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PATENTE DE INVENCION

por VEINIE afios

policitada en Espafla a favor de PIERRE FABRE SeA., _iq nacio-
nelidad francesa, domiciliada en 125, rue de la Fa;i:{s;nderie,
75 Paris 16, Francia, por "Procedimiento de prepe.ré.qi&z de
proteoglicanos membranariocs bagterianos purificaéés"!; con
prioridad de la solicitud francesa T8 35 643 de fecha 19 di
ciembre 1978.'---------’_4---------M-t-----

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a unos proteogli
canos membranarios bacterianos purificados y destoxificados
¥y, en su aspecto reivindicado, se refiere, en particular a
un procedimiento para su preparacién como adyivante de inmu

nidad en 188 VACUNAH. = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

Es preciso recordar que las vacinas estdn, en ge-

neral, constituidas por uno o va;-ioé elementos inmunégenos,
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es decir susceptibles de hacer aparecer una reaccién inmuni-

tari&' "R GRS OG> W Wk B Wn AP W W W A W A W > - W Ep e o e > =

En ciertos casos, ;in embargo, los elementos inmu-
négenos son incapaces de deaarrollar solos su poder inmunogé
nico. o bien 1o desarrollan solamente en un grado extremada-
mente débil, es preciso entonces recurrir a producﬁos denomi

nadoe Wadyuvantes de inmunidad®, « = = = = @« - - - - - -

"Los adyuvantes de inmunidad son oléaicamante unos
productos que tienen una actividad inmunoestimulante sin ser
inmunégenos por sf{ mismos; se puede citar por eJempla el ad-
yuvante de Freund incompleto (IFA) que estd compuééfb por
85¢ de parafina y de 15%¢ de naftaleno., = = = - = =o% = = =

La presente invencién se refiere por tanto a unos
adyuvantes de inmunidad dtiles en las vacunas y, més particu
lermente, en las vacunas llamadas ribosomsles o a base de
ARN. Este tipo de vaocunas ribosomales ha sido descrito en

partiocular en la patente francesa no. 73 43957, = = = = = =

Se trata de vaocunas que contienen a tftulo de com-
puesto inmunégeno, o bien unos ribosomas bacterianos, o bien
unog ARN bacterisnos que provienen de las bacterias patége-
nas contra las cuales se desea obténer inmunidad. Sin embar-
g0, como estd descrito en la patente precedents, estos com-

puestos inmunégenos no pueden actuar completamente més que en
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Presencia.de adyuvantes de inmunidad constituldos por los

proteoglicanos membranarios>extraidos de membranas de bacte

rias. “- 4 6B 4N 60 MDD WD W% WO WS SN WS VP WP P Gp s Wr Az G W eE We W o

Sin embargo, los procedimientos conoci@ogigctual-
mente para la preparacién de estos proteoglicanos no permi-
ten una purificacién y uns destoxificacién comple?ﬁh de es-

tos proteoglicenos, 10 que puede conducir en ciertos casos a

reacciones vacunsles 0 & reacciones pirogénicas qﬁé:es inte=-

resante poder evitar. - - = = - -———— - - -

En particular, la presente invencién se refiere a
un procedimiento que permite purificar los proteoglicanos a
fin de obtener unos proteoglicancs membranarios Bécterianos
solubles en agua, lo que constituye una ventaja conesiderable
puesto que los proteoglicenos as{ obtenidos pueden ser este~
rilizados por filtracidén, por tanto sin recurrir gl calor
que podfa desnaturalizar sus propiedades. Es por ello por lo
que, en el marco de la presente invencién, serd preciso en-

tender por proteoglicenos purificados unos proteoglicanos so

1ubleena,gua. - Ww W Gy W WP W me W N M W S e G W W W W B W

Es por ello por lo que la presente invencién se re
fiere a un procedﬁhiento destinado a purificar y a destoxi-
ficar 1os proteoglicanos membranarios bacterianos, unos pro
teoglicanos membranarios purificados y su aplicacién como

adyuvante de inmunidad en las Vacunag. « « = = = = « = « «
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La presente invencién se refiere a un procedimien~
to de preparacién de los proteoglicanos membranarios bacte-
rianos solubles purificados, caracterizado porgue comprende

por lo menos una etaps de tratamiento de los proteoglicenocs

‘brutos en medio acuoso por una base 0 un hipobromito seguida

por la eliminacifn del exceso de reactive y del restduo inso
luble, halléndoese loe proteoglicanos purificados ep‘solucién

acuosa., - de wp dn d AR we ee W e am d--a~. ----------

En un modo de realizacién del procedimi‘e'xlfé segin
la inveneién, los proteoglicanos brutos son tratadoQ*por un
hidréxido alcalino, en particular la sesa, en agia, -=on una
molaridad comprendida entre 0,05 y 2 M, proferen‘bbméﬁte 0y1
M, prosiguiéndose el tratamiento algunas horas, por .ejemplo
24 horas, s temperature ambiente, por ejemplo 2590‘1,5‘_;7 prefe-
rentemente bajo agitacién. Este tratamiento tiene por efecto
hidroligar de forma controlada los proteoglicanos a fin de

extraer de los mismos la fraccién soluble, = = = « = « = =

En este modo de realizacién, e fin de eliminar el ‘
exceso de reactivo, el hidrolizado es neutralizado por un éci
do tal como el Acido clorhidrico, y la sal asi formada es eli
ninada por ejemplo por diflisis contra mgua destilada. Queda
entonces un residuo insoluble que se puede eliminar por preci
pitacién, en partiocular por centrifugacidén, por ejemplo 45
minutos a 30,000 g ¥ 490, = = == = = - 0 = o - .- ~---

El sobrenadante constituye los proteoglicanos solu
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bles purificadose = = = = = = =« = = = & = = = - - - - - -~

En un gegundo modo de reaslizacién del procedimiento
gegin la presente invencién, los proteoglicanos brutos en el
sgus son tratados por un hipobromito alcalino por una dura=-
cidén del orden de algunas decenas de minutos, pref%z%ntemente
& temperatura ambiente y bajo agitaciébn, y deapuééf;f hipobro
mito en excemo puede ser eliminado en particular p&r aiédri-
8is de 24 horas contra sgua corriente y después coxtra agua

destilada. = -~ = = = « = == = = = - r o - . = on o = -

El residuo insoluble puede ser eliminzdo como se

ha indicado precedentementes = = = = = = = = = =« = = = = =

El procedimiento segin la presente invenéién com-
prende ademds, preferentemente, una etapa de elimidacidn de
los 1ipidos A por hidrélisis fcida en medio acuoso, preferen
temente a temperatura comprendida entre 70 y 1002C, en pre-
sencis de aprbximadamente 1% de 4cido acético glacial por
una duracién del orden de 90 minufos y eliminacién del preci

pitado formado., = = = = @ = = = = = = - - - - - - - -

La presente invencién se refiere también, a titulo
de adyuvante de inmunidad en las vacunas, a unos proteoglics
nos membranarios bacterianos solubles en agua, purificados,

carscterizados porque tienen la compOsiciGn siguiente en pe
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Hexosas
Protefnas
ILipidos
Hexosaminas
ARN, menos de
ADN, menos de
LPS, menos de

24-42
31-53
12-18

Entre estos protebglicanos, es preciso c§ﬁgr en

Hexosas
Proteinas
pridoa'
‘Hexosaminas
ARN

ADN

LPS

" particular los proteoglicanos que tienen la oomposicién si-
guiente: = = = = = = - -« =

et

que pueden obtenerse por la realizacién del procedimiento

precedente en el cual se ubtiliza un hidréxido alcalino. - -

Es preciso también mencionar entre los proteogli-

cenos de la invencidén los proteoglicanos que tienen la com-

posicién siguiente: - = - = m = e e e m c - mc - - - - -
Hexosas 29 +5%
Protefnas 8+5%
Lipidos B3
Hexosaminas 4+ 2%
ARN <0,5 %
AT <0,2 %
IPS <0,001%



que pueden obtenerse sn particular por la utiliiacién del

procedimiento precedente en la cual se utiliza un hipobromi-

A fin de caracterizar las diferentes fracciones,

54 se pueden utiligar los métodos analiticos siguientesx - -

Hexosas ¢ Por la reaccién de la antrosa segin SCOTT:(T.A.),
MELVIN (E.H.) 1953, Analyt. Chem. 25, 1956.

Proteinas : por la reaccién del Biuret segin GORNAiL (A.G.),
BARDAXILL (C.A.) DAVID (V.V.), 1949, J. Biol. Chem. 177,751

10 Lipidos : por un método gravimétrico basado en una extraccién
global por disolventes orgénicos.

Hexosaminas por su reaccién con el p. dimetilaminnsbenzalde

hido segin MORGAN (W.T.S.) RONDEL (C.J.M.), 1955r Biochem.
J 61.

ARN : (4cido ribonucléico) : por espectrofotometrfa u.v. di-
15. rectsa a 260 mm y por la reaccién con el orcinol segzdn LUSENA
(c.v.), 1951, Canad. J. Biochem, 29, 107-108.

ADN : (4cido desoxiribonucléico) por la reaccién coloreada
con la difenilemina segin BURTON (K.), 1956, Biochem. J.

62,315..
20. LPS (lipopolisacéridos), por larreaccién coloreada con la
carbocianing degscrita por JANDA (J-), WORK (E‘u)g 19719 FEBS
Letters, vol. 16, no. 4, p. 343-345,
- Agus residual ¢ por la reaccién de Karl FISCHER.
En general, los proteoglicanos membranarios brutos
254 Pueden ser preparados por cualquier procedimiento conocido,

en particular por el procedimiento descrito en la patente men
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cionada o por centrifugacién fraccionada, a partir de una
biomesa bacteriana molida, a fin de sedimentar sucesivamente

los residuos celulares bajo una aceleracién comprendida en-

tre, preferentemente, 7000 y 8000 g durante algunos minutos,

después laé membranas bajo una aceleracidn de 20.000 a 40.000

g dursnte algunas decenas de minutos, y después seﬁaracién
de los proteoglicanos de las membranas por centri“i‘ugacidn

fraccionada en solucién salina Yy en agua, - - = hle= = - =

ik esquems sigmientef da un ejemplo de obtencién de
proteoglicanos purificados a partir de una biomass bacteria-

na.




Representacién esquemétiéé;dé la preparacién de los
proteoglicanos

Biogasa

Molido

Ceﬂ%rifugaci6n 7.500 g = 10 mm
Ceﬂtrifugacidn 30.000 g =45 mn
Nuéia toms Nall 0,15 M
Ceé}rifugaci6n T.500 g - 10 mm
Cegf?ifugacién 30.000 g -45 mn
Nugra toma Hy0

Cegfrifugacidn T7.500 g = 10 mn
Centrifugacién 30.000 g =45 mn
Nu;ia toma Ho0

Cenfrifugacidn 7.500 g = 10 mn

Sobrenadante : proteoglicanos brutos

N
N
Hidrglisis por NaOH 0,1 N Hidﬁglisis por BrONa
Neutfalizacidn Diéljsis
Diélisis Centrifugscién 30.000 g

Genffifugaciéh 30.000 g

Sobrenadante Sobrenadante

Proteoglicanos solubles

¥ _

Hidqglisis por CH,COOH 1%
Centfifugacién 30.000 g
Diél}sis

Esterilizacién

Proteoglicanog purificados destoxificados
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Los proteoglicanos membranarios segin la presente
invencién que mon particularmente interesanies se extraen de
las membranas de las bacterias gram negativas, en particular
de los géneros ﬁlebsiella, Serratia y Escherichia y muy par-
tioularmente det = = = = = = = = = = = « - - e = - - -

Klebsiella pneumonige
Serratia marcescens
Escherichia coli.

La presente invencién se refiere también 2 las va-
cunas que contienen los proteoglicanos membranarios descri-
tos anteriormente y, en particular, las vacunas Quqlcontienen
e t{tulo de fraccién inmunogénica los ribosomas o 1os ARN ex
traidos de bacterias patégenas contra las cuales se desea la

inmunidadn -"’""---"------;-- ————————

Logs ARN y los ribosomas utilizables an,las‘vacunas
segin la invencién pusden preparsrse por prooodimienﬁos cono
cidoe, en particular los procedimientos descritos en las pa-

tentes francesas 73 43957, 75 10252 y 76 24124, = = = = =~ =

En un modo de realizacién de este aspecto de la in
vencién, estd previsto que la relacién en peso entre la frac
cién inmunogénica y los proteoglicanos de la invencién esté

comprendida entre 1,4 Y 1,6 y praferentemente 1,5 - - - - -

Se pueden citar muy particularmente las vacunas

siguientesx‘ -----------------------
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1) Vacunas bronco-ORL

a) Asociacién Ribogomas-proteoglicanos

- ribosomas de Kiebsiella pneumoniase » .

ribosomas
ribosomas

de Streptococcus pneumoniae .
de Streptococcus pyogenes Ayoe

ribosomas de Hemophilus influenzae . . .
Proteoglicance de Klebsiella pneumoniae.

b) Asociacién ARN ribosomal-proteoglicanos

23w

- ARN ribosomal de Klebsiella pneumoniae . uisé,45/ug
~ ARN ribosomal de St?eptococcus pneumoniae.§-2,10/ug
f ARN ribosomal de Streptochccus ppogenes A1212,10/ug
= ARN ribosomal de Hemophilus influenzae .:.'10,35/ug

- Proteoglicanos de Klebsiella pneumoniae.i.'16.50/ug

.2) Vacunas snti-piorréicas

a)

b)

Agsociacidén Ribosomas-proteoglicanos

ribogomas
ribosomas
ribosomas
ribosomas
ribosomag

de Rothiga denfoeariosus... . o
de Actinomyces viscosus. . . .

de Streptococcus mutans. . . . .-

de Streptococcus sgglivarius. .
de Lactobacillus casel « « . .

Proteoglicanos de Klebsiella penumonige.

Asociacidn ARN-ribosomal Proteoglicanos

- ARN ribosomal de Rothia dentocariosus. .
ARN ribosomal de Actinomyces viscosus. .
ARN ribosomal de Streptococcus mutans. . .
ARN ribosomal -de Streptococcus salivarius.
ARN ribosomal de Lactobacillus casei . . .
Proteoglicanos de Klebsiella pneumoniae. . 6,72/ug

1,2 o8
- 12 /ug
0,8 /o8
2,0 /ug
1,2 /ug

9,6 /ug

0.84/ug
s 0,8_4/ug
0,56/ug
1,40/\18
0,84/113
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3) = Vacuna dermatoldgica anti-acnéica
s) Asociacién ribosomas - Proteoglicanos

- ribosomas de Corynebacterium acnes.. . ...
de Corynebacterium parvum « .. ..
de Streptococcus pyogenes . ... ..
de Stephylecoccus epidermidis. ..
Proteoglicanos de Serratia mercescens ....

ribosomas
ribosomas
rivogomas

b) _g_goci_a_.cién ARN ribosomal - Proteoglicanos

- ARK ribosomal de Corynebactertum aomes. . .’
= ARN ribosomal de Corynebacterium parvum . . .
-~ ARN ribosomal de Streptococcus pyogenes . . o
~ ARN ribosomal de Staphylococcus epidermidis

~ Proteoglicanos de Serratia mercescens . . .-

4) Vacuna ginecolégica
a) Asocimcién ribosomas-proteoglicanos

ribogomas
ribosomas
ribosomas
ribosomas
ribosomas

de Escherichle ¢0li + « « « o .;
de Streptococcus faecalis D . «
de Streptococcus He « ¢ o o o o
de Staphylococcus epidermidis .

de Candida albicans . . « . .

Proteoglicenos de Escherichia 00lie « o &

b) Asocimcién ARN ribosomal-Proteoglicsnos
~ ARN ribosomal de Escherichia ooli . . .: .

~ ARN ribosomal de Streptococous faecalis D

= ARN ribosomal de Streptococous H . . . .
= ARN ribosomal de Staphylococcus epidermidis
- ARN ribosomal de Candida salbicans . . . . .
= Proteoglicanos de Escherichia coli . . .

L)

. 2/ug
. z/ug
.2 g
.. 2/\1g
.. 12 g
. 1;4/“@
. 114/“8
s hépg
..8.4/ug
. 2/ug
. 2/ug
. 2/ug
. 2/ug
. z/ug
. 15 Va2
. 1,4/ug
. 1)4/\18
. 1,4/“8
- 14 ug
. 104/13
«10

v5/-15
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5) Vaocuna intestinal, snti-tffics

a) Asociacién Ribosomas-Proteoglicanos

b) Asocimcidn ARN rivosomal ~ Proteoglicanos

« ARN ribosomal de Bacterium coli. . « « + o

ARN ribosomal de Salmonells paratyphi A.
ARN ribosomal de Salmonella paratyphi B. .
ARN ribosomal de Shigella dymenteriae. ...

EJEMPLO

rivosomas de Bacterium coli. ¢« « ¢ + »
ribogomas de Salmonella paratyphi A. .
ribosomas de Salmonella paratyphi B. .
ribosomas de Shigella dysenteriame. . .

ribosomas de Enterocooccum. » « .

Proteoglicanos de Serratia marcescens.

ARN ribosomal de Esterococcuss « « o o « o

Proteoglicanos de Serratia marcescens. . .-.

1

- 13 -

.« 2 /ug
. 2 /ug
. 2 /ug

.« 2 /ug
. 2 /ug
. 15 /ug

. 1!4/‘15
. 114/“8
. 1,§/ug
. 1,4/ug
. 1,4/ug
.10,5/ug

pneumonisg

Preparacién de proteoglicencs membranarios brutos K.

que contiene por litro:

La cepa de K. pneumoniae se cultiva sobre un medio

Extracto de carne
Extracto ds levadura
Sacarosa

Fosfato disédico

58
> g
2 g
2,5 8

Las células son a continuacién separadas del medio

de cultivo por centrifugacién y después son lavadas con ung

solucidén salina (NaCl), secadas y eventualmente conservadas

a _2090-

 Wh wm G Er WP EGR FB W OF W WD W A
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La biomass obtenida por fermentacién es concentrads
y lavada por centrifugscién continua. Fl concentrado bacteria
no as{ obtenido es dispersado en suerc fisiolégico para te~
ner una concentracién final en células secae de 50 g por li-

tro (medida por espectrofotometrfa). = = « = = « = = - =~

La suspensién bacteriasna es someitida a un molido
celular por paso por un homogenizador APV-Manton qﬁ@lin equi
pado éon registfos aspecialgs de desintegracién. D@ranta esta
oper#cién, la temperaturs de la solucién es mantenida por de

bajo de 102C, = = === = = = = = = = = = ——e o=~

Los proteolicanos brutos aislan de este molido ce-
lular por una serie de centrifugaciones diferenciales en las

condiciones siguientes: - - - - - - U ——

- una centrifugacién de 10 minutos a 7:500 g y +
49C permite eliminar las células no molidas y los residuos ce
lulares. Fl sobrenadante es a continuacién sometido a una

centrifugacién de 45 minutos a 30.000 g y + 492C para sedimen

‘tar 18 fraccién membranaria bruta, =« « « = = = - -

- el residuo de 30.000 g es dispersado por medio

.de un homogenizador en un volumen de NaCl 0,15 M en frio y

después sometido al mismo cioclo de centrifugaciones a 7.500

&Y 30.000 g que anteriormente, = = «w v v = v « w = « = « -

- ol resliduo 30.000 g e» tomado de nuevo esta vesr
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en un volumen de egua destilada y dispersado hasta homogenei

dadperfecta’ @ s N W En W W W W D VR A6 WD WS D M W D ar s W e W

- la suspensién en agua destileda es una vez més
sometida a un oiclo de centrifugaciones a 7.500 g y después
de 30.000 g y el residuo es tomado de_nuo?o, ests, Vszen 1/4
del volumen iniciael de agua destilada. La suspena}ﬁgzes cen~

trifugada 10 minutos a 7500 g y el mobrenadante que contiene

loe proteoglicanos brutos es conmervado, « = = = = = = = =

EJEMPLO 2 R

Preparacién de proteoglicanos purificados e .

- Al sobrensadante précgdqnye obtenido en el ejem-
plo 1, que contiene los proteoglicanos brutos, seiaﬁiciona 1
ml de hidréxido de sodio (10 N) para 100 ml de sobre@adante
a fin de obtener wna molaridad final de 0,1 M en NaOH. - - -

MR

- Se deja incubar a 259C durante 24 horas con ung
agitaci6n'moderada a fin de extraer por hidrélisis controla-

da la fraccién soluble de los proteoglicanos., = = = « = =« =

- El hidrolizado es a continuacién neutralizado por

. una solucién (3 N) de 4cido clorhidrico ¥ el cloruro de sodio

formado es eliminado por diflisis contra agua destilada. = -

= El residuo insoluble es eliminedo después de dif
lisis por una centrifugacién de 45 minutos e 30.000 g y 400,

el sobrenadante que contiene los proteoglicanos solubles es
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EJENMPLO
Preparacién de proteoglicanos purificados

- Al aqbrenadante obtenido en el ejemplo 1, gue
oontiene los protsoglicanos brutos, se adicionan 2 ml de hi
pobromito de sodio (10 ml de bromo + 60 ml de hidréxido de

sodio concentrado) para 100 ml de sobrenadante. - -

-~ La suspensién es mantenida durante 30 minutos a

temperaturs smbiente bajo agitacién. = = = = = <="= - - -

- El hipobromito en exceso es entonces eliminado
por una diflisis de 24 horas contra agus corriente.y después
contra agua destilada. = = = = = = = S ——————

- Fl residuo insoluble después de diflicis es eli
minado por centrifugacién a 49C durante 45 minutos a 30.000
g ¥ el sobrenadante que contiene los proteoglicanos solubles

es congervado., = = « = = - - e am oms e e o e
EJFMPLO

Los proteoglicanos preparados en el ejemplo 2 no
estén totalmente destoxificados. Contienen ain pequefias can
tidades de lipopolisacéridos que poseen un efecto hiperter-

‘migzante. Bs por lo que se tratan los proteoglicanos del

'ejemplo 2 de la manera siguiente; = = = = = = = = = = - - -
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- a 100 ml de sobrenadante dializado, que contiene
los proteoglicanos solubles, me adiciona 1 ml de Acido gla~
clal, ¥y despuéi ge lleva durente 90 minutos a una temperatu-

re d6 909C, = = = = = = = = = = I

Esta hidrélisis separa cuantitativamente el 1{pido
A del LPS y el enfriamiento en hielo provoca su precipitacién.

El precipitado de 1{pido A es eliminado por centri
fugecién 20 minutos & 30.000 g y 020, = = = = = == = = = =

El sobrenadante es recogido y después dializado a

24 horas contra sgua destilada para eliminar el 4ecido acéti-

COy = = = = = = = e = === =

¢ -

El dializado es esterilizado por filtracién sobre

w ., a

membranas 0,22/u ¥ el filtrado es conservado congelado a. bien
liofilizado. R

Su composicidn es la siguiente: - = - - - - - - -
Hexosas 37+5%
Proteinas 36,5+ 5%
Lipidos 15+3%
Hexosaminas 5+2%
ARN <0,5 %
ADN €0,2 4%
LPS <0,001%
EJEMPLO 5

Operando como en el ejemplo 4 & partir de los pro-
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teogliocanos purificados del ejemplo 3, se obtienen unos pro-

teoglicenos de la composicidén siguiente; = « = = = = = « -

Hexosas 29+5¢%
Proteinas 48 + 5 %
5. Lipidos 15+3%
Hexosaminas 4+2%
ARN 0,5 %
ADN 0,2 4%
LPS 0,001%
10. v Desde luego, operando de la mismas maneras a partir

.
.....

de Serratia marcescens y de Escherichia coli se obtienen los
proteoglicanos purificados y destoxificados que pueden ser

utilizados en las composiciones descritas snteriormente. - -

Las formilaciones de vacunas segin la invencién pue

15, den ser acondicionadas con los soportes y excipientés conoci
dos en este campo segin su modo de aplicacidn, las: composicig

nes que han sido dadas anteriormente son preferen%gmante for

mas inyectableB8, = = = = = = = - 0 - - - - - - - .- —- .

Las vacunas segin la presente invencién han sido
20. . ensayadas pars su actividad inmundgena y se he constatado
una actividad sensiblemente mejor que la de las vacunas des-
critas en la patente 73 43957 debida al reemplagzado de los
proteoglicanos membranarios por unos proteoglicanos membra-
narios purificados y destoxificados. Pero el aspecto méds ven
25. tajoso de lag vacunas segin la presente invencién es su au-

sencie de efecto pirégenc. = « = = - .- - m - - —-----



5
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Un estudio de efecto pirégeno ha sido realizado de

Se inyecta por via intravenosa une dosis de vacuna
en |1 ml de agua por conejo de 2 a 2,5 kg y se observa la tem
pe:atura rectal pof sonda con termopar, los reaultados'obseg

e a .

Se constata que las vacunas segin la pfeéehte in-

vencién estén exentas de efecto pirfgenc. =- - = = = = = = =
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A los efectos conelgulentes se declaran ds novedad
¥ propiedad pars Espafia, sus territorios y plazss de sobera-

nia, las reivindicaciones que siguen: = = = = « = = = = = =




10,

15,

20.
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REIVINDIGCACIONES

1.~ Procedimiento de preparacién de proteoglicanos
membraﬁarios bacterianos purificados, caracterizado porque
cdmprende por lo menos un; etapa de tratamiento de los pro-
teoglicanos brutos en medio acuoso por una base 0 un hipo-
bromito seguida por la eliminacidn—del excego de reactivo y
del residuo insoluble, halléndose los proteoglicamos purifi-

<

cados en solucién acuosa, = = = = = - e - NS = - .-

2,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado porque la base utilizada es un hidréxido alealino
con una molaridad comprendida entre 0,05 y 2 ¥ y porgue la

duracién del tratamiento es de slgunas horas a una temperatu

ra préxima a la temperaturs ambiente. = = = =« « =« = = = = -~

3.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado porque el hipobromito utilizado es un hipobromito
alcalino y porque la duracién del tratamiento es de algunas

decenas de minutos a la temperatura ambiente, - - = « - = -

4.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindgi
caciones 1 a 3, caracterizado porque el exceso de reactivo
es eliminado por diflisis y el residuo insoluble es eliminado

por centrifugacifn. « - = = - - - e - ---—-——- -

5.= Procedimiento megin oualquiera de las reivindi

caciones 1 a 4, caracterizado porque el procedimiento de pre
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raracién comprende por lo menos una etapa de hidrélisis con
dcido acético en medio acuoso de los proteoglicancs membra-
narios a una temperatura comprendida entre 70 y 100¢C y eli

minacidn de la fraceién insoluble. = = « = « = = = « = = = =

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 5, carac
terizado porque la hidrélisis 4cida es realizada con la ayu-
de de dcido scético glacial al 1% en volumen., =3« = = = =

7.~ Procedimiento gsegin cualquiera de laé reivin-
dicaciones 1 a 6, caracterizado porque los proteoglicanos

ge extraen de bacterias gram negativas. s -

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 7, carac

terizado porque las bacterias gram negativas‘ se eligen de en
tre? = = = = - - e - - - -

W W W ms W Wn an W m em e e g W W W

Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Escherichig coli - - -

9.- "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE PROTEQGLICA-

7 NOS MEMBRANARIOS BACTERIANOS PURIFICADOS".. = = = = - -

Todo ello conforme se describe y reivindica en la

presente memoria que consta de veintitres hojas foliadas g

mecanografisdas por una sola de sus caras.

¥abRID { 9 DIC. 1978
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