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‘do encapsulado del grupo B pueda inducir tal proteccién.

Hajn nam, 1

La invencidén se refiere a un procedimiento mejora
o parz la preparacién de proteinas de membranss a partir de
Neisseria menmingitidis, asi como una vacuna que contiene es+
tas proteinas de membranas.

El agente patbgeno de la Neningitis cerebrospina-
lis epidemica es la Neisseria meningltidis, llamada también
meningococo. La rigidez de la muca o la inflemacién de lu
meninge transmisible por infeccidén por las gotitas de éaliv%
aparece sobre todo en nifios y personas que habitan en bawiod
de gran hacinamiento. Existe por lo tanto una necesidad de
inmnigar a los grupos de personas expuestas al peligro.f

Segin los conocimientos presentes la protelna de
membranas més importante (major outer mewbrane proteén) de .
la Neisseria menihgitidis es capaz de inducir auticuerpos
bactericidas. Estos ofrecen una proteccibn seroldégicamente
espebifica de tipo contra la enfermedad. Ofros componcnfes
de lag Neisserizs, especizlmente los polisacdridos encapsu-
lados de los grupos A y C de las mismas pueden establecer
una proteccidén especifica de grupo. Sin embargo, ellos no
inducen ninguna proteccién efectiva contra Neisserias del

grupo B, Asimismo faltan indicaciones de que el polisacéri-

Por lo tanto las proteinas de membranas de la Neisseria me-
ningitidis grupo B son de interés especial. .

Para la preparscidn de una vacunz es hecesario
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binuacién con demoxicolato. Tal como ya se ha memcionadd eg

menes se somete a un fratemicnto directo con detergentes. -

pos protectores en animales.

Hojn nam 2

obtener en cantidad suficientes proteinas de membranas a
partir de Neisseria meningitidis grupo B. EL procedimiento
descrito por Frasch en Bact. 127, 973 - 081 (1976) conduce
a un preparado Util. E1 rendimiento segﬁn egte procedimien-
to se encuentra no obstante en el 1imitq inferior, econdémi-
camente soportable., La esencia del procedimiento segﬁn‘:f'
Frasch congiste en que gérmenes o bacterias de la Neiséefia

meningitidis se lavan primeramente con soluciones salinas

(soluciones de Ca012 6 LiCl) y el extracto se trata a corne

te procedimiento conduce, no obstante, a un rendimiento na~
lo.
Se ha hallado azhora gsorprendentemente que el reh~

dimiento puede aumentarse esencialmente gi la mase de gér-

El material obtenido conforme a la invencién no se distin-
gue de forma reconocible de preparados de protelinas de mem-
brenas segin Frasch. Aquél posee lag mismas propiedades '
electroforéticas en soluciones tambdn que contieren SDS; Su
contenido de endotoxinas es tan comparzble con el material

obtenido segin Frasch como su capacidad de inducir anticuen

Objeto de la invencién es, por congsiguiente, un
procedimicnto para la vreparacidén de proteinas de membranas

a partir de Meisseria meningitidis, especialmente la del
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gruopo B, coracterizado porque se deja reposar aguella con

la solucidn acuosa de un debergente en una concentracién de
0,1 % hasta 2 % durante 15 minutos hasta 24 horas, eventuall|
mente con movimiento, se separa el extracto respecto del rej
giduo de bacterias y eventualmente se purifica adicionalmeg

fe.
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colato, especialmehte en su forma soluble en agua de manera|

Hojr nim. Q-

Como detergente se emplea préferentemente desoxi-

relativamente ficil, de la sal sbédica. La concentracidn del| -
detergente de 0,1 hasta 2 % se refiere al peso del detergen
te en grambs por volumen en ml. Ta proporcién de masa hime—
da de 5acterias a la solucidn de detergente se encuentra
ventajosamente en 1 ¢ 3 ~ 1 : 20, preferentemente 1 3 %
(peso/volumen) .
Si como detergente se emplea desoxicolato de w0
dio, éste se utiliza en una concentracidén de 0,3 % haste .l
% en una solucibn acuosa. Como soluciones acuosas entraﬁ‘en
consideracién.sobre todo las soluciones tampén habitusles.
en 1a prictica biOquimica o microbiolégica. j
_ Como material de partida se recupera el cultivo
de la Neisserie meningitidis que se puede ob¥ener segin prg
cedimientos'conocidos, ¥y la masa celular se separa de la‘
porcidén sobrenadante del terreno yutritivo o medio de culti
vo. Es ventajosa para ello la centrifugacién. El residuo
de la centrifuga se suspende en la solucidén que contiene
detergente y se deja reposar durante un cierto tiempo con-
forme a la invencidn. Desmués de ello, el éxtracto ge sepa
ra del residuo celular. Igualmente es ventajosa aqui la reg
lizacién de una centrifugacidén, , ‘
| La temperatura, a la que se realiza la exiraccién

gse limita hacia abajo por el punto de congelacidén de las
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en condiciones estériles y eventuslmente liofiligzado, es

"adecuado para inducir anticuerpos protectores contra el

25
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soluciones empleadas. Bl limile superior sec deduce de la
pérdida de inmunogeneidad de Jlas protelnas de membranas me-

diente desnaturalizacidén por calor. Por lo tanto, se reco-

mienda ftrabzjar en el margen de temperaituras comprendido en

tre la temperatura ambiente y aproximademente 602C.
EL ext;acto se puede purificar qdicionalmenté;rsi

se desea. Es conveniente, para ello, someter primerameﬁ$é~

el regiduo obtenible ﬁor wltracentrifugecién a vna nueva

- . ] - . f,' 3
extraceidén con la soluecidn que contiene detergente y repeti

esta exbtraccidn de muevo, si se desea. En t3l case se Jesee

cha-en cada caso la porcidén sobrenadante de la vlbtracertri~|

fugaeibn v el regiduo se sugpende en la golucidén ascuosa -cue
coni;iene detergente.

. Un enriquecimiento o une purificacién es también
posihle con agentes precipitentes, habituales en biOquimiea
para proteinas y correspondientes antigenos.. Asl el antige-
no de Heisseria meningitidis puede ser precipitado por adi-
cién de por ejemplo 4 parfes eu volumen de etanol.y el pfe—
cipitado puede volver a recogerse en solucién acuosa.

El antigeno de Neisseria meningitidis, filtrado

agente_patégeno.

*

Este antigeno puede ser mezclado con agentes

coadyuvantes, aditivos estabilizadores, materialeg de cargg

<3
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o‘excipientes y sustancias similarcs, que hallan utiliza-
cién hgbitualmente en la preparacidn de vacunag,

) Las protelinas de membranas desarrollan un efecto
inmndégeno, Una vacuna que contiene las protefnas de mem-
branas, que buedcn prepararse conforme a la invencidn, en
una cantidad eficaz desde ei-punto de vista de la inmuniéér
cidén éonstituye en especial el objeto de la invencién.ﬁLé~
vacuns puede ser administrada eﬁ una dosificacién de aproxi
madamente 10 - 200/ug por dosis.

La invencidn se explicard més detalladamente. con

ayuda de los ejemplog siguientes:

Ejemplo 1

300 g @e masa de gérmeneé (peso en humedo) de~NEisseria‘me~
ningitidis, grupo B, cepa 986, fueron resuspendidos en. '

1,500 ml de solucién de desoxicolato de sodio (0,5% de'désg
xicolato de sodio en Tris~HC1l 0,01 I, pH 8,5, EDTA 0,01 M)

C, ¥ se mantuvieron durante 15 mimrtos en un bafio de agua
(562C). A continuacién'ée efectué una centrifugacién para
1la separacidn de la masalde gérmenes (Rotor Sofvall Gsa
10,000 r,p.m). 4 conmtimuacidn, el residuo se tratd de mevo
tal como anteriormente durante 15 mimutos con solucidn de

desoxicolato de sodio y la segunda porcién sobrenadante se
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" | positivo lavador ultrasénico (ultrasonic Cleaner) de la fir-

| centrifugacién (Sorvall, rotor GSA), se lavé una vez con 100

itoj s,
ojn . 7 .
P

\

reunié con la primera porcidén sobrenadante después de nueva

centrifugacién., Las porciones -sobrenadantes reunidas se cen

trifugaron luego en una centrifuga Beckmann L 75 a 40,000

| rop.m. en un rotor 45 Ti durante 60 mirutos. El sedimento se

suspendié en 150 ml de solucidén de desoxicolato de sodio y
se agit6 durante la noche a 4¢C, _ E

Para ia mrificacidn adicional la suspensiﬁh fueicéie;
tada al dfa siguiente en un bafio de azua (5690, durante'iﬁng
mtos), se centrifugd de muevo en la ultracentrifugs tal co-
mo anteriormente;(rotor 45 Ti 40,000 r.p.m, durante 60 mirt-
tos) y el sedimento se resuspendi6é en 150 ml de solucibn de

desoxicolato de sodio. Para la resuspensibn se empleb un dig

ma, Laboratory Supplies Co., Inc. Hicksville lMueva York, Rstg

dos Unidos de América. Partes allcuctas de 50 ml fueron fra-

tadas cada vez durante 3 mimutos, con onda sénica ¥y reunidas|

a contimiacidn. lMaterial en particulas se separd por una cen
trifugacibn repetida (rotor Sorvall, SS-34 20,000 r,p.m, due-
rante 20 minutoé) y la porcidn scbrenadante se Filtré, A con
timacién la proteina de membranas se precipité en condicio-

nes estériles por adicién de 600 ml de etanol al 96% y se de

Jjé reposar durante 60 mimutos. El precipitado se recuperdé por

ml de etancl y a contimacién se recogié en condiciones eg

tériles en 150 ml de rafinosa al 5% y se agité durante

-

11=3
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Amaterlal (a 280 nm) y por adicibn de rafinosa al 5% se ajug

’ Ejemplo 2

ttoja num. §

la noche o 490, Se determind la densidad Sptica (D.0.) del

t6 a D'°‘280 = 1,2, Este concentrado se transformé luego de| -
manorg habitual en una vacuna. Para la determinacién de la
densidad 6ptica se tomé una parte alicuota en condiciones

estérile sy se precipité con 1 parte en volumen de éczdo brl
cloroacético (mca) (a1 10 %), el precipitado se lavé en TﬁA
al 5 % y se recogié en KOH 1 M.

50 g de masa de gérmenes se tratd tal como en el ejemplo 1,
pero en lugar de 0,5 % de desoxlcolato de sodio se empled
una, solucldn con 0,1 % de desoxlcolato de godio. El rendlw
miento fue de 0,8 mg/g de masa celular, mientras que el

rendimiento segdin el ejemplo de realizacidén 1 fue de 2,3

mg/g..
Ejemplo 3

50 g de masa de gérmenes se tratdé tal como en el ejemplo 1,
pero en lugar de 0,5 % de desoxicolato de sodio se empled
una solueién con 2,0 % de desoxicolato de éodio. El rendi-
miento fue de 2,2 mg/g de masa celular, mientras que el

rendimiento segin el ejemplo de realizacién 1 fue de 2,3

mg/g.
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Ejemplo 4 ‘ )

50'g de masa de gérmenes se traté tal como en el ejemplo 1,
pero en luger de 0,5 % de desoxicolato de sodio en Tris~
~HCl 0,01 I EﬁTA 0,001 M, se empleé 0,5 % de desoxicolato

de sedio en a) tempén de fosfato 0,1 1, 9l 7,8, b) tampén
Hepes (0,1 M, pH 7,8) 6 ¢) tampén de carbonato de.sodi§50{1
X, pH 8,5, Los rendimientos vérian entre 1,8 mg/e ¥ 2,5~§mg/

&

Ejemplo 5 ety
Conforme gl ejemplo 1 se realizd la extraccidn con otrod-

detergentes., Ia siguiente tabla muesira los rendimientoss

Deter-- Concen~ . Rendi- (mg/a peso en humedo) |
gente tracién - miento T
Urea _ 4 1 1,2 g
Emglphogén . -

1 i 1% 1,3

(GAR Coxrp,)

Tween 20 1% 246

Triton x 100 1% 2,7
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RETVINDICACIONES

Log puntos de invencién propia y mieva, que séfb}g
sentan para'que sean objeto de esta solicitud de.Patenté7éb
Invencién en Espafia, por VEINIE afios, son los que se reéégen
en lag reivindicacioneé siguientes:

12, Procedimiento mejorado para la preparacién-de
proteinas de membranas a partir de Neisseria meningitidis,
caracterizado ﬁorque se deja feposar con la solucién acuo-
as de un detergente en una concentracién de 0, 1 hasta 2% 
en peso/volumen durante 15 mimtos hasta 24 horas, eventual
mente con movimiento, se separa el extracto respecto del rg
giduo de bacterias y eventualmente se purifica adicional-v
mente, ‘

28, Procedimiento segin la reivindicacién 18, cg
racterizado pofque como Neisseria meningitidis se emplea
una cepa del grupo B,

38, Procedimiento segin la reivindicacién 12, cg
racterizado porque como detergente se emplea.deéoxicolato.

48, "PROCEDIMIENTO MEJORADO PARA LA PREPARACION
DE PROTEINAS DE MEMBRANAS',

Pal y como se ha descrito en la Memoria que ante
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cede y para los fines que se han especificado.,

quina por una sola cara, -

Madrid, 06.NOV1979

\

P.A,

Fernandp de Elzabury
’ i Por Pode

Hojn ntm, ]

Esta Nemoria consta de once hojas eseritas g mi~
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