United Stat Patent

e 3.185.500

Lk Gl DaSCHIFIIVA

gue ge presonta para unir a la solicitud
d e
BArLME D E IHPRODUCCICI

Poruulade el 3 de asozto de 1.965, con el n2 316.07C

e n

48 FALDA
por DIud afios

a nombre de TATSLC PUARACEUVNICAL CO0., ILD., envidad ja-
ponesa, sgvableclida en ne 724, 3-chome, Tekataminamicho,
Posiima~ku, Lokyo, Jupdn, pors:
WUIT BROCIOILILIRO PARA DREPARAR LIFIDO A PURIFICADO A FAR
YTR DE LIPCPOLISACANIDOS DiiIVADOS Di BACLaUIAS GRAR-TEGA
PIVASH

La prszenve invencidn se reflere a la preparacidn
de lipido A puriiicado, dsiivado de bacterias gramn-nega-—
tivas, particulammentse kniterobacteriaceas, por el slgulen
te més0do:

Los lipopolisacdridos crudos extraidos con fenol acuo
so de las célulasg bacierlianas cultivadas ge hidrolizan con
dcido clorhidrico diluldo, y =ze extraen con cloroformo.

Ias fracciones de lipido A cfudo aisgladas de los nidroli-

zados como suztancis soluble en cloroformo, se Iraccionan
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en una columnaAde dcildo silicico, usando el sistena Ql“Ol—
rande clovoforno/metanol. Ss geparan por destilacién la ng
ror arbe de log disolventes de la fraccidn princinal, (ue
contiene lipido A _vrificado, v se aiinde acebona a la .olu~
cibn concentrada de lipido A nmurificado. Los nrscizitados
floculentos de Livido A surificado ze recogen nor cantboi-
fugacibn r se secen a vaclo.

Bl Licido 4 ez uma sustancia ue ge estd obzervando
con rran inberds, sn vista dsl hecho ds ¢us I roducs reac-—
ciones coractericticas tales como efecto anvitumor contra
los tumores animales, 2obinulo de la recistencia a 12 in-
fecclones smperinentales, weiuerzo de la produccitn de antl
gusrw 08 couo coadyuvantss, ¥y alteracién de la reactividad
a la spinedrina.

in la Patente alewana ne 1.C73.150 se deszerihe un

srocediniento sobra la sreparacidn ds linido A pﬁrificado.
on ¢ite uprocstinlsnto, ol liuido A crudo se extyae nrimem
con un 8zter de dcido zraso, vy sl residuo insoluble se di-
suelve despuds en dlaolventes tales cowo anminag arvonaticas
serciarias o sseundarias, o tetiohldrofuranc. Adsnis, ss
aliads 2 ezta solucidn un exes:o Gs aleolol alifético infem
rior, separdndose desypuds por centrifugacidn los precipita
Gos resultbantes. La soluclbn gue sobrenada ze concentra hag
ta un volumsn jisqusilo, bajoe vacio, ¥ la solucidn concentrg
Ga final g3 alluye con azua ¥ se geca por congelacidn.

sn la nresente inveneidn, sl lijosolisacirido crudo
ge Lidroliza durante €,%5 ncras en HCL 1 ¥ que combiens 1
sn eso de cloruro zddico, 2 10080, ¥y los nidrolizados 38
grtraen con clorofomio. Jespusds de lavar con azua, 3¢ oiige

de gz los extractos sn clowofowmio de 5 a 1C vollasznes de ace
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tona, se lavan rspetidansnite con acetona 1los rrecinitados
resultantes, 7 se Jecan vajo vaclo, wl lipido A crudo asi
obtenido se usa couwo matverial de partida para nosterior pu
oificacilda.

Tos resuliados ds andlisie cromabosrdficos efactuados
usando cronavosrafia en cava delgada indican qus la &

- 7

cidn de 1ivido A crudo no ez nsecesariamnsite Lonosénea. For
tanto, wn objeto nuimordial de la mresente invencidn 2z 2l
serfeccionaniento dsl método cromatogrdfico, con ¢l Iin de
asejurar un cierto renwimiento de Llipido A purilficado. wuste
objeto 3 comsirue, sesum la presente invencidn, bor la i

acido silicico como

ja]
Q

culznbe combinacidn espscificas uso
adsorvente 7 ugo de nezcla clovoformo/metanol G:4) cono slu
vente. Ael se ass_uran la rosolucidn y sagsaracidén cromato-
oraficas Ontinmas de damuresas btales como acidos srasos, audl
nodclidos y orovelnas libres.

Loz rendinicntos de 1inido A urificado, por ol wéio=-
do de le mresente invencldén, son de syroxinadamanie 6C a
705 en peao, lo cue 28 mejor que log de loz métodos conocl-
dos anves desciritos.

Proriedades del 1iuido A nmuxificado ovtsnldo por o
nébodo sezlm la nresente invencidn:

+
<.

1. ¥roniedades fisicoguiiicas

Lag fracciones ds livdido A murificado son un Holvo
blanco, insoluble en agua, acetona, etanol vy metanol, zolu
bles en éter y é&ter de yevrdleo, vy facilnente solubles on
cloroformo y piridina. ustas fracclones funden a aproxima-—
damente 175-1002C, con dezcomposicldn,.

Los resultados de andlisis quinicos son los siguien—

tes (siendo los tantos por ciento en peso): i, 1,9 a 2,Lly;
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¥y 2,1 a 2,54; zlucosauinas, 17 a 20.; dcidos grasos, 60 a
1025 aztundo ol recto constituido nor deido liurico, Acido
niristico, deldo palnitico, y decidos no identificados.

&1 escuena de absoreidn infryarroja del liuido & u~
rificado se caracteriza L0» unos icos G avsorsidn en las
siniazntes frecusnclas, sipresadas en csnbtinetros recinro-
cos: 1730, 1655 y 155C, lo .me indica sstiranisnto del C=0

del éavew, y dafoimacidn dsl ~00-1M- ¥ i<, respectiva-

2.wededadss blolbicas

Lo tozicidad lsial (DI':-O) por via intravenose en ra
tonez, vy la pirvogenicidad ({osis mimima necesaria para ]
duedr una elevacién ds G,0%C en la temperatura del cusryno)
3n consjos de los coloides acuosos de lipido A surificado
son 250 nz/kzy vy de 2 a 5 /uf,»' i3, ressectlvanente. Ln con-
vraste, el valor DI““O en ratonss y la plrogemicidad si co
nejos del lipido A descyito en la Patente alemana nt 1.073.150
zon woroxivadanenie 50 nz/fig y 0,02 S ‘iz, respactlivanente
Por banto, es evidente vuz la toxicidad y uvirogenicidad del
lisido A »urificado Lan disninuido consideravleinsnte, 8n
coupsaraclén con las dsl 1iido A descrito en dic.a jaten-

Te.

C-

Los sisuilsntes zjsmyulos siponsn reallzacionss ilustrg
vivas de ls prescombs invencliodn cue se vrafisren actualuentis.
Las carves en volwasn y las arte:s sn 830 eztan en la nisz-
ma relacion que los mililitros y los gramos. Los tantos por

cigmbo 3on SfL E30.

Une susnensidn acuwosa, &.voxiuadancnte al 5., dz cé-
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lulas bacterianaz de i, coli oo exbras con un voluwen isual
ds fonol al JU., 2 do G5 a 708C, y la mescla se contrifua
8 10.00C i durante 15 min. Los extracios acuosoc se an-
frien a baje teuperature y tratan con 5 volluenes de acelo-
na frdfa. Log sreciypitados loculentos recogidos por cantri
fu-meidn se disuslven sn asue 7 se dialiman frente a asua
corrisnte, durante 3 dlas. & cada 125 sarics an volumen de
la soluecidn dionlizada, que contienc wvoxinmadasente 3. del
lisonolizecdrido cirudo, se alade un volumsn i-ual ds HCL 2
Loquo contlsane 2,0 de cloruro #édico, y la mezcla ze coliche
da en un wuve cervado Lemdivlcancnte, en un balo da asua ca
liznte, durantc 30 idn. L1 idrolizado se snfria v se eutrae
con clororormo. A log extracios on clorofomio, dssnués de
lavados com asud, S¢ aLaden 5 volluenes do acciona fria.
Los recinitados floculensos se Iecogen, 32 lavan rsnetida—
mense son acsvona, y oo zecan bajo vacio. Late material se
desime como linido & crudo.

Ll rendimiento de 1inido A crudo derivado Ge 2500 zar

o

tes en peso de células hlaedas es aproximadamsnte de 3,1
partes en pes

Un polvo mixto de 60 partes en peso de dcido silicico
(Mallinckrodt, 149 micras, adecuado para andlicis cromato-
graficos) y 30 partes en peso de silice de diatomeas (Hyflo
Super-csl), mecado a 1002C durante 1 hora, se suspende en
clﬁrofouno, después de haber lavado con aguza dssvilada y
desmuds con metanol, y la suspensién dGilulda so vierte des-
pués en wn tubo cromatosrdfico. Por la parte superior de la
columna se introduce 1 parte en veso de la fraccidn de 1lindi

do A& crudo, cisuslba en 60 nartes en volumen de cloroformo,

v ze dea que caiga lentaments., Deapués de eluir con 500 par
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Ges en volumen e cloroforao, lo fraccldn do LiLido & su-
rificado ge sluye con LCCC _arves en volumen Ce uiztancl al
40, gus convizne cloreromio. Lo zolucidn slulla z2 concen-
ro lasta un volunen secusio, bajo vaclo, ¥ se trata con

10 wolfmsnes de 2cevona fria. Doz irecisitados resulbentss

P -~ - . a0 oot e = sy . ey -1
22 el oD Sy l‘.._-L”g.LC.LO;l Goae Zecan najo vaclo.

al rendimisnto des 1inildo A wuxilicado ez 4s (,724 ar
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nzg do Liodldo A crudo
#e dhovzlven en G0 artes ou volwoizn de cloveforno; la zo-
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de &oido silicleo. Ussvuds Gz lLwberse lavado srinero la
coluwma con HCC wartas e volwuen des cloroioriio, las Lfrac-—

cicnss de linido A —urificado se sluysn con 1CGC wmarbes en

voluign de mebanol al 40, we contlens cleoroforue, de la

JO I £ Y, e I T bl R S,
aizne Jorum dezcrdta en 2l Ljauplo 1.

Lag soluciones zluldas ae concentran Lashta un Tolu—

goueho, pajo vaclo, ¥ 2 la solucidn concontrada se

o

anadsn U vollnenes de acstone fxda, r se dela snfidar sn
wr rafrigerador durante una noche.
Losg wrecinitadoz Sloculzntos se reconen »or canvyifu-

£,

saeidn, se lavan con acstona, y e secan bajo vaclo.

A1 rendindiento de Linido A —urxificado es de (,C04C

Wl lipido A urificado obbsnldo jor sl Lrocedimiento
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antss, U3
tra un edecto intdibidor definido contra los tumorss eilicide

memtales en ratonss, no viindose wsnenas slgnos de efectos
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21 nuavo ;:oductd de la vresente invencidn es ALl
para reforsar la weculstencia a las snferuedades infecclosas
ulerobianas, -erbleuwiamiznts a las snfeimsedades ilnlecclosas
bacterianas sron-gesativas, tales como las depldas a los

-

orsanisues navbsenos . coli, Pseudomonas aerusinosa, Salmo
nella cuteritis, ¢be, por ejemplo la dlarrea ¢rnidémica, dia
rrea do la tormers, 2%C.

sl 1LI5ido A se nuede devivar del cultivo ds una chies
rovacteria tal como L. cold. intre las cenas do esva Wlidi-
ma qug se susden usar sn los anberiores sjenilos ilustrati-

voa e inecluyen, sor cjsmplo, la E. coli communis n2 6C2 y

1la d. coli commmunior ng 23C.

Los —wmtos de invaneidn wonda, no nueva, _ero uo
estanlecida, »racticada ni divulzada en dsyalla, ¢ue se irs
sentan para que sean objeto de la presente solicitud de Fa
tente de Introduccidn, »or DIEZ afioz, zon los sisuien-
‘czés:

1.~ Un procedinienvo nara preparar lipido 4 jurifica
do a wartir de lisopolisacaridos derivados des bacterias
gran-negativas Hor e::tra.cc;ién con fenol y nor hildréliszis
dcida del extracto asi obtemido, que conprende disolver 11

vido A cxudo en cloroformo, fraccionar las fracciones re-

. 316078



1c

3]
Wi

.

inido A crudo en una colluina Qe adcldo sili-
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cico or medlo Qs sluyente de cloroloino y mevanol, ei X0
soreldn de § a 4, sewarar or deztlilacidn loz dlazolventes

F.

&3 fraccionss asl obtenddas, iaiir acavona a la sclie

Q:
[64)
1

elbn concentrada resuliundte de lizide A purificado, roco-

ser Loz praecivitados floculswibos wor centrifusacidn 7 se-

s . -

2.~ Un procediudento zestn la relvindleacidn 1,

r L R S ey I P N L T L e
gn el ¢us lag bacterias Jran-negruivas soin untsuovacieria

-

3= Un urocediniznto sezin la reivindieaeidh 2,

en ¢l ¢ue lag unitsrovaclteriaceas cs Lacheric.la cold.

do=- Un srocedinisnto wara »urificar fracclones de

o,

lindido A crudo sor uedlo ds cromatosrafia en una colummna

adscribente, sspuido nor clueidn con un sluysnte, cue

@

K
L

comrande la mejora 2n la (uve el adsorbente ez una nezcla

de &cidc giliclco y silice dg diatoneaz ¥y =1 csluyznte es

[

wa sanela de anrvoxinadanents ¢ partes en volumen de clo-

vodowmo ¥y asroxinadausnts 4 _amics an volwuen de ..atanol.

)

5.- L procadiniento sestm la relvindicacidn 4,

o 3l cue la nrogorelidn an meso de dcldo silicico a sili-

ce dz diatoneas eg ooroxinodaments 2 a l.
G.= Un wrocediniento _ara Lrevmarary 1l,ido A muri-

Fleado a partir de linonolisacaridos derivados 4o

srdrensgativas.
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dal y como se La dezcrito anm la lLienorin (ue antecede,

Lo en log dibujos cue se acomwnanen y

Teuresenvad
nss Jus 32 Lan ssssclificado.
ba wregente lsnorla consta de nueve hojas, escrltas
a paquina Do uwng 30la de sus caras.
cedzid, 17 SEF 1355
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