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En la patente priancipal n@mero 379.3815 se
ha descrito un procedimiento de preparacidn de nue-
vos compuestos de origen bacteriano.

Ués particularmente, se ha descrito un prg
cedimiento de preparacibén de sustancias de naturaleza
glicoproteinica secrecionadas por un gérmen microcbiano
o por una mezcla de gérmenes microbiancs escogides del
grupo congtituido por los Pneuwococos, Egitreptocccos,
Neisseria, Micrococos, Estafilococos, Klebsellisa
Pnounonia y Hewophilus Influenzae o a partir de una mez
¢la de estos gérudnes o también de una asociazeidn de di-
ferentes tipos de una wisma especie microbisha,

Las glicoproteinas asf{ obtenidas poseen pro-
pledades terapéuticas muy interesantes. Estdn dotadas
de propiedades antiinflametorias considerables y de pro
piedades inmunizantes rdpidas y no especificas. Poseen,
ademés, la ventaja de no ser ni alergizantes ni hiper-
teruizantes y de no provocar fenbdmenos de intolerancia
en el momento de la inyeeccidn,

Estas glicoproteinas son una mezcla de alfa~
¥y beta-glicoproteinas lentag. Bsta estructura es poatra
da por el comportamiento electroforético conm relacibn s
glicoproteinas de referencia y wés particularmente con
relacidn a las glicoproteinas séricas,

Se ha wostrado que la naturaleza quimicz de =a

Frares
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tas sustancias era atestiguada igualmente por reac-
ciones quimicas tales como su contenido en hexosas

¥y en pentosas, por la identificacibn aproximada del
peso molecular utilizando agentes de cromatografia
salectivos tales como celulosas modificadas, gel de
Séphadex o tamices moleculares, por el contenide de
fraceidn proteinica evaluado por el poder biuretdgeno
calculado con relacidn al patrbén de alblimina de suero,
por el contenido de hexosaminas y por el contenide de
dcido sidlico.

La fruccibén obtenida a partir de una o varias
de lag cepas arriba mencionadas podia ser definida, por
esta razbn, como constituida por alfa- y beta-glicopro
teinas lentas, termoestables, sdlublesen dcidos y solu-
bles en soluciones de sulfato de amonio.

En la patente principal se ha definido el pro
cedimiento de obtencién de las alfa- y beta-glicoprotel
nas lentas a partir de cultivos microbianos, que consig
te esencialmente en cultivar sobre un medio s6lide o 1i
quido una cepa microbiana escogida del grupo constitui-
do por los Pneumococos, Estreptococos; Mierococos,
Nelgseria, Estafilococos, Klebsellia pneumoniae,
Hemophilus Influenzas o una mezcla de dos o varias ce-
pas de una asociacidn de los diferentes tipos de estas

cepas, en recoger, después de plenc desarrollo, 1os cuar
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pog mierobianocs de manera manual o automitica, em vol
ver a poner en suspensién en un medio acuoso los
cuerpos microbianos, en proceder a su lisis o descom-
posicidn por via quinics, fisleas o enzimdtica, en se-
parar los residuocs de log cuerpos microblanos, en evag
porar hasta sequedad la solucibn transparente asi ob~
tenida, en sgmeter al residuo seco a la accidn de uno
o varios disolventes de los lipidos, en recoger ol re
siduo desprovisto de lipides con un disolvents acuoso,
en Qeosembarazarlos de los prdtidos por insolubilizaoibn
por wedios fisicos o quimicos, en eliminar el precipita
do de prétidos y precipitar después selectivaments del
1iquido acuoso residual degprovisto de prétidos las g1i
coproteinas lentas por adicidn de un disolvente o ds
tna mezela de disolventes miscibles con agua y en puri-
ficar si es necesario las glicoproteinas lentas por erg
wmatografia sobre un soporte seiectivo.

En una privera solicitud de patents de adicidn,
nfmero 391.350, a la patente principal, presentads sl 12
de Mayo de 1951, ge ha descrito wn nuevo modo de realizg
olén del procedimiento objeto de la patente principal.

Este nuevo modo de realizacibn permite obiener
las = y F-glicoproteinas lentas en una forma méis pura y
por consiguients mis aotiva.

La mejora aportada al procedimiento, objeto de

.



la patente principal, mediante la primera adicién,
estd oaracterizada porque la lisis de los cuerpos
microbianos se efectle por un proceso mixto que rea
liza una lisis enzimética con una enzima proteoliti-

5 oa o micropolisecarolitica, y despuée de una lisis
quimica en presencia ds un antiséptico organomerct-
rico o de un dcido mineral u orgénico durante un pe-
riodo que se extlende entre ocho y gquince dias; el
producto bacterisnc de la 1isis, llevado a sequedad,

10 ez desprovisto de lipidos con una mezcla de metilal
y de metanol despuds ocon un disolvente oxigenado, y
el producto de la lisis desprovisto de 1ipidos es =
continuacibn desprovisto de prétidos por medios fisi-
cos, las glicoproteinas son precipitadas selectivaunen-
15 te mediante la adicidén de una mezola de metilal y ds
metanol; las alfa- y beta-glicoproteinas lentas asi 0B
tenidas poseen tin contenido de hexosas cowbinadasg com-
prendido entre 50 y 60%,
Ia presente solicitud de patente ds edeifn tiers cmo
20 djet o un nuevo modo de realizacién del procedimlento se
gin la patente principal, Este nuevo modo de realizacién
peruite obtener las alfa- y beta-glicoproteinas lentas
del invento bajo una forma todavie mds purificada y por
consiguiente wds activa, Este nuevo modo de realizscidn

25 permite eliminar la mayor purte de los productos de de~

31-1-73 -5 -



20

25

31-1~T73

gradacibén de las proteinas que han podido quedar
todavia en la mezcla y, como consecuencia de ello,
obtener el producto final en una forwa extremadsmen
te purificada,

Bl nuevo modo de realizacidn, objeto de la
presente solicitud de patente de adicibn, esté carag
terizado porque se somsts A lag alfa~ y beitu-glico——
protvelnus lentus a una diafiltracibn en solucién acup
gg sobre une ¢ varias membranag calibradas que dosen-
pefian el papel de tuwlces molmoulares, se las gepara
as de las fracoiones inaotivas o poco activas y 8& re
sogen lag alfe~ y beta-glicoproteinas lsmbas mwy puras
retenidas por la membrana en la celda de diafiltracidn,
se las gomete a una cromatografia sobre gel polimeriza-
do hidrdfilo y se recoge la fraceién no fijada.

Bste nuevo modo de ejeoucidn estd caracteri-
zado mis particularsente por los puntos siguientes:

1) las membrunas de permeabilidad sslectiva
de estructura reticulada son preferentemente las vendi-
das bajo la marco AMICON XM 300 (Amicon Corporation -~
Lexington - Mass U, 8. A.)

2) las membranas de permeabilidad seleciiva
son preferentemente las vendidas bajo las marcag AICON
XM 50, PM 30 y UM 2.

3) el gel polimerizado hidrbdfilo es el gel

w b -
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de Sépharose 6B,

4) el gel polimerizado hidréfilo es el gel
de Séphadex G 200,

Lag alfa~ y beta-glicoproteinas lentas ob-
tenidas por este nusvo wodo de realizacién son defini
das por su peso moleculaf, por su contenido de hexosas

combinadas y por la proporcidn de: hexosas combinadss.
proteinad

Se ha encontrado que la fraccién muy pura ob
tenide segln este nuevo modo de realizacidn estaba ocong
tituida por glicoproteinas que presentaban un peso mo-
lecular igual o superior a 106 daltons, contenia entre
60 v 65% de hexomas combinadas y presentaba una propor—

¢ién de hexosas ; préxina & 7. Contiene en
sugtancias proveicas

general aproximadamente 62% de hexosas cowbinadas, No

obstante, por razdn de las difiocultades de contrastar y
gradusr la medicibén de los azlicares, este contenido pue
de variar entre 60 y 65% sin que sea posible obtener de
ello conclusiones acerce de la pureza de la fraceibn,

El ejemplo que zigue ilustra el invento, perc
gin limitarlo,

Preparacidén de la materia prima,

1) Obtencidn del extracto bacteriano:

la cepa bacoterisna escogida (Xlebasiells

pneumonise) es cultivada en un fermentador con un medio
apropiado. Despuéds de detener el cultivo, los gérmenes

-7 -
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son sometidos a 1feis durante ocho dfas hasta obte-
ner estabilidad de la suspensidén bacteriana,

Bl productode lisis es a continuacibn con-
contrado y desprovisto de lipidos c¢on la mezcla de ~
metilal—meténol (4:1). EL vesiduo de centrifuzacibn
es lavado con metanol, recogido con agua y se le afia
de formol., El extracto bacteriano es sometido a una
61ltima purificacibn por precipitacibn de su solucidn
aouosa con la mezcla de metilal-metancl y lavado del
precipitado con metanol,

2) Propiedades del extracto bacteriano,

El extracto obtenido es transparente y solu-

ble en medio acuoso, no precipita en wedio triclorocacéd

tico al 10% (en peso/volumen), en &cido percldrico- 0,6
N o en sulfato de amonio 3,6 M a pH = 7,0 y a'152C, Una
precipitucidn parcial se obitlene por adicién de una so-
ilueldn de sulfato de manguneso o de cloruro de cetilpi-
ridinio (C.P.C.).

Los principales constituyentes del exitxacto
bacteriano han sido evaluados y las valoraciones han
indicado especialmente un conteﬁido de hexosas nsutras
combinadas de 26 a 32% segln los lotes y de 6,2% de ni-
trdgeno alfa-aminado, ‘

Bjemplo

Se disuelven 2 g de alfaw y beta-zlicoprotei-
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nes lentas, obtenidas segin el wodo de trabajo an-
teriormente descrito a partir de un cultivo de
Klebaiella pheumoniae, en 400 om3 de agua, Se intro
duce esta solucibén en una celda de didlisis obtura-

da por una membrana AMICON XM 300. Se wantiene la so
lucién bajo agitacidén constente y bajo ligera sobre-
presién (0,7 barias), Se procede & la diélisis despla
zando constantemente el equilibrio de didlisis por com
pensecidén del volumen filtrado. A este efectc se afinde
un volumen igual de amgua destilada, Este aportacidn se
efectlia de una manera continua, y se considera que es-
t8 terminada la operacibn de diafiliracidn cuando el
volumen total diafiltrado es igual o superior a 10 ve-
ces el volumen inicial, El residuo de la celda de dla-
filtracidn es recogido y cromatografiado sobre gel de
Sépharose 6B, y la fracecibn no fijada sobre gel de
Sépharose 6B es recogida y llevada & sequedad mediante
liofilizaclén,

Se puede trabajar igualmente en varias staw
pas efectuando en primer término una diafiltracidn en
una celda de didlisis que comprende una membrena ANMICON
PM 30, y después en una segunda celda de didlisis que
comprende una membrena AMICON X 50, y finalmente una texr
cera diafiltracién en una celda que comprende una mem—

brana AMICON XM 300, después de oromatografis sobre gel

-9 -
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de Sépharose 6G y liofilizacidn de la fraccidn ex-
oluida se obtiene una fraccibn idéntica a la obte-
nida despubds de una Gnica diafiltracibén sobre mem~
brans,

Ias alfs- y beta-gliéoproteinas lentas asei
obtenidas (retenidas sobre membrana XM 300 y excluidas
del gel de Sépharose 6B) tiensn un peso molecular i
igual o superior = 106 daltons. Estas sustancias macro
moleculares tienen una composicidn de hexosas superior
a 1la de las fracciones menos puras obtenidas por el
procedinpiento de la solicitud de patente principal o
por 21 de la primera solicitud de patente de adicién,
En general es prdxima a 62%, Por el contrario, el con-
tenido de nitrégeno alfa-aminado es pequelio (1,6%) e
inferior al de las fracciones anteriormente obtenidas.

Lag alfa- y bveta-glicoproteinss lentas obte-
nidas seghn el modo de realizacidn de la presente soli-
citud de patente de adicidn no son disociadas més que
parcialmente por la urea en solucidn 8 M o por las solu
c¢iones de agente reductores. Por el contrario, las molé‘
culas de peso molecular inferior, separadas en el curso
de las diafiltraciones, pueden volver & asocizrse espon
tdneanente cuando el agente disocisdor es eliminade. No
obstante, las macromoléculas asi obtenidas "de nove™ son

diferentes a lag alfa- y beta-glicoproteinas lentas vetg

- 10 -
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nidas sobre membrana AMICON XM 300, si se someten
las alfa- y beta-glicoproteinas lentas a la accién
de diversas enzimas (pronasa, tripsina, pancreatina,
hialuronidasa) seguido por un fraccionamiento sobre
membranas, se comprueba que sblo una pequefia parte de
las pacromoléculas es sensible a estag enzimas ¥ due
la sctividad farmacoldgica no resulta gensiblemente
modificada.

El rendimiento de la purificacibn segin el
modo de trabajo anteriormente descrito es de aproxima
damente 30 a 35%, Las alfa- y beta-glicoproteinas len-
tas asi obtenidas tienen un contenido de hexosas comwbi
nadas de aproximadamente 62% y un contenido de sustan-
cias protefcas préximo a 9%, la proporcibn de

hexosas combinadas es préxima a 7. No obstante, ae ha
SUSTEncias protelcas

hecho diffcil la interpretacién por el hecho de que el
contraste y graduacién de las coloraciones con el orci-

nol no se efectfia wés que con los azficares realments con
tenidos en las elfa-y beta-glicoproteinas lentas pero se

efectfia arbitreriemente en galactosa y en mannosa.
Batudio de agtructura,

La hidrédlisis 4ecida bajo vacio permite poner
en evidencia los diferentes constituyentes de lag molé-
culas despubds de separacibn sobre placa de celulosa, Asi

se puede poner en evidencia una variedad muy grande de

- 11 -~
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aminofcidos, lo cual diferencia a estas alfa- y beta-
glicoproteinas lentas de los péptidoglicanos y de las
osaminas. Se comprueba la presencia de glucosa, galacto
8g y mannosa entre los azlcares.

No se ha puesto en evidencia la presencia de
ribosa,

Despubds de hidrdlisis alealina que entrafia una
ruptura de los enlaces O-osidilos, el estudio de los frag
mentos formados muestra que las cadenas glichnicas largas
estén injertadas sobre pequefiog eslabones proteicos,

Se tiene por lo ftanto una molécula de naturale-
z8 glicoproteica mtestigurda por 1@ naturaleza macromole—
cular, por la resistencia a las enzimas proteoliticas, por
la resistencia & las enzimas lipoliticas (1ipass, pancrea—
tina). Por otro lado no se trats de un mucopolisacérido,
dado que ya no es precipitable por el cloruro de cetilpi-
ridilamonio.

La electroforésis en gradiente de densidad a pH
= 8,2 en pregencia de un tampdn de barbital sédico pone
en evidencia sobre todo un méximo de movilidad alfa- beta,

La presente solicitud que corresponde g la pre-
sentada en Fracia, el 15 de Febrefo de 19%2, bajo el
Ne 72-050;6, se acoge a los beneficios del articule 51 .del

vigente Estatuto de la Propiedad Industrial,

- 12 w



REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que
gSe presentan para que sean objeto de estae solicitud de
Certificado de Adicidén en Espafia, son 10s que se reco-
gen en las reivindicaciones sigﬁientess

10 l8,~ Mejoras introducidas en el objeto de
la patente principal N? 379,815, concedida el 20 de Ju-
nio de 1972 por: "Un procedimiento para la preparacién
de alfa~ y beta-glicoprotefnas lentas", extraidas de

i cultivos de cepas microbianas escogldas del grupo es-

‘15 cogido por los Pneumococos, Estreptococos, Neisseris,
Micrococos, Estafilococos, Klebsiella Pneumonise y Hemg
philus Influenzae o a partir de una mezcla de estos gér
menes 0 de una asociacién de diferentes tipos de wna
de estés especies microbianas, caracterizadas porque

20 ge somete a las alfa~ y beta-glicoproteinas lentas a
wne diafiltracién en solucién acuosa gobre una o varias

membranas calibradas que desempefian el papel de tamices
moleculares, por la utilizacidén de uno o varios tipos
de membranas se separan las fracciones inactivas, o po-

25 co activas, se reoogen les fracociones muy puras retenidas

21@12073 hnd 13 hae
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por la membrans en la celda de disfiltracidn, se las somg
te a une cromatografis sobre gel polimerizado hidrdéfilo y
ge recoge la fracoidn no fijada.

28,- Me joras introducidas en el objeto de la Pa-
tente Principal N2 379,815, concedids el 20 de Junio de
1972, por: "Un procedimiento de preparacién de alfa~ y be
tawglicoproteinas lentas®,

Tal y oomo se ha descrito en la Memoria gue an-
tecede y para los fines que se han especificado.

Egte NMemoria consta de catorce hojas escritas g
méquina por une sola cara.

wearsa, -1 HAR. 1973

P.A'
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