lfquido sobrenadante por cen-
trifugacitin;'y se afladiercn "’750 nl. de éter. El precipitado,
que pessba 2,8 gr., se afladid sobre 400 ml. de ggua y el 3H

:" sa 2 justd a'8;5; separando después por filtracién el material

25 " que habis quedado sin disolver. Se afiadié (EBA)ZSOQ' pblido _
hasta sa‘huracj.éx‘x de 60%, se redisolvié el precipitado en ague,
se dielizd a + 42C. y se mecé por congelacidn. Rendimiento de
naterial 45 mg. Une solucidn del materiel no pudo coagularse

. par el calor; dio sélamente indicios de precipitacibn con dei-

30 do sulfogalicilico al 20;‘-.; ¥y n¢ dio precipitado con HC1 o;m
(véase el material obtenido a partir de fimgsa_{z). ¢,
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Ejemplo 4
Solucidén de rociado nasal

Se disolvieron 0,3 gx‘._de mate:ial secaﬁo por’ congela~
cién, preparado de acusrdo con el procedimiento del Ejemplo
1; en 100 ml. de-una solucidn acucsa que contenfa 5¢ de eta-
nol de 96% y 5: de glicerol.

Esta solicitud que corresponde a las presentedas en Gran
Bretafia el 16 de Febrero de 1962, bajo el mim. 6.113/62 prov.
¥ el 4 de Octubre de 1962, bajo el num. 3:7~.558/62 prov.; se
acoge & los beneficios del articulo 51 del vigente Estetuto
sobre Propiedad Induatrial,

- NOTA -

 Los puntoe de invencién propia y nueva que se presen—

tan pe.;:a gue sean objeto de esta solicitud de Patente de In-

vencién en Espafia, por VEINTE afios, son los siguientes:

12,~- Un método de producir un material polipéptido

no antiéeno, esencialmente no pirégeno que tiene una accidn de

inmunidad no .especifiea, que comprende las dperaciones de di-
gerir material de la pared colular de hongos insolubles en
agua con material &cido alcalino para producir una fraceiln
soluble en agua gque luego se separa del material imsoluble en
agua y recuperar dicho material polipéptido; no antigeno; no
pirégeno; desde dicha ;fraccién.'

22,- Un método segdn el punto 1 en el cual el mate-

rial de la pared celular de hongos se digiere con un mONO=-0di-

hidroxi benceno.

3%,~ Un método segin el puntc 2 en el cual el mate-

: RS I A
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rial de ls pered delular de hongos se digiere ca femofs

49.- Un método gegin el punto 3 en el cual el mate-
rial de-la. pared celular de hongos se digiere con fenol del |
90 al 100%.

58,~ Un método segin el punto 1, en el cual el mate-
rial de'lg pared celuler de hongos- se digiere con un 4cido
carbox{lico alifdtico 1iquido o con un hidréxido o ocarbonato
de metal alcalino o de amonio.

6%~ Un método segin el punto 5 en ol cual el mate- .

" riel de la pared celulsr de hongos se digiere con hidréxido

sddico o potdsico 0,05-0,50N.

;}9.- Un método segin cusldquiera de 1os puntos anterio-
res en el cual el material de la pered celular de hongos es
levedure o un materisl derivado de levedura. .

8¢,~ Un método segin cualquiers de los puntos anterio-
Tes en el cual el material de la pared celular es descompues-
to y tratado para separar proteinas acuosolubles ¢ hidratos
de carbono entes do le digestién.

92,~ Un método segin el punto 8 en el cual el material
de pareci celular es descompuesto y lavado con agpa antes de
le digestién. _ L

| 102~ Un método segin el punto 9 en el cual el mate-
rial de ia pared celular e¢s tratedo con un enzima proteoli-
tico antes de lavar con agua.

119.- Un método segin cuaslquiere de los puntos ante-
riores en el cual el material de la pared celular 8s lavado
cén alcanol 1{quido antes de la digeetidn,

129,= Un método seglin el punto 11 en el cual el alce~
nol es géax}ol acuoso de 957‘

132.~ Un método segin cualquiera de los puntos ante-

= gy
: AT
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riores en el cual el material de la pared celular se derive
de levadura por descomposicidn de las célulss con fosfato
disédico acuoso hirviente, A |

14%~ Un método seglin cualgquiera de los puntos ante-
riores en el cudl cuando el meterial de la pesred celular eas
digerido con un fenol, el meterial polipéptido se precipita
por adicidn de un disolvente no polar. '

159.‘- Un método segén el punto 14 en el cual el di-.
solven-te”nc_) polar es un eter o hidrocarburo.

162.~ Un método segin el punto 15 en el cual se afla-
den eterry agua 8 la solucidén de fenol, después de lo cual
se foma en la fase gouosa un precipitado del material po-
lipéptido.

3;;1’9.- Un método segiin cualquiers de los puntos ante-
riores en el cual el material p&lipéptido ge somete a otra
purificgclén despuds de la etaps de digestidn.

182,~ Un método segin el punto i7 en el cual sl mate-
rial de ﬁolipéptido es precipitado desde solucién acuoss por
adiqién ¢e un precipitante inerte de proteinas.

199.~ Un método segén o1l punto 18; en el cual sl pre-
cipitanté és un precipitante de sal aménica o es decido fos-
fotingstico.

20%2.~ Un método segin el punto 18 o0 19 en el cusl el
material de polipéptido se trate en solucién acuosa con un
lfquido orgénico que forma una fase separsde en presencia
de concentraciones efectivas del precipitante de las protei-
nas de maners que; ‘al efiadir el preeipitante; el polipdpti~
do es obligado 8 disolverse en dicha fase seperada.

21%.~ Un método segin el punto 20 em el cual ¢l liqui-

do orgén{oo es un disolvente orgénico polar gue es miscible

e T ) ,’77)
./‘,/, S - e
; ’
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con agua pero inmiscible con so;ucién acuoga del precipi-
tante & la concentracién efectiva.

22¢%,- Un método segin el punto 21 en ol cual el {qui-
do orgdnico es etanol. '

239.- Un nétodo segtn cualguiera de los puntos 20 a
22 en el cuel el volumen de liquido orgénico es menor que
el de 1a gsolueidn acuosa inicial.

242,- Un método segln los puntos 18 a 23 en el cual el
precipite.nte es sulfato ambnico y se afiade para dar una con- .
centraclon de 25 a 60% en peso.

259.- Un método gegin el punto 24 en el cual el pH de
1z solucién es de 5 a 8.

262.~ Un método segin cualquiera de los puntos ante-

‘riores en el cual el extracto acuoso es sometido a dicha pu-

rificacién por cantacto con un adsorbente que sirve para ad-

sorber material de elevado peso molecular a fin de adsorber
ol material p9lipéptido activo; seguido por elucidén con un
iiquido seleccionado del grupo coansistente en 1iquidos dci-
dos ¥ bdsicos y soluciones de eleveda concentracidn de elec-
trolito. .
'2;9.- Un método segtn el punte 26 en el cual el asdsor-
bente es un silicato complejo.

28¢.,~ Un método sesin el punto 27 en el cual el edsor-
bente os .montmorillonita; bentonita o celita.

29¢.- Un método segin el punto 27 en el cual el edsor-
bente es.amianto._

309.- Un método segin cualquiera de los puntos 26 a
29 en.el‘cual el pH del extracto es de 4 a y durante la ad-
sorclén.

319,~ Un método seagin el punta 30 en el cual el pH es

e T L
L \Q/\./._’ QJ)Z
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de 5 & 6 qurante la sdsorcidm.
. 329.- Un nétodo segin cuslquiera de los puntos 26 a
31 en el cual el extracto contiene una elevada concentracién
de sblidos imnmediatemente antes de la adsorcidn.

339.— Un método segin cualquiera de los suntos 20 a
32 en el cuzsl ls elucién se efectus con un hidroxi benceno 1li-
quido.

342.- Un método semin el punto 33 en el cual el hidro~

- xi ‘bencezio_es fenol anhiéro.

35%,~ Un wétodo segin el punto 33 en el cual el hidro-
b bencer:\o_es fenol aguoso del S0%.
‘ .369.- Un método segin cuslquiera de los puntos 26 s
32 en el cual la elucidn se efectua con una base inorgéniéa
acuosa diluida o can awonfaco o cm une solucidn de clorwro
sbdic o, ‘ -

- 3;9.— Un nétodo sezdn cualquiera de los §untos 1-";' a

25 en el'cual diche purificacidn se efectua poniendo en con-
tacto el extracto acuoso con un material de tamiz molecular
impermeable para moldcules de peso molecular mayor de 1000
pare separar dichas moléculas de sustancias de menor peso mo-
lecula_r.- _

38¢2,- Un método se:tn el punto 3'-7- en el cual el nate-
rial de tamiz molecular es impermeable para sugtancies de pe-
so molecular mayor de 8000.

39¢.~ Un métode segin los puntos 37 0 .38 en el cual.

- el mgmrial de tamiz moleeular es un dexitranc resiculado con

ézido de etileno.

40%.~ Un método segin el punto ’39 en el cual el mate-
risl de tan\iz wolecular es Sephzdex G5C.

412,- Tn nétodo segin cualguiera de¢ los puntos -37 a

| 285152
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40 en el cual el materiel de tamigz moleculur se usa en for-
ma de part:lculas.

422.,~ Un método seglin cualquiera de los puntos 39 a
41 en el cual el dextrano raticulado es puesio en contacto
con une solucidn acwosa de una sal de mgtal alezlino antes
del fraccionamiento y los mniones de dicha sal se separan
por lmdo.

43%.,~ Un método segin el punto 42 en el cual dicha sal
es une sa.l ‘sédice.

' 449.- Un métode segin cudlquiera de los puntos 39 a
43 en el “cual el extracto a tratar contiene un electrolito.
. 45¢- Un método segin el punto 44 en el cual los ce-
tiones dél electrolito son los mismo que los de la sal con
que se trata el dextranc reticulado.

469.- Un método segin los puntos 44 0 45 en el cual
la.concentracién de electrolito en el extracto es 0,05 a
0,5K. o
. 4;9.- Un método segin cualquiera de los puntos 39 a
46 en ol cual la solucién del material polipéptido desesdo
se ‘lava} del dextrano retioculado con uns solucién slcalina.

_ 482,- Un método segin cualquiera de los puntos 1:7 a
25 en el cual una solucién acuosa que contiene el polipép-
t1do deseado es puesta en~ contacto con un material celuldgi-
co debilmente bésico; de permutacidén ibnica para adsorber

. el polipéptido deseado sobre &1 eluyéndose luego el polipép-

tido deseado del material de permmutacién idnica con un elec-
trollto acuoso. .

499.-— Un mé todo segin el punto 48 en el cual el mate-
riasl de pemutac16n iénioa comprende celulosa quimicamente
modificade pera que lleve uno o més de los grupos ami.no;

285152
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dialcohilamino o dia;cohilaminoalcohi;o.

502, Un mét_odo‘seg«in el punto 49 en el cual el mate-
rigl de ﬁemutacién iénica es el producto de reaccibn de
epielorhidrina; trietanolamine y celulosa sédica o es dietil-
em.noet:.l celulosa.

51%2.- El método de cualquiera de los puntos 48 ) 50
en el cual el material de permutacidn idnica se tampona a
un pH antre 6 y 10. '

522.- Un método segxin el punto 51 en el cual el pH es-
t4 entre 6,5 ¥y 8,5.

53¢.- Un método segin los puntos 51 o 52 en el cual la
solucién o trater se tempona en esencis al mismo pH que el
material de cembio iénico.

’ 54¢2,- Un método segin cualguiera de los puntos 48 a
5.3 en el cusk la solucidén & tratar contiene de 1 @ 24 en pe-
S0 de sélidos secos.

55¢.= Un método segin cuelquiera de los puntos 48 &
54 en el cual ls elucién se efectua con hidréxido sédico,
potdsico o amfnico’ diluidos o con carbonato potdsico o amé~
nico.

‘ 569.- Un mé todo segiin cuslquiera de los puntos 48 a
54 en el'cual la elucién se efectua can tempm de fosfato
a pH 7 5 o con n haluro de'metal alealino.

579.- Un método segin el punto 17 en el cual se efec-
tia wés de uno de los tratamientos de purificacién segin los
pmtos 18 a ;56. '

582,~ Un método de producir un material polipéptido.

'.l!ai ¥y cano se ha descrito en la Memorie que emnteceds
¥ con los fines que se han especificado.

Bsta ‘Memoria consta de veintidos hojas escritas a

285152
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