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FUNDAMENTO DEL INVENTO

1. Campo del invento:

El presente invento se refiere a un nuevo agen
te antimaligno. Mis particularmente, el presente invento
se refiere a un procedimiento para preparar una nueva sus
tancia activa obtenida cultivando Staphylococcus epider
midis STF (Bikoken Deposit. ne 3706; ATCC 31310) en un
medio liauiQO.

© La sustancia anterior presenta un efecto de in
hibir la leucemig y los ftumores maplignos,

El presente invento estd basado en el descubri
miento de que en un paclente con leucemis, se redujeron
las células leucémicas en un mimero notablemente inespe-
rado cuando el paciente desarroll$ un furdnculo, y final
mente, el mimero de leucocitos del paciente se hizo nor-
mal.

Los inventores separaron una cepa de microorgg
nismos del furidnculo de este paciente, la cultivaron, ag'
ministraron un filtrado de la solucién de cultivo a ani-
males afectados de leucemia inducida y confirmaron que la
administracién del filtrado dié lugar a tales efectos en
los animales afectados como la reduccién en la cantidad
de virus de leucemia, reduccidén en el mimero de células
leucémicas, recuperacidn de los brganos afectados por leu
cemia, prolongacién de la vida y aumento en el mimero de
animales supervivientes. A continuacidén de las investiga
ciones, los inventores han encontrado ademds, que dicho
filtrado es eficaz -no solamente para la leucemia sino tam

bién generalmente para otros tumores malignos.
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Los inventores concentraron el filtrado de la so
lucién de cultivo, fraccionaron las sustancias solubles en
agua consideradas como ingredientes activos en un mimero
de fracciones y aislaron y purificaron las sustancias pa-

ra probar que las sustancias tenlan la actividad antimalig

na antes descrita.

DESCRIPCION DEL INVENTO:

(1) Identificacibn de la cepa:

Ia cepa del microorganismo empleado en el presen
te invento es una cepa mieva. Se deposité en "Bikoken" y
ATCC como Depbsito de Bikoken Ne 3706 y ATCC 31310, respec
tivamente. La cepa estd libremente disponible para todas
lag personas en estas instituciones. Ia cepa se identificé

como un elemento del grupo de Staphilococcus epidermidis

como sigue:

Discriminecidn primaria

(1) Movilidad

37eC (=)
2400 =)
(2) Ilenchado gram (+)
(3) Actividad de catalasa . i(+)
(4) Torma . coccus
(5) Propiedad de resigtencia a
. los 4cidos (=)
(6) Formacibn de esporas (=)
(7) Desarrollo al aire (+)
(8) Actividad de oxidasa (=)

(9) Utilizacién de glucosa (+)
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(10) Ensayo de fermentacién por oxi
dacién

(Ensayo de Hugh-~Leifson) F.

De los resultados del ensayo anterior, se juzgé

gue el germen pertenece a Staphylococcus o Aerococcus.

Discriminacién secundaria

{1) Coagulasa (=)
(2)  Heaccién U= ()
(3)  Reaccién rosa (=)
(4)  Tosfatasa (+)
(5) Reduccién de nitratos (+)

Por lo tanto, el germen se determiné finalmente
gue era Staphylococcus epidermidis., Los inventores la

denominaron cepa "STE",
(2) Preparacién del ingrediente activo:

El germen se propaga bien en un medio comin,
es decir un medio nutriente que contiene carbono, nitré
geno y sales inorgdnicas. Para utilizar la sustancia acti
va util producida por el germen, es deseable un cultivo
aerobio en un medio liquido en estadé estacionario o con
agitaciénﬂ Ejemplos de medios de cultivo adecuados se

den a continuwacibne

(1) Peptona 17 &
Extracto -de caldo 3 g
NaCl > 8
K2HPO4 2:5 8
Glucosa 295 &g
Agua destilada 1 litro (pH

753)
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(2) ILiquido de maceracibén de maiz 6 g
NH4_H2PO4 3 8
Extracto de levadura 2,5 8
Dextrosa 10 g
Ca,CO3 2,5 8
Agua destilada 1 litro (pH

445)

Aunque antes s0l0 se ponen como ejemplos medios
1{quidos, pueden también emplearse medios s6lidos comunes

Loa gérmenes se culbtivaron en el medio anto-
rior a una temperatura de cultivo de -202C a + 40¢C du-
rante 24=120 horas. La temperatura 6ptima era aproxima-

damente 379C. La superficie de la colonia era blanca y

cirecular,
Ta solucién de cultivo resultante se sometié a

centrifugacién y la materia sélida se separd hasta obte-
ner una solucién (en lo que sigue denominada "solucidn

de cultivo"). La solucibn se sometié a varios experimen-
tos.
(3) Utilidad del ingrediente activo:

La solucién de cultivo obtenida se administré a
animales afectados por varias enferme@ades inducidas ob

teniendo los resultados siguientes:

(1) Inhibicién del tumor maligno causado por

inoculacién del virus de leucemia:

Se dividieron 30 ratones ICR en tres grupos.

Dos grupos se inocularon con virus de leucemia de Friend

y después se administré intrasbdominalmente Oy1 ml/10

g/dfa de la solucibén de cultivo a un grupo inoculado du
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rante 8 dfas, obteniéndose los efectos siguientes de in~

hibicién de la hipertrofia del ba=zo.

Peso del bazo Grado de inhibi
(&) cién (%)

Grupo no infectado 0,124 + 0,022
(Testigo)
Grupo iﬁféctadd 0,724 + 0,239
(Testigo)

Grupo infectado ad

ministrado con la

golucién de cultivo

continuamente duran

te 8 dias. 0,219 + 0,039 84,9

(2) Inhibicién del tumor maligno causado por
inoculaciébén de las células de leucemia,

Se inocularon células leucémicas de ratén L-120
en ratones BDF1para provocar un estado de leucemia indu-
cida. Los ratones mueren en un perfodo limitado de tiem~
po. Dos grupos de ratones comprendiendo cada uno sels ra
tones fueron inoculados con células I~-120 y a continua-
cién dicha golueibn de cultivo se suminigtré a uno de los
grupos continuamente durante 5 dlas obteniéndose los re-
sultados siguientes. Ia cantidad de la solucién de culti

vo dada fue la misma que en (1).

Tiempo de muerte (dias despuds de
la inoculacién)

Grupo no tratado Ty Ty Ty Ty T, 7
Grupo tratado 7, T, 7, 8, 8, més de 10
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Ia relacibn grupo de ensayo/erupo testigo (rela
cién de la prolongacién de la vida) fue mayor del 112 (%),

(3) Efecto de control de las células del cén-
cer de Ehrlich:

Dos grupos de ratones ICR, comprendiendo cada
uno 10 ratones se inocularon con células de fumor de asci
$is de Fhrlich. Ia solucién de cultivo se administré in
traabdominalmente a uno de los grupos contimiamente duran
te 5 dfas. Se reconocié el efecto de inhibicién del mime
ro de células con tumor en el décimo dia que es como se
miestra a continuacién, La cantidad de la solucidn de cul
tivo dada era la misma que en (1).

Mimero de célu  Grado de inhi-
las con tumor bicibn (%)

Grupo no tratado T, T x 108

Grupo tratado 4,7 x 107 93,17

(4) Efecto de control de las células de
Sarcoma 180:

De la misma forma que antes, dos grupos de ra-
tones ICR comprendiendo cada uno 10 ratones fueron inocu
lados con células de Sarcoma 180 intraabdominalmente. La
solucién de cultivo se adminisiré a una de los grupos con
t{miamente durante 5 dfas. Se examiné el mimero de célu~-
1os.al décimo dfa obteniéndose los resultados siguientes.

La cantidad de la solucién de cultivo dada fue la misma

que en (1).
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Nimero de c¢élu Grado de inhi
las con tumor bicibn (%)

Grupo no tratado 23 X 109

Grupo tratado i 53 X 108 76,9

Pars comparacidn, se examinaron los efectos de
las soluciones de cultivo de otros microorganismos biea -
conocido§ bbtenidos por el mismo método de cultivo, Solﬁ-
ciones de cultivo de los microorganismos bien conocidos
siguientes se administraron a ratones inoculados con vi-
rus de leucemia de Friend. No se observé efecto en ningu-
no de los casos:

~ Pseudomonas

Klebgiella

Staphylococcus aureus
(4) Aislamiento y purificacidén del ingrediente activo:

Fl ingrediente activo contenido en la solucién
de cultivo de Staphylococcus epidermidis puede aislarse y
purificarse por ejemplo por el procedimiento siguiente:
(1) Ia solucién de cultivo se somete a centrifugacibn a
3000-12000 rpm durante 30-10 minutos para dividirla en sg
lucién y precipitado. A contimuacién, el precipitado se
lava con agua destilada y de nuevo se somete a centrifugg
cibn. Las aguas de lavado se combinan con dicha solucién.
Este procedimiento se repite 1 a 5 veces (generalmente
tres veces).

(2) La solucibn asi recogida se concentra por evaporacibn
a una temperatura de 10-302C a presién reducida de 5-30
mm de Hg durante 1-6 horas y la sustancia s6lida asl pre

cipitada se lava con agua destilada y luego se disuelve.
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La solucidn se concentra de nuevo por evaporacién. Este
procedimiento se repite de 1 a 5 veces (generalmente tres
veces) obteniéndose polvos crisﬁalinos blanco parduzcos o
amarillentos o blancos que son solubles en agua.
(3) Los polvos cristalinos se fraccionan empleando medios
de separacibn, por éjemplo un tamiz molecular tal como
Sephadex (un gel de filtracidén adsorbente producido por. -
Biochemical Co., Suecia) G-25. Se examinan las actividﬁf,
des de las fracciones respectivas ¥y la fraccién activa se
gelecciona repetidamente. Por este procedimiento, se qu .
tiene una sustancia que tiene un tnico pico de actividad.
El ingrediente activo se disuelve de nuevo en
agua y se purifica por medios de purificacién tal como -
cromatografia de intercambio iénico o didlisis.
(4) El ingrediente activo as! purificado puede separarse
por adicién de diversos disolventes orgénicos a 15 solu~
cién scuosa, cambio del pH desde la regién dcida a la re
gibén alcalina, salificacién seguida por reprecipitacidén
y filtracién o concentracién por evaporacidn.,

la sustancia tiene las propiedades siguientes:

Estabilidad térmica Estable (sustancia que no
pierde su actividad después

de habérse ﬁahtenido a 100eC

durante 15 mimutos)

Reaccibn de ninhidrina (=)
Reaccién de FEhrlich (=)
Reaccién de Sakasguchi (=)

Ia actividad antimaligna del ingrediente acti-
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- vo as! aislado y purificado se confirmé como sigue afindien

do una solucibn acuosa diluida del mismo a una solucidn
de cultivo de célulag I~1210, cultivando las mismas a 352C
durante 48 horas y determinando el grado de inhibicidn de

la propagacibn de las células.

Grado de inhibicién ( % )

Grado de dilucién

Lote A Lote B
50. 100 100
100 100 95,3
200 83,0 83,5
400 1247 78,6
800 : 69,0 61,4
1600 59,1 56,4
3200 49,9 -

Por lo tanto, es evidente que la sustancia pro
ducida por Staphylococcus epidermidis tiene el efecto de
controlar varios tumores malignos tal como los cédnceres
1fquidos y los cédnceres sélidos. La sustancia no presen-
ta toxicidad aguda.

(5) Administracién del ingrediente activo:

Ia dosificacién es aproximadamente 3 = 300
mg/kg, aungue difiere dependiendo de la via de adminis-
fraqién. Ia solucién de cultivo de la que se ha separado
la materia s6lida puede emplearse directamente. Sin embar
go, como cosa natural, es mejor emplear el ingrediente agc
tivo aislado y purificado para controlar la dosificacién

con precisibén. Son posibles diversas formas de administra
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cién tal como inyeccién intravenosa, subcutdnea, intra-
cutdnea o intramscular, administracién por via oral, su
positorios, pastillas y emulgiones. Por consiguiente, la
forma de las preparaciones puede seleccionarse adecuada~
mente y puede ser tal como polvos, tabletas (tabletas de-
una capa, tabletas de dos capas, tabletas entéricas, stc),
cdpsulas, inyecciones cargadas en ampollas o viales, tgﬁf
bletag sublingliales, pastillas, supositorios o emulsiOQOG
grasas.

Descripei&n breve de los dibujos:

Ias Figuras 1 - 4 muestran el espectro U.V. ¥~
el espectro I.R. de las fracciones obtenidas por un proéi
cedimiento mostrado en el Ejemplo 2.

Ia Figura 1 muestra el espectro U.V. de un in-
grediente activo de un peso molecular de 5000~10000 (s0~
lucién original diluida con agua en solucibn 1:10);

la Figura 2 muestra el espectro U.V. de un in-
grediente activo de un peso molecular de 1000-5000 (solu
cién original)s;

la Figura 3 muestra el espectro IR de un ingre
diente activo de un peso molecular de 5000-10000; ¥y

la Figura 4 muestra el espectro IR de un ingre-
diente activo de un peso molecular de 1090-5000.

Los ejemplos siguientes ilustfaﬁ ademds el pre-
sente invento. Ha de entenderse que los ejemplos siguien-

tes ‘de ningin modo limitan el presente invento.

Eijemplo 1

Se cultivé Staphylococcus epidermidis STF a 37¢C

durante 48 horas en un medio de la composicibén siguiente:
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Iiquido de maceracién de mafz 6 g
N, H,PO, 3 8
Extracto de levadura 245 g
Dextrosa 1Q g
CaCO3 25 g
Agua destilada hasta 1 litro (vH 4,5)

La solucibn de cultivo se sometié a centrifuga
cibn a 1§0b0 rpm durante 30 minutos para dividirla en"ﬁn'
liquido sobrenadante y precipitado. El precipitado se.vol
vié =z diépersar en un litro de agua degtilads y la dis-
persibn se dejé permanecer a 37¢C durante 18 horas y a .
contimiacibén se sometié de muevo a centrifugacién a 10000
rpm para dividirla en un 1lfquido sobrenadante y un preci
pitado. BEste procedimiento se repitid 5 veces. Los 1iqui,
dos sobrenadantes resultantes se combinaron y concentra—
ron por evaporacibén a presibén reducida de 10 mm de Hg a
temperaturs ambiente durante aproximadamente 2 horas. Deg
pués de que se alcanzé una concentracién de aproximadamen
te 1/30, el liguido reunido se hizo pasar a través de una
capa de Sephadex G-25 y se sometil a espectroandlisis U.V.
empleando un indicador de DO (densidad 6ptica)265. La se-
paracién de la fraceidén implicé un método de detectar poli
sacdridos tal como la reaccibén de Molisch. Se examiné un
cromatograma de la actividad de propagacibn-inhibicién de
la céluls L-1210 y se separaron las fracciones activas.
Este procedimiento se repitid tres veces obteniéndose la
fraccién de la actividad mayor. Ia solucibn acuosa de la
fraccibén se concentrdé por evaporacién obteniéndose polvos
blancos. Tios polvos se lavaron con agua, se disolvieron

de nuevo y se concentraron por evaporacién. Este procedi~
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miento se repitié 5 veces obteniéndose polvos cristali-
nos blancos. El rendimiento de 1 litro de la solucidn de.

cultivo era aproximadamente 0,3 g.

Ejemplo 2

Se prepararon 25 litros de un medio 1fquido. que
tenfs la misma composicién que en el Ejemplo 1. ELl culti-
vo se efectué a 37¢C durante 2 dfas. La solucién de cuiti
vo se sometié a centrifugacibén (6000 rpm, 20 minutos) va=
ra separar los gérmenes. EL liquido sobrenadante resul-
tante (aproximadamente 23 litros) se concentré hasta un
volumen de aproximadamente 500 cc a 402C bajo presidn re-
ducida.

El precipitado asi formado se lavé con 100 cc
de agua destilada tres veces. Las aguas de lavado se com '
binaron con el concentrado y el total se concentré a un
volumen de 500 cc a 40¢C bajo presién reducida. FEl con-
centrado se dividi6 en dos fracciones (una que tenia pe-
sos moleculares de mis de 10000 y la otra que tenfa pesos
moleculares de menos de 10000) con Diaflon ne 10000 que
es una membrans de tamiz molecular producida por Amicon
Far HEast Ltd. La solucién de pesos moleculares menores de
10000 se hizo pasar a través de una columia de dietilami
noetilcelulosa (tipo oz @ ) para dividi?lé en susbancia
4cida y sustancias neutras y bédsicas. A continuacién, las
sustancias neutras y bdsicas se dividieron ademis en dos
fracciones (una que tenfa pesos moleculares de 5000-10000
(solucién original) y la otra que tenfa pesos moleculares
menores de 5000) con Diaflon ne 5000, Ia fraccién de pe-

s0s moleculares menores de 5000 se dividié ademis en dos
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| fracciones (una que tenfa pesos moleculares de 1000-5000
¥ la otra que tenfa pesos moleculares menores de 1000),
con Diaflon ng 1000. E1 concentrado debia por tanto divi-
dirse en fracciones respectivas. Se determiné el espectro
U.Ve ¥ el espectro I.R. de cada una de las fracciones an
teriores (véase Figuras 1-4). .

A contimuacién, las fracciones respectivas an-
teriores:sé administraron z animales afectados por varias

enfermedades inducidas obteniéndose los resultados si-_ . -
guientes:
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REIVINDICACIONES

Tos puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa—
tente de Invencién en Espafia, por VEINTE affos, son los que
ge recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Un procedimiento para preparar ul agente
antimaligno derivado del Staphylococcus epidermidis STF,
que comprende cultivar Staphylococcus epidermidis STF (De~
pbsito Bikoken N2 3706) en un medio de cultivo liquido
que contiene componentes de carbono, componentes de nitré-
geno y sales inorgdnicas, separar la materia s6lida de la
solucién de cultivo, concentrar la solucién restante, la-
var el precipitado asi formado con agua volver a disolver
ol precipitado, fraccionar la solucidn en un ntmero de
fracciones por medios de separacibén, seleccionar una frac-
cién que presenta actividad antimaligna, concentrar la

fraccibn, purificar mds la fraccién y separar el ingredien-

te activo.
28,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin~

dicacién 18, caracterizado porque el cultivo se efectia

a aproximadamente 372C. .
38,- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

dicacién 18, caracterizado porque la separacidén se efec-
tda empleando un gel de filtracidn adsorbente.
48,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

dicacién 12, caracterizado porque la separacidn se efectia
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—empleando un tamiz moleculaz.

o BE;; Un procedimieﬁto de acuerdo con la reivindi-
cacibén 18, caracterizado porque la purificacidén se efectia
por cromatografia de intercambio idnico.

6&8,- Un procedimiento para preparar un agente anti
maligno derivado del Staphylococcus epidermidis STF".

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, repfeéentado en los dibujos que se acompaflan y para
los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diecinueve hojas escritas a

maquina por una sola cara.
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