4,4,67

l')o"‘ 5‘.’:.573

Pos~- 10582

'S

W

A R

=4 337604

MEITORIA DESCRIPTIVA
qua se presenta para unir a la solicitud
d e
PAYBYTE DE INVERCICT
formulada el 7 de Iiarzo de 1967, con el nf 337.684
e n
ESPAHA
por VEDITE afios
8 nombye de CHUGAI SEIYAKU KABUSHIXI KAISHA y KYOWA HAXXO
KOGY0 €0,,I0D. entidades japonesas, establecidas en §=5-1,
Ukina, XKita-ku y 4, Ohtemacii-l-ohome, Chiyoda~ku, respec-
tivamente, smbas en Pokyo, Japdén, pox:
» MREODO PARA TRATAR LAS CLLULAS DE STREPTCCOCCUS HENCLYTI-
gus =

La presenb e iavencidn se vefiore al tratemiento de

Strentocoocous hemolyticus, v a la preparaoién que ¢ onbiene

dichos microorganismos, y mds en particalar a una de tales
preparaciones que es Gtil en la inhibicidn de la formaeidn
de tumores.

Ya se oonocia anteriormente que las cepas de Strento-

cogcus hemolyticus (tembied llamado aStrentocascus pyogenes»)

tienen aotividad contra los tumores,-pero ha sido nmuy peli-
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croso el uso de tal misroorganismo viviente ocomo agente con-

tra los tumores, debido a su oardeter patdgeno, gue efectda
condiciones tales que cansan erisipelas. Para superar eostos
defectos, se ha nropuesto el uso del microorganisio en Fop-
ma muerba, o un extracto exento de células del nismo., Sin

embargo, estas dltimas preparaciones han resultado ser aln
insatisfactorias. '
Ia presente invencidén proporoiona un nuevo mnétodo

para tratar las células de Streptococcus hemolyticus para

suninistrar wmea preparacién que tiene actividad contra los
tumorss, y proporciona adenéds tal preperacidn contre Los

tumores, que contiene las células de Streptococeus hemoly~

ticus que no tienen cardoter patégeno ni acoién hemolitica,
nero gue blenen wa astividad mucho més potente contra los
tunore s,

Se ha hallado previamente que la actividad ocontra

los tumores de las eélulas de Streptosoccus hemolytious es~

t4 proxima e inversamente relacionada con la oapacidad de
formacidn de estreptolisina S, y que su actividad contra los
tunores aumenta si se oultiva el microorgenismo en ua medio
gque contiene dcido ribonucleico (llamado ARW en lo sucesivo)
o ndeleo de ribonucleasa (llamade HRN en lo sucesivo), y que
se obtlene un refuerzo de la aotividad contre los tumores
incubando las células del microorganismo, obtenldas por
cultivo, en un medio de suspensidn que contlene penicilina
g de 30 a 382C, Sin embargo, sl prodncfo resultante no es
ain enterameﬁte satisfactorio ocomo agente contra los tumo-
res, Por tanto, se ha investigado mds el aswato, para obte-
nexr una preparacién mds sabisfactoria, y se ha hallado que

se pueden obtener eélulas del mioeroorganismo, que no tienen
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virulencia ni actividad hemolitica, pero que Gienen wna ao-
fividad contra los tumores mucho mds potente, por calenta=
mienbto suoesivo de las células a 36-509C,

L mébodo de travamiento de la presente invenci dn
comnrende, en $éminos generales, afiadir neniclilina a una

suspensién de e¢élulas de Strentosocous hemolyticus, en un

mdlo de suspensién, para hacer que la conoentraoién sea
may or de 25.000 unidades de nenieilina/ml de suspensidn
ineubar la mezela a 50-38%C; y luego calentar mds la mez-
cla, a 58-~5020. La mggnitud preferible del primer ticmmo
de incubacidn es de 10-30 min, y la del dltimo es de 2(~60
min.

voac células del microorganismo que se¢ pueden usar
en ol uétodo de la presente invencidn, es preferible usar

mieroorzanismos Strentococcus hemolybicus ATCC 21059 y

21060 que estén culbtivados en un medio sin glucosa adicio-
nal, Como ejemplo, ce puede usar el caldo (ealdo de eultivo)
de infusidn de carme, y preferiblewente ol caldo que conbie-
ne AT o IEN (eproximademente 0,5-1. en peso/volumen). En
vez de caldo de infusidn de camme se pueden usar narva el
oultivo otros medios naturales o semisintéticos, pero no se
puede afladir glucosa & tales medios, ya qus 1a nresencia de
glucosa reduce notablemente la actividad ocontra los tumores.
El neriodo de culbivo de Llos microorgenismos es nreferible-
mente de 13 a 30 hores, nero puede ser Ligeramente diferen-
te, segdn la csalidad del medio y la cantidad de mieroorga-
nisno sembrado,

Después de tal cultivo, las células de microorganis~
mo asi obtenidas (Llamadas »cosos* en lo sucesivo) se sepa-
ran, tel como por centrifugécién,'y los cocos sedimentados
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resultantes se suspenden en un medio dersﬁspensién apropia~
do, t&l como una golucidn salina, preferiblemnente en medio
bdsico de Bernheimer (lLlamedo IBB en lo sucesivo), qua es

1a solucién (pH entre 6,8 y 7,0) wreparada afisdiendo malto-
sa, KHqPO, ¥ mgso4.7H20 o sgua destilada. Tenbién se vuede

usar co:ao medio de suspensidn solucidn salina temponada con

fosfato, La penieilina se puede ailadir nreviamente, es de~

oir, @l enterior medio de suspensidn, o se puede afladir a
la suspensidn de cocos en el medio de suspensidn. Ia caabi-
dad de penicilina mds eficaz es mayor de 25.000 unidades/
ml, especizlmente 27.C00-60.000 unidades/ml.

La suspensidn de cocos asi obtenida, que contiene
peniecilina, se incuba primero a 30-388C, durante nds de 10
min, preferiblenente durante 10~30 min, y luego se calienta
mds a 58-509C durante 20-60 min. Sobre todo, una primera in-
oubacidn a 5790 durante 20’min, ¥y un ocalentamiento sueesivo
a 4590 duranté 30 min es lo que da los wejores resultados.

Segin tal procedimiento, se pueds sumentar la acbti-

vidad contra los tumores de las células de Streptocossus

hemolyticus, independientemente de que los cocos sean viru-
lentos o no virulentos; y simulténesmente disminuye wmucho
la virulencia de los 6ocos, y se plerde totalmente la capa-
eidad de formacidn de estrentolisina S,

Para obbtener la preparacidn en forma adscuada para
su administraoién, la suspensién de cocos se hace aséptioa
después del oultivo, y la suspensidn aséptica asf obtenida
se diluye hasta la concentracidén deseada.

Los siguientes ejemnlos especificos, segdn la inven~
ol én, son solo ilustrativos, y no se debea considerar como
limitacidn del dmbito de la invenecidn.

337684
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I Jemplo 1.4 Goncentracidn preferible de penicilina en le
suspensidn de estreptososos,

La concentracidn preferible de vemieilina en La sus-
pensidn de estreptococos se determind por 6. método sisuien-
te (exneriencias de lucha contra el cdncer, in vitro e in
vivo):

Unas edlulas vivient es de Strentococcus hemolyticus

(Cepa Su) ATCC 21060, derivadas de 100 ml de un oultivo de
caldo de &0 horés, fueron lavadas dos veces en solucidu
salina fisiolégica (Llanada en 1o sucesivo »golucidn wali-
na» simpleameats), y suspendidas en 5 nl de 1BB. La suépen—
sidn de ococos original as{ obbenida fué dilufda mds, en to-
doz los ejemplos, con MBB, para obbener suspensiones diluf-
des a 1:5 y L:10,

A 0,5 ul de solucidn salina de penicilina G (2-82 x
10% wnidades/ml) se sfiadieron 2,5 ml de la suspensidn de oo=
eos con dilueidn de 1/10, EL tubo que contenia la mezcla re-
sul tante se puso luego en wn bailo a 3780, duranbe 20 min.

Por obtra parte, un fluido de ascites lecnoso (30 ml),
asnirado de ratones que tenian tumores de ascites de Ehrlich,
de & dfas de edad, fué centrifugado a 1500 rpm durante 5 min.
Las oélulas de caroinoma sedimentadas fueron lavadas ung vez
con solucidn salina enfriada a baja teaperatura, y wa vez
con 1BB enfriado a baja temperabtura, y se volvieron a sus-
pender en IBB, de forma que conbuviera 60 x 106 gélules por
ml.

Se afiadid 1 ml de la suspensidn de e¢élulas de cénocer
a 5 ml de cada suspensidén de cocos tratada previamente con
penicilina, ¥ se puso la mezola en un bafio a 3720 durante

90 min. La mezola de suspensidn es{ incubada (que contenfa
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penicilina) se usd para inoculaci én intrapefitoneal de ra-
tones, aon 0,5 ml para cada ratdn (L grupo = 6 ratones);
Los animales-que murieron durante €l enlgyo fueron
examinados para determinar la causa de la muewrte, y los
5  mimales que adn estaban vivos 50 dias después de la ino-
culacidn fueron sacrificados y se les hizo la aubopsia. Al
~mismo tiempo, se efectuearon paralelarente experimentos de
control, usando una mezela de 0,5 ml de solucidn de Deni-
cilina (32 x 10% wnidades/ml), 2,5 ml de IBB y 1 nl de sus-
lo  pensidn de oblulas de cdnecer,

Los resulbados obbtenidos son los siguientes:

Tabla L

Refuerzo de la aotividad contra,el cdncer del Strentococeous

s hemolyticus {Cepa Su) ATCC 21060, por tratemiento previo con

nenieilina, en relacidn a la concentracidn de penieilina.

Tratamiento previo de la suspen= Ixperiencias conbtra el
sidn de cocos, a 378C, durante odneer in vitro e in
20 nin . . vivo
Diluoidn de la Unidades de peni- Nduero de supervivientes
20 suspensidn ori- oilina oonteni@as al ocabo de dias:
ginal de cocog en la suspension’ :
en MBB de cocos diluida

(unidades/ml ) 10 20 30 40 50

5,4 x 10% 6

6 6 6 6 x
2,7 x lO4 6 6 5] 5 5 =%
1:10 1,3 x 104 & 6 1 1 1=
25 4

0,7 x 10 6 4 2 1 1 =

0,3 x 10* 6 1 o0 - -

Control 5,4 x lO4 6 5 1 Q -

(BB sin oo~ (sin penicili-
cos ) na) 6 3 0 - -
b0
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% Tos animales fueron sacrificados y se les nizo la aubop-
sia, sin hallar tumores.

G010 se mussbra en la Tabla 1, las suspensiones de
cocos que reoibieron wy tratamiento prevlio con peniciiing,
en concentraciones mayores que 2,7 X 104 u.nidades/ml, Sue~
ron muy eficaces para causar la inhibiei dn del poder Ce in-
vasidn de las cdlulas de cdncer en los rabtones. Zn las. con-
centiraciones menores de npenieilina, 0,7-1,3 x lO4 unidades/
ml, solo se evitd la invasidn de las células de céncer en
une de cada seis ratones.

Bjemplo &.- Magnitud del biempo de incubzeidn nrevia del

Stentococeus hemolytious (eepa Su) ATCC 21060

suspendido en kBB que conbiene penicilina
Ia concentracidn de penicilina del Ejemplo 1 se fi-
36 en 2,7 x 10* unidades/ml, La acbividad contra el oancer,
dependiendo del periodo de tiempo de incubacidn previa, se
examind por un método in vitro e in vivo., ILos resulbados

se exponen en la siguienbe Tabla 2,
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Tabla &

Bfecto de la magnitud del tiempo de ineubzoidn previa sobre
la actividad conbra el cdncer de los esbrepbococos suwpen=

didos an BB gque contiene penicilina.

5
Dilucidn de Minutos de incubacidn Experiencias ocntra el
la suspensién previa, a 3792C, de sus cancer in vitro e i
original de pensidn de cocos diiui vivoe '
60008 en da, que conblene peni- Humero de supervivieates
BB oilina (2,7 x 10% u./ al cabo de dias:
' ml) 10 20 30 4¢ 50
0 6 4 3 1 0
10 10 6 6 & ¢ 6 %
15 20 6 6 6 5 6=
40 6 6 6 6 6 %
" 60 6 6 6 5 6 =
0 6 6 6 0 -
15 1¢ 6 6 6 3 3 =
1; 10 20 6 6 6 6 6=
40 6 6 6 6 6=
60 6 6 6 6 5 x
IBB que ocontiene
Cont rol vpenieilina
20 (sin cocos) (2,7 = 10 u, /ml) 6 3 0 - =
- (378¢, 307)
Control
(sin cocos) solo I'BB 6 1 1 ) -
(3700, 30°)
25
% Dos animales fueron sacrificados, y se les hizo la auiop-
sia sin hallar tumores.
Ejemplo 3.- Actividad contra el céncer, en vivo, de diferen-
tes preparaciones de estreptoco0os, sobre rabones que tlenen
3o oducer,

337684
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Unas odlulas vivientes de Strentoooocus hemolytious,

derivadas de 3CC ml de un cultivo de caldo de 20 horas, des-
pués de ser lavades dos veces con solucidn salina, fueron
suspendidas en 15 ml de IBS, Ta suspensidn original de cocos
fué ailuida mds con 1BE, en relacidn de 1 : 5.

1) A 50 wl de la susnensidn de cocos diluida a
1 : 5 se aiadieron 6 1l de una solucidn de venicilina (16 x

10%

unidades/ml de solucidn salina).
2) A 30 ul de la suspensidn de cocos diluida 3 1 : &
se aladievon 6 ml de solucidn salina.

Una porcidn de cada fué trateda de la forma siguien-

a) Susneaﬂién de cocos que conulene solu~

cidn salina, incubada a 372 ¢ darante

2C min. A
b) Suspensidn de cocos gue conbiene solu-

cidn salina, incubada & $79 ¢ dursnte

20 min y ealenbada méds a 46¢ ¢ durante

3C min. - B

6) Suspensidn de cooos que conbiene peni-
ciline, inocubada a 378 ¢ durante 2C min c

d) Buspensidn de cocos que contiene peni-
c;llna, inonbada a 3 372 ¢ durante 20 min
y calentade mds a 452 ¢ durante 50 min. D
Se efectuaron parclelanente unas experienclas de
contiol en las que los ratones gue tenian cdlulas de cén-
cer fueron trabtados con mezola de BB y solucidn salina,

0 con meacia de 1BB y penieilina, seuun ge Indica a conti-

nuaci dn:
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e) Mezola de IBB y solucidn salina, incuba= _
da a 372 ¢ Quranbte 20 min. A?

£) Mezola de LBB Y solucidn salina, incaba-
da a 879 ¢ durante 2C min. y calentada
més a 45970 durants 50 min. R?

g) Mezcla Ge IBE y penieilina, incubada a
372 ¢ durante 20 min, 0’

) Mezola de BB y penicilina, incubadg a
37 O durante 20 min, y oalentada mas
a 452.¢ durante 30 min. D’
La actividad contra el céncer se estimé por los i
guientes métodos: -
_ El fluido de asoites lechoso, aspirado de ratones
que tenian carcinoma de ascibtes de Ehrlich, de 8 dias ae
edad, fué directamente diluido con solucida salina, de for-
ma que contuviera aproximadamente 23 x 10% 0élulas de cén-
gcer por ml, |
Yodos los ratones (1 grupo = 6 ratones) fueron ino-
culados por via inbraperitoneal con 0,2 ml de suspensidn de
células de odnoer, y 24 horas mds tarde se inysctd por via
intraperitoneal 0,5 ml de una preparacidn de estreptococos

a ensayar, y se suministrd la misma dosis duranbte 4 dias

sucesives.,

337684
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Pabla 3

Experiencias couparabivas conbra el cducer, en vivo, coL
cuatro preparaciones de esbtreptococos digtintas,

Serie Clase de preparaciones Iidmero de supervivien-
de estrentococos usa~ tes al cabo de dias:

das para tratar a rato-

5 nes que tienen cdncer 10 2C 3¢ 40 5C
Suspensidn A 6 4 2 2 o
de cocos en
IBE, dilu- B 5 5 4 2%
oion 1L ¢ O .

¢ 6 4 2 23 ¥
D 6 6 6 6 6F
1lo
Gountrol
(sin cocos) A’ 6 O = = o=
B! 6 0 - - -
g? 5 0 = - -
L’ 6 O = = -
15

¥ Tos animales fueron sacrificados, y se les hirzo la autop-

sia, sin hallar tumozes,

Por la Tabla 9 puede verse que antre las ouabro
preparaciones de estreptococos, la preparacidn U, que se
20 preparé calentando la suspensidn de cocos previaunente tra-
tade con pemicilina, resultd ser la mls eoficaz,
Bjemplo 4.~ Bnsgyo de virulencia con cuabro preparaciones
de estrentococos disbintas, en animales
La suspensidn orizinal de cocos en IBB se prepard
25 cono se desoribe en ol Wjemnlo 3,
Tuego se prepararon las cuatro prevaraciones de es-

trentotocos distinbtas sigulentes:

337684
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a) Suspensidn de cocos (en IBB) 1ncubada a 37¢ ¢
durente 20 min (preparacidn B

b) Suspension de 00g08 (en ¥BB) que contiene peni-
cilina (2,5 x 10* unidades/ml), incubada a 272 ¢
durante 20 min (preparacidn LG-B)

o) Suspensidn de cocos (en MBB) incubada a 57¢

5 durante 20 min, y calentada luego a 45“ c durante
30 min (preparacidn B-45)

é) Suspensidn de gocos (en MBB) gue conbtiene pnnlc1~
lina (2,5 x 10 unidades/ml), inoubada a 379 ¢
furante 20 min, y,ealentada luego a 452 ¢ durunte
30 min (preparacidn PC-B-45).

Cada preparacidn fud diluidae en scrie con IBB, §

lo 0,5 ml de cada dilueidn fué inyectado por via intraperito-

neal en un ratén (1 grupo = 2 ratones). Los resuliados obte-
nidos, usando una cepa »Sur(ATCC 2106C), casi no virulenta,

un mutambe de una cepa viralenta uSvs (APCC 21059), son los

siguientes:
15
Tabla 4
Ensayos comparativos de vimulencia, con cuatro preparaciones
distintas de estrepbosocsos, cepa Su
{(ndmero de rabtones que murieron & causa de la infeccién, en
24 horas)
20 Preparacidn de esbrep- Diluei én
tococos (eepa Su)
Sin ailuir® 1:2 1:20 1:50 1:100
B 2 2 0 0 0
2C-B 2 ¢ v ¢ 0
B-45 T2 2 1 0 ¢
25
PC=-B-45 o 0 v G G

®ooncentracidn de cocos 20 veces meyor que la contenida en
el cultivo de aguas wadres.

Se vé que los ratones gque recibicron por via intra-

d0 peritonesl 0,5 ml de PC-B-45 sin diluir sobrevivieron sin

4,4.67 - 12 - 337684



manifestar infeccldn de estrentococos, aunque los ratones
gue recibieron B, PU=D o B~40 gin diluir murieron de sepbi~-
comia debida a log eslrepbococos, dentro de las 24 horas,

Ademds, la muerte de Los ratones debida a la infeccidn fué

[ 1]

causada por la B dilufda a 1l i 2 o por la B-45 diluida a
112,
Log resultados obbenidos usando uia cepa viruienta

n3r» son los siguientes:

flabla &
Lo
Insayos comparativos de virulencia, eon cuatro preparaciones
distintas de estreptococos, de cepa Sv
(ndmero de ratones gque murieron a causa de la infeocidn, en
46 noras)
Prepara- Dilueidn
oldn de
15 estrepto- 4 5 P " 5 9
80008 1:2000% 1:2x10% 1:2x10Y 1:3x10° L:2z1C'1:2x1c%L:2x10
{cepa Sv)
B 2 b 2 2 G 0 0
2C-B 2 2 2 2 1 0 o
B4 2 2 2 2 c ¢ ¢
20
BC=B=405 0 v 0 ¢ 0 V] 0

%08 cocos oontenidos en una dilucidn 1:2000 de cada preparas-
cién de estreptococos corwresponden o una dilucidn 1:100 de
los cocos contenidos en el ocultivo de caldo madre u origi-
nal.

Como se mwestra ei la Tahla 5, la muerte de rabtones
25 debida a infeccidn fué causada por diluciones de hasta
1:2.000.000 de las preparaciones B, 2C~D y B-40. En contras-
te, la PC-B~45, incluso en dilucidn de 1:3000, no mostrd
virmlencia para los ratones,
Como resultado de estos experimentos, el trafamiento

30 témico de la preparacidn PC-B virulenta produjo la prepara-

4,4,67 3 - 13 - 25:5 7’ 65‘3 li
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0idn PC-B-45, mucho menos virulenta.
Ejemlo 5.~ Efecto de la penlicllina sobre la capacidad de

formacidn de estreptolisina S (ocspacidad de for-

macidn de ELS) de la suspensidn de estreptococos
(Streptocooccus hemolyticus Cepa Su AWC 21060)

Se formé wna serie de tubos, cada uno de los cuales

contenfa 3 ml de una mezcla de 2,5 mi de la suspensidn de

" socos original (en IB3) y 0,5 ml de solucidn de wenicilina

(24 x lO4 unidades/ml). y una serie de tubos de eontrol, ca-
da wio de los cuales conbenia 3 ml de uuna mezcla de 2,5 ml
de la suspensidn original de cocos (en MBB) y 0,5 ml 42 so-
lucidn salina, y todos los tubos de aubas series fuevon pues-
tos en un bafio a 3720 durante 20 min, Despuds dos Ge los tu-
bos, uno que contania la suspensidn de cocos que ccnbiune

4 x 104 unidades de penicilina por ml, de la prinmera serie,
y otro sin penieilina, de la segunda serie, se pusieron en
w baflo de agua a la temperatura indiecada (0, 37, 45, 56 o
702¢) duranie 30 min., Tas dos mezclas de suspensién asi tra-
tadas se somebleron a los siguiaitbtes wéiodos de eusayo de la
capacldad de los cocos para formar BLS:

1) Separacidn de los cocos de su suspeusidn previa-
mente tratada,

2) Suspensidn de los cocos sedimentados en un medio
de sistema de eélulas en reposo (0,17 NRN 1BB), seguido por
inoubaciln & 378C durante 2 horas.

5) Obbencidn de wn liquido tramsparente gue sobrena-
da, pow centrifugaoién (3500 rpm, 20°) Ge la swvonensidn de
eélulas en reposo asi inocubadas,

4) Betimacidn de la actividad hewolftioa del liquido

que sobrenada, 33 7 6 8 41
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fué diluido

en serie con solucidn saline. Se afiadidé 1 ml de suspencidn
lavada de eritrocitos de comejo, &l &% a 1 ml de cada 1{qui~-
do que sobrenada, diluido, y se puso en wi bafio a 3720 duran-

te 2 horas. La actividad nemolftica de los lfguidos que so0=

o<

brenadan fuéd expresada como unidades, siendo une unidad he-
molfsica (1UH) la cautidad de BLS que provosa la desaperi=
cidn gradual de la aitad de los eritrocitos (500 de nemoli~
sis) bajo estas condiociones. Asi, &l valor de las unidades
lo neaoliticas se usd cono ewiterio de la canacidad de los es-
srepbococos para fornar BLS.
Loz reswlbados se muesiraan ex la Pabla 6,
Tabla 6
lledio usado Prabaniento previo de la suspensidn Estreptolisi-
15 para prepa- de @6o0eco0S na 9

rar lg SU3-
pensidn de Incubacién a 372¢ Puesba dwente (UH/uml)

00005 durente . 30? a
20" 020 1,971
BB que oon 20 3790 1,318
tiene peni- K
ciline 20 4520 <1
Zo (4 x 10% u, fuml) ‘
20 564G <1
20° 708G <l
20 020 2,457
20! 3790 2,076
25 IBB 20° 4590 3,456
20° 5690 <1

20° 7000 <l

Bl calentamiento de los cocos sguspendidos en BB que
Jo contenfa 4 x 10% wnidades de penieilina por ml, a 45¢¢ duren-

337684
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te 30 min, provocd la pérdida total de su capacifiad vara
formar BLS.
Kjemnlo 6

A 100 ml de caldo de infusidn de carne se afindid
TRY, para proporcionar en el medio 0,83 de VRI; ¢l medio
fué esterilizado (pH = 7,56),

Bl oulbivo de caldo de 20 horas de Strentococeus

hemolytious (eepa Su) APGC 21060 fué seibrado en el medio,

e incubado a B780C duvrante 20 horas.

AL final del periodo de inoubacidn, el cultivo de
caldo.fué enfriedo a baja temperatura y centrifugedc, y los
oo0cos sedimentados se lavaron 2 veces ocon solucidn =alina,

y fueron suspendidos en 5 ml de BB, ocompuesto por 675 mg
de maltosa, 6 ml de KH;PO, al 20% (ajustado a pE = 6,9, oon
MaOH), 12 ml de MgS0, . TH,0 al 25, y 66 ml de agua destila-
da.

Esta suspensidn de cocos asi obtenida se volvid a
diluir con IBB, para obtener una suspensién diluvida 10 ve~
ces, y a 2,5 mL de la suspensidn diluida de cocos se afiadid
0,6 mlL de solucidn de penicilina, que se prepard por separa=
do, disolviendo sal de penicilina G-potédsioca en solucidn sa-
lina, para oblener una concentracidn de 16 x lo4 widades/
wl, y la mezcla se incubd a 379C durente 20 win, y se siguid
éalentando a 4520 durente 30 min,

A la suspensidn de cocos asi obtonida se afiadid 1
ml. de la misma suspensidn de células de odncer gue se usé
en el Ljemplo 1, y la mezcla se inoubd a 378¢ durante 60
min, Luego se inyeotd 0,5 ml de la suspensidn mixta, por via
intraperitoneal, a un ratén, & los 50 dias de la inoculacidn

se comprobd el ndmero de supervivientes. Solo murid de oén-
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cer uno de cada seis ratomes, Los cinco rabones vivos fue-
ron sacrificados y 56 les hizo la autopsia, sin hallar tu-
mores. Sin asbargo, en los experimentos de coabrol, usando
IBB solo, y LB que contenfa penicilina, los seis ratones
muriervon dentro de los 25 dfas desde la inoculacidn.
La presente solleitud gue corresnonde a la pregenbada

en Japén ol & de Marzo de 1.966, con el ndmero 13784766, se
aooce & los neneficios del axbiculo BL del vigente Bstatubo

sobre Propiedad Industrial,

TOTA

Los puntos de inveneidn propia y nueva que se presen-
tan para ¢ue seen objeto de este solicibtud de Patente de In-
veneidn en Esnafia por VEINTE aiios, son los siguientes:

18, Método para tratar las células de Strentococeus

hemolybicus, que comprende afladir penicilina a una suspen-

sidn de edélulas de Strentococcus hemolybiocus en un medio de

susnensi 611, para nacer que la cong entracidn sea myor que
25,000 unidades/ml; incubar la mezela a 3C-3820; y lusgo se-
guir oalentando a 58-50%2C, |

29, Método segén la reivindicacidn 1, donde el pri-
mer neriodo de incubacidn es de 10-30 min, y el calentamien-
to sucesivo es de 3C«6C min,

32,~ Método segdn la reivindicacidn 1, donde el pri-
mer gerioao de incubacidn es de 20 min, y el segundo periodo
do incubacidn es de $0 min.

49.- 1:8% 0do se{f;lin la reivindicacidn 1, donde la con-

ceatrmoién de penioilina es de 27,000-60.000 unidades/mi.
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52,- Método segin la reivindicao: dn 1, donde ol me-
dio de suépensién es medio basal de Bernhéimer, compuesto
por maltosa, KH PO, ( ¥ NeaOH) y Mgs0,.7H,0, y agua desti~
lada, '

5 62.~ Método segdn la reivindicacidn 1, donde el me=-
dio de suspensidn es solueidn salina tamponada con fosfabo.

7¢,- Nétodo para trater las ecélulas de Streptvcoscus

heaolybicus, que comprende cultivar Streptococcus hemolybi-

ous en un medio sin glucosa adiecional; separar ¢l mioroorga- .

1o nismo del eultivo de caldoj foruar una suspensidn de los mi-
croorgenismos senarados, en un medio de suspensién; adadir
nenicilina a la suspensién, para hscer cue la coneanbracidn
sea mayor que 25.000 wnidades/ml; incubar a 3C-3820; y lue=
50 segulr calentando a 38-502C,

15 82,~ 1étodo segdn la reivindicacidn 7, Gonde el me-
dio de cultivo es saldo de oultivo de infusidn de carne, sin
glucosa adioional,

9¢,- Método segin la reivindicaeidn. 7, donde el ue-
dio de cultivo contlene un miembro slegido del grupo que cons-
20 ta de deido ribonuocleico, ndoleo de ribonueleasa, y nmezelas
de ellos.
109.~ Método segin la reivindicacidn ¥, donde la
concentracidn de uno o dos de los miembros del sTupo que
oonsta de 4cido ribonucleico y ndeleo de ribonuclcasa es
25 0,5-1,y @1 peso por  volumen.
112,~ Método para tratar las oélulas de Streptococous
hemolytious.
Tal y como se ha desorito en la leaoria que anteoceds
y pera los fines que 8ean especifiocado.
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Lsta Menoria consta de diecinueve hojas esoritas
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a maguina por wie sola cara.
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