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REF: Case No. 16146Y

RESUMEN DE LA TRVENCION

Un complejo no tdxico antigénico e inmunogénico que
se obtiene de la superficie celular,derg,‘gpnorrhoeae.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

‘La cepa Melvin, Tipo 1, de g._QOnorrhoeae utilizada en
este estudio se obtuvo de Mr. W.J.lBrown enrel Communicable
Disease Center, Atlanta, Georgia. Se realizd un depésito sin
restringir de este organismo en la American-Type'Cultuie'
Collection el 13 de Diciembre de 1977 bajo el nfimero de 7
accesién 31356. Las bacterias se cultivan en agar y las cé-
lu%as del agar se utilizan para inocular un ferméntaééi.vLas
células se recogen en la fase estacionaria de crecimiento y
Imacenan a -20°C si no se utilizan.inmediatamenté,

"La pasta celular se homogeneiza en una solucidn salina

a § de 6,8 a 8,3 aproximadamente, durante un tiempb iasufi-

cie?te para causar la lisis. La mezcla resultante se aéita,
preferiblemente a temperatura baja, tipicamente alrédedor de

4 a 8°C, durante varias horas, tipicamente alrededo; de 10

a 15 horas. Puede utilizarse una solucibn de'cualquier sal -
siempie que no dafie la supérficie'cel?lar de N. gonorrhoeae.
Son ejemplos dé sales adecuadas Tris-HCl, solucifén salina tam-
ponada con fosfato, LiCl y solucién salina fisiol6gica o

LiCl. Se prefiere la sal Tris-HCl.

Después la mezcla agitada se centrifuga para eliminar

los residuos celulares. Tipicamente el grdnulo se separa a
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unas 30.000-50.000 g durante unos 15 minutos a 1 hora apro-
ximadamente. En general se emplean tiempos mis largos a va-
lores menores de g y tiempos més cortos a valores mayores.
El lfgquido gque sobrenada resultante de la centrifugacién se
trata después para separar el ARN y el ADN. Esto puede conse-
guirse por disgestién enzimitica, z,g. RNasa y DNasa. La mez-
cla digerida se somete a un tratamiento eficaz para fraccio-
nar las moléculas de acuerdo con su peso molecular. Como
ejemplos de egstos tratamientos podemos citar la filtracién
por gel, la ultrafiltracidn, la ultracentrifugacién'a gran
velocidad o la separacibn por gradiente de densidad. La fil-
tracién por gel es un método especialmente adecuadc para es-
te;fraccionamiento. La fraccién antigénicamente activa pro-
cedente del fraccionamiento de pesos moleculares es el com-
plej» no tbéxico e inmunogénico deseado de esta invencién.
«El complejo antigénico tiene un peso molecular de
9.200.000 a 9.500.000 aproximadamente, y estd constituido
esencialmente por varias sub-unidades cuyo peso molecular
oscila entre 100.000 y 10.500 aproximadamente. Hay presentes
cinco bandas principales en cantidades aproximadamente igua-
les de pesos moleculares 68.000, 50.000, 34.000, 27.000 y
10.500 aproximadamente. Estas cinco bandas constituyen més

delb80 % del complejo. Calculado sobre el peso seco, el antf-

_geno contiene alrededor de 90 a 95 % de protefnas (método de

Lowry empleando seroalbfmina bovina como patrén), no més de
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alrededor del 10 % de lipopolisacdrido y tfpicamente no més
de alrededor del 5 % (Perry y colaboradores, Can J. Biochem.,

53, 623 (1975)), aproximadamente un 2 % de hidratos de carbo-

‘no y‘menos del 1 % de ARN, ADN y fosfolipidos. El ARN y el

ADN se analizaron por el procedimiento de Schneider, Methods

Enzymol, 3, 680 (1957) y los fosfo%ipidos poxr el procedimiento

~de Ames, Methods Enéymol., 8, 115 {1966) .

_‘El complejo inmunogénico antigénico procedente de la su-
perficie celular dé'g,_gonorrhoeae puede ser esterilizado por
filtracidén o tratamiento con productos quimiéos taléé como
't imerosol, fenol, formaldehido y similares y sﬁbdividido en
una vasija adecuada para sﬁ distribucidn y‘administfacién
co%01vacuna. Puede ser administrédo en un medio fisioldgica-
menﬁe aceptabie adecuado tal como, por ejemplo, agua para
inyevecibn, suero salino, suero salino tamponado'con foéfato
y similares. Puede combinarse con»coadyﬁvantes como, por
ejemplo, los descritos en la patente estadounidense™3.983.228
concedida el 28 de Septiembre de 1976, y vehidulos,'v,g.
alumbre.

‘Los siguientes ejemplos ilustran“esta invencifn pero
sin limitarla. |
S 'EJEMPLO 1

%'Se utiliza un cultivo de H;;gonorrhOEae, cepa Melvin, -

ATCC 31356, para in0cula} un cultivo de agar durante la no-

che. Las células que cracen en el cultivo de agar se utilizan
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para inocular un matraz de 2 litros que se cultiva durante
la noche y su contenido se emplea para inocular un fermen-
tador de 14 litros que se cultiva durante la noche; el con-
tenido del fermentador se emplea para inocular un fermenta-
dor de 200 litros que contiene medio de Frantz [J.Bact.,
43, 757 (1942@. La fermentacién se realiza a una temperatura
de 37°C y se interrumpe cuando las'bacterias alcanzan su
fase estacionaria de desarrollo. Al caldo de fermenitacidn

se agrega timerosol a una concentracifn de 1:10.000. Las
células se centrifugan en una centrffuga Sharpless y la pas-
ta celular se recoge.

Se homogenefzan aproximadamente 30 g de pasta celular
en 100 ml de tampdn Tris~HClien una Omni-mixer Sorvall duran-
te 1-2 minutos, colocada en la posicién 2. La mezcla se pasa
a un matraz y el matraz de homogeneizacién se lava con 100 ml
adicionales de tampfn Tris-HCl. La mezcla se agita a 4°C du-
rante 15 horas. Después de extraer, el material se -gentrifuga
a 39.100 g durante 30 minutos en una centrifuga Sorvall RC-2
y se desprecia el residuo. El lIquido que sobrenada se hace
20 mM en MgCl2 y se trata con RNasa y.DNasa (10 ug/ml) a 37°C,
durante 45 minutos. El material digerkdo se aplica a una co-
Iumna cromatogrdfica de agarosa A-1.5 y las fracciones recupe-
radas de la columna se analizan para determinar la presencia
de material antigénico por la técnica de inmunodifusién de

Ouchterlony, empleando el anticuerpo obtenido como se describe



10

15

20

25

en el Ejemplo 2. Se reunen lés fracciones que contienen el
material antigénico y sé aplican a una columna cromatografica
de Sepharose 6B. La columna se eluye con tampén de bhicarbona-
to aménico 50 mM, pH 8,5 y las frécciones se anaiizan para
determinar la presencia de material antigénicd,'como se ha
indicado antes. La fraccién activa produce 100 mg de un com-
plejq'no tdxico antigénicove inmund%énico, con una pureza del
90-95 8. o
EJEMPLO_2

_ .Unas célﬁlas vivas de N. qonorrhoeae; ceﬁa MélVin, ATCC’
3135@, gse inoculan intravenosamente en un grupo de 4 ratones
blangos de Nueva Zelanda. El método'conéiste en la jnoculacién
intravenosa en los dfas 1, 3, 10 y 14 y séngria 7 dias m&s
taéde. A continuacidén sigue un periodo de descanso de 1 mes,
despnés del cual los animales reciben dos inyecciones adicio—
nales los dfas 3 y 7, con sangrfa 9 dfas més tarde. Se obtie-
nen sueros con buenha actiéidgd anticuerpos. - -, |

+El anfiéuero contra el preparado de antfgeno purificado
del Fjemplo 1 se prepara por inoculacién‘intramuscular en
un grupo de 3 ratones. La indculaciénginicial consiste en
50-100 pg de antfgeno emulsionado en un volumen igual .de coad-
quante completo de Freund. Unas dosis éstimulanﬁes subéiguieg
tes de cantidades iguales de antfgeno se emulsionan en un vo-

Iumen igual de coadyuvante incompleto de Freund y se adminis-

tran intramuscularmente. Las dosis de estimulante se adminis-
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tran cada 3 semanas. Los conejos se sangran rutinariamente
al séptimo y decimocuarto dfa y reciben un estfmulo de antf-
geno después de la sangrfa. Se obtienen sueros con huena acti-
vidad de anticuerpos después de la segunda inyeccidn.
EJEMPLO 3

"Se inyectan 250 pg del material antigé&nicamente activo
del Ejemplo 1 en un grupo de 10 raéones macho albinos CD-1
que pesan aproximadamente 10 g. Un segundo grupo de 10 ra-
tones sirve como control. Al cabo de 1 semana, los animales
de cada grupo se atacan con 107 células vivas de N. gonorrhoeae.
Se realizan 50 replicados del procedimiento anterior, Del
90 al 100 % de los animales del grupo de control mueren den-
trPJde las 24 horas mientras gue del 90 al 100 % de los ani-
males del grupo gue recibe el material antigénico antes del
ataque sobreviven, '

EJEMPLO 4

- 8e agregan 20 ml de suero salino a 50 mg del complejo
obtenido en el Ejemplo 1 y la suspensién resultante se esteri-
liza por filtracién a través de un filtro microporoso de
0,45 micras y se introduce asépticamepte en 40 viales de
0,1 ml. Cada vial contiene 0,25 mg de.complejo. Los viales
se mantienen a -20°C hasta gue se utilizan.

) EJEMPLO 5
Un cultivo (peso hGmedo 10 g) de cé&lulas de N. gonorrhoeae

se suspende en 200 ml de LiCl 0,2M. Las células se homogeneizan
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durante 1 minuto aproximadamente, en la posicién 2 de una
Omni-mixer Sorvall. Las células se extraen a 45°C durante'

2 horas a 200 rpm en un sacudidor girator;o. El extracto se
centrifuga a 10.000 rpm (9000 g) y el liquido que sobrenada
se separa por aspiracifn. A 580 ml del liquido sobrenaﬂaﬁte
recuperado se agregan 117,9 mg de MgClz,VS,S ng de DNaQa’y
0,42 ml de RNasa. La mezcla resultanterse agita duraniz 30
minutos a 37°C en un sacudidor rotatq;io en bafio de égu¢, en
la posicibn 3. Después la mezcla se dializa durante la noche
con dos cambios de agua. El liquido dializado se licfiiiza pa-
ra dar 769,72 mg de extractorgonocéccico'crudo. El extracto
lio ilizado’se disuelve en‘770 mlhdebagua destilada, s& agita
¥ % centrifuga a 13.000 rom durante 30 minutos. Degpués el
liq?ido que sobrenada se aplica a una coidmna_de Agardsa A-5m
y ‘13 columna se eluye con NaCl 0, 15M. Sé reune el material

elufdo de la columna con una adsorcidn a 230 nm se dializa Yy

se liofiliza para dar el complejo gonocdecceico puriffcaao.
Cuatro grupos de ratones se vacunan subcutineamente con
2501{g del antigeno gonocéceico purificado. Un quinto grupo
de ratones sin vacunar sirﬁe como coné%ol,.Ocho dfas después
de la vacunacién, los ratones se atacan con 1 X 107’células
vags virulentas de N. gonorrhoeae. El porcehtaje de protec-
cién se determina observandg el nlmero de supervivientés al

cabo.de 48 horas, Se obtienen los siguientes resultados:
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Grupo N@m. en el grupo NGm. de nmuertes Proteccidn, %
1 10 0 100
2 10 0 100
3 7 1 90
4 10 2 89
5 (control) 10 B 20
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En resumen, la presente Patente de Invencién que

se solicita deberd recaer sobre las siguientes: -

REIVINDICACIONES

l.- Un método de obtenciénrde un complejo inmuno-

génico antigénico, procedente de la superficie celular -de

N. gonorrhoeae, con un peso molecular de 9.200.000 2

9.500.000 aproxihadamente, donde més del 80 % del comple-
Jo esta formado por 5 sub-unidades en cantidadesrapfoximae,
dumente iguales con un peso molecular de 68.000, 50.000,
54.060, 27.000 y 10.500 aproximadamente, conteniendo el
complejo, calculado en peso seco, alrededor de 90 a 95 %
de proteinas, hasta el 7 % aproximadamente de lipopolisa-
carides, alrededor del 2 % de hidratos de carbono ¥y menos
del 1% de ARN, ADN, y fosfolipidos, cuyo método compren-
de: ' , ’ -

a) agitar una pasta celular homogeneizada de N.

_gbnorrhoeae durante 10 a 15 horas aproximadamente;

b) separar los residuos celulhres;

c) someter el extracto homogeneizadora rééécién
engimética para separar el ARN y el ADN;

d) separar una fraccién con un peso mdlecular su- -
perior a nueve millones éproximadamente.

2.~ Un método segin la Reivindicacidén 1, donde el -
residuo celular se separa por centrifugacidn.

3. Un método segin la Reivindicacién 2, donde la
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centrifugacion se realiza a 30.000 g-50,000 g aproximada-
mnente.

4.- Un método segin la Reivindicacién 2, donde el
ARM y el ADN se separan por tratamiento con un enzima.

5. Un método segun la Reiy}ndicacién 1, donde la
fraccidén se separa por filtracidn con gel.

6.- Be reivindica por ultimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencién que se soli-
cita: "UN METCODO DE OBTENCION DE UN COMPLEJO INMUNOGLWICO
ANTIGENICO",

Todo conforme queda descrito y reivindicado en 1la
pre%ente Femoria Descriptiva que consta de once paginns me

canografiadas.

o
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