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Viene descritto un nuocvo polipeptide contenente

Zuccheri che & stato isclate da un preparatoc di

natura glicolipoproteica cttenuto per elettrodialisi

di una sospensione  1n  acaua di Streptococcus



»

IL MANDATARIO

- 2 - Ing. Martino \SYALVADORI
Jscritte ail’Albo(eon il n, 433

thermephilus. I1 preparate, sottoposto ad una corsa
elettroforetica gsu gel di poliacrilamide al 124 e
successiva colorazione con Coomassie blue e silver
staining, ha evidenziato wuna frazicone can peso
molecolare compreso tra 12 @ 735 Kda. Il composto ha
dimostrato di possedere sorprendentl proprieta
immuromodulanti ed antitumeorali, e pud essere quindi
utilizzato con successo nella terapla e prevenzione
delle malattie tumcoirali della specie pid diversa,
DESCRIZIONE

La presente invenziocne ha per  oggetto un nuevo
polipeptide contenente zuccheri, 11 procedimento per
il sus isolamento da un preparatoc ottenutoe per
elettreodialisi di wuna sospensioneg  1n acqua  di
Streptococcus thermophilus, e 1l sut 1implego 1in
composizioni farmaceutiche che lo contengonoe nella
terapia € prevenzione di malattie tumorali o ad
attivitd immuncmodulante.

Da molti ami si & cercato di individuare sostanze
di origine natuwrale con proprieta  immunomodulanti.
Inoltre 1'uso di preparati batterici utilizzati per
modificare o in qualche modo moadulare la risposta
immunitaria dell'ospite neil coenfronti di antigeni &
ormai entrato nell'use comune sotto forma di

preparati vaccinici e/o adiuvanti.
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Anche ben conosciuta & l'attivitd immunomodulante
posseduta da costituenti della parete batterica o
sostanze liberate da essi. In questo senso &
risultate interessante studiare le proprieta  dei
batteri acido—lattici, le cui attivitad benefiche nel
trattamento dei disturbi dell'spparato digerente e
del tratte intestinale sono note da tempo.

11 primo a riferire su un'attivita ferapeutica dei
prodottl caseari in genere sembra sia stato
all'inizic del secole H.H. Metchnikov. Egli scriveva
che "Lactobacillus bulgaricus esercita la Sud
attivita antiinfettiva nen sclo grazie all'acidoe
lattico, ma anche attraverso una particolare
sostanza prodetta da questo microovganisme”. Gli
studi sulle proprieta e sulla possibilita di isclare
prodotti estremamente attivi dal derivati del latte
51 sono sviluppatl con successi spessc discordl.
Solo agli inizi degli anni ‘80O hanno perd cominciato
ad apparire rescconti approfonditi sul  tentativi
esequiti da vari ricercatori di isclare sostanze ben
definite che potesserc essere utilizzate per la cura
delle malattie tumovrali. Cid e state facilitate ed
adiutato anche dall'enovyme impatto che o yogurt, e i
derivati del latte in genere, hamo avuto sulla

alimentazione base mondiale.
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Cosi A.D. Ayebo et al. descrivono in Dairy Science
b4, 2318-2323, 1981, due metoedi di frazionamento per
separare componenti antitumorali dalles vyogurt. In
tale rapporto si ammette in particolare che
l'attivita antitumorale sembra dovuta ad un
componente (o a componenti) con peso moleccolare
minore o uguale a 14.000, mon legato presumibilmente
ad un composto maggloere, in guanto pud essere
separato per dialisi.

1. Kate et al., Gann 72, IS517-523, 1281, bhamo
descritto l'effette di Lactebaciilus casei sulla
crescita di tumori allegenicl e singenicli nel topo.
Le proprieta antitumen-ali di Lattobacilli e di
prodotti caseari fermentati wmediante Lattobacilli
sono descritte da B.A. Friend et al. A{Journal of
Fooed Frotection, 47, No., @ 717-723, 1984, I1 ruolo
terapeutico giocato da altri lattobacilli, quali ad
esenpio L. acidophilus, L. lactis, B. bifidum e S.
faecium, & stato descritto da C.F. Fernandes et al.
(Fems Microbicleogy Reviews 46, 343-354, 1987, e la
letteratura li citata). L'inibilzione della crescita
di tumocri da parte di prodottil caseari & stata anche
descritta da 8. Tsuru et al. in J. C€lin. Lab.
Impuncl. 23, 177-~183, 1988. Viena in particelare

affermato qui che formaggil e vyogurt esercitano
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effetti benaefiri sulla crescita di tumori murini
trapiantati. Come latteobacilli si menzionane in
particolare Lactibacillus bulgaricus.

Una sostanza antimicrobica ottenuta da Lactobacillus
reuteri & descritta  da T. Talarico et al.
(Antimicyrobial agents and Chemoterapy 33, 6744677,
1989) . Dal EP-228884&4&1 & inocltre noto cttenere
prodotti a base di cellule batteriche con attivita
antitumcrale coltivando un microorganismo del genere
Styreptococcus, EBifidobacterium e Lactebacillus. In
questo brevettoc nen viene in particolare menzionato
5. thermophilus.

11 WO-B&2IBO3RY descrive un vaccino contenente un
antigene e un adiuvante comprendente cellule di
Streptococcus hemolyticus che sonc state tirrattate
con penicillina.

Scopo della presente invenzione era ora quello di
isclare da particolari batteri lattici una sostanza
pura ed unitaria che presentasse elevata attivita
terapeutica e potesse essere utilizzata in preparati
usuall come immunomodulante ed antitumorale. FPoiche
infatti in tutta la letteratura nota sull'argomento
non i fa nessun  accemnno ad un composto hen
definito, s1 wvoleva riuscire a comprendere se gli

effetti terapeutici descritti fossero attribuibili



ad una scstanza uwnica o se  invecs derivassero
piuttosto da una massa cellulsare che agisce come
tale e la cui scemposizione non fosse in alcun modo
possibile.

Fer raggiungere tale scopo, batteri liofilizzati e
ricostituiti al momente con acqua (5. thermophilus)
sone stati centrifugati ottensnde un  surnatante ed
un sedimento. Il surnatante viene scartato e i1l
sedimente sottoposto ad elettirodialisi ottenendo
nucovamente un  surnatante ed un sedimento. QLQuesto
surnatante viene miscelato con proteasi e
dializzate, per cuil si recupera un liquido torbido
che vieng centrifugate fornende wun surnatante ed un

sedimento. Dal surnatante g1 & riusciti ad isclare

una sostanza {denominata 1in seguite per brevita
CDh&D?0) che i & rivelata dotata di gcoccexionali
propriata terapeutiche, in particolars come
immunomoedulante ed  antitumorals. Alle scopo  dil

detarminarne la struttura, 11 campicne liofilizzato,
che si presenta come una polvere di colore marrvone,
& stato spttoposto a gas—cromatografia par
analizzare 11 suo contenuto in zuccheri, ad analisi
per 11 contenuto in  aminoacidi, alla HPLC {(high
pressure liquid chromatography) e ad elettroforesi.

E' stato anche eseguito un riconescimento antigenico
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da parte di anticeorpi policlonali specifici ottenuti
da conigli immunizzati con 8. thermophilus.

Mentre i risultati della gas—cromatografia e
dell'analisi degli aminoacidi SO0 riportati
rispettivamente in Tabella 1 e 2, la HFLE ha
evidenziato la presenza di due picchl principalil a
PRO e £B0O nm tallegato 3) e l'elettroforesi ha
permessce di  individuare la presanza di bande
glicolipoproteiche e con peso melecolare compreso
tra 12 e 75 kda.

Oggetto dell'invenzione & paertanto un nuova
polipeptide contenente zuccheri caratterizzato dal
fattc di s

a) essere una polvere marrgncina  amorfa cohe alla
termogravimetria presenta una graduale perdita di
pesc da 3G°C e successivamente wuna pilda netta  da
193°C a 225°C per poi continuare a degradarsis

b) avere la seguente composizione degli aminocacidi

(% in moli)d:

asparagina 8,911
treonina 3,202
serina 7,287
glutamina 21,040
prolina 10,063

glicina 3,359



alanina
cisteina 1/2
cisteina
valina
metionina selfossido
isoleucina
leucina
tirosina
fenilalanina
lisina
istidina

arginina

c?) avere la seguante analisl

in ruccheri (scluzicone di base

IN + acqua, coclenna GF

fucosio
ribosio
¥ilosio
mannosio
galattosio

glucosio

SFE3301):

contenutao

mg/ml,
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5,189
1,092
0,476
5,357
2,086

4,383

3,510
b,478
1,776
1,938

(pg/mg)

solvente HCI1

d) avere uno spettro di assorbimento infrarosso in

+Br con valori caratteristici a

2961, 2930, 1653, 1540,

570 cm™*t;

3297,

3064 ,

ie43d, &67, 620 e



e} avere uno spettro di assorbimente infrarosso in
Nujol con valori cavatteristici a 338&, 3299, 3064,
2952, 2924, 2834, 1652, 1544, 14460, 13764, 1308 e 721
cm—3
f) avere un peso molecceclare di 12-7% Kdajg
g) presentare i1 seguenti valori alla micreanalisi :
g% 47,71
Hi% 6,96
N% 12,30
Le condizioni per la HFLC che hamie evidenziato il
preparato oggetto della presente invenziong sono
state le seguenti :
Cromotografo : DIONEX BIO LC
Colonna ¢ Ion PAC 5/MN 33 a scambic itonlco
Eluenti : a3) TRIS 20 oM, pH 9,2,3 b TRIZ 20mHM +
NaCl 1M
Gradienti : 100% di al}, O% di b)=——=0% a), 100% b)
in 30 min., isc 100% by, 20 min.
Fressione : BOO psi
Flusse = 1 ml/min
Rivelatore : spettrofotometvo UV canale 1 =,2 220nm;
canale 2 =2 280 nm.
AUFS : O,5-0,1, rispettivamente
Velocitd carta : 0,5 cm/minuto. 11 CDSDR0O (1-10

mcg/ml) & stato iniettato in volume pari a 25 mcl.
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Frima di essere sottoposto a corsa elettroforetica,
il CDSD90 & stato diluite 1:1 in una socluzione
composta da 285 M TRIS-HCl pH 6,8, 10%4 sodio
dodecilsolfato (SD8), S04 glicerolo, S%
mercaptoetanolo, 1 wmg/ml blu di bromeferolo, e
guindi portato alla temperatura di 100°C per -5
minuti. Il gel al 12% di acrilamide-bis~acrilamide
ha la composizione seguente : 1 M TRIS-HUL pH 8,8,
0,89 M TRIS-HC1 pH &,8, 104 8D 1n  acgua, SOX%
aliceroclao, fD% ammonio parsolfato in  acgua,
Ny,N,N',N'~tetrametilendiamina, i mcl per Y4 di gel.
dopo aver caricatoc i pozzetti nel gel, i1l CDSD90C &
stato fatto migrare applicande una corvente di 1 mA
¥ cm® di gel per 60~120 minuti. Il tampone per la
corsa elettroforetica ha un pH di 8,4 e la
composizione seguente : TRIS 48 mM, glicina 39 oM,
8DSs 0,0375% (peso/vel) + B04 mercaptoetanolo, il
tutte portato ad un volume di 1000 ml con acqua. Al
termine della corsa elettroforetica si @ provveduto
alla colorazione con Coomassie blue e Silver
staining, il che ha permessc di individuare le bande
menzrionate con peso molecolare compreseo tra 18 e 73
Kda.

Come menziconato sopra, la fase iniziale della

procedura utilizzata per ottenere il prodotte della
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preserte invenzione consiste nalla separazicone della
componente batterica su batteri liofilizzati e
ricostituiti al momente con acqua. La tecnica usata
& stata l'elettrodialisi, metodica che sfrutta le
caratteristiche fisico—-chimiche delle proteine
(carica elettirica e dimensionil), con conseguente
migrazione in un campo elettrice, ottenendo la loro
purificazione. Durante il procedimento il pH della
miscela e stato costantemente controllato 2
mantenuto sul wvalore di 7 mediante trietilamina
(TEM).

Al termine dell'elettrodialisi (tre giorni) sono

stati ottenuti due campioni che sono stati
centrifugati per venti minutl a &000 vrpm. Il
surnatante ottenuto e stato raccolto e si @&

provveduta all'allontanamento di  eventuali residui
di DNA & RNA mediante 1'aggiunta di proteas:
{(desossiribonucleasi da pancreas bovine, grade 2,

disciclta 1in acqua, RMAs1 in 1mM MglCl2). Il

preparato & stato MESSO in ena membrana
semipermeabile per dialisi che ha consentito
l'ulteriore separazione di molecole di piccole

dimensioni con peso molecolare inferiore a 15000
Daltoan trasportate passivamente durante

l'elettrodialisi. La membrana & stata i1mmersa in S00

TARIO
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ml di PBS + 0,51 MgCl2 per un gicormo. I1 FES & stato
guindi rimosso e sostitulito con acgqua distillata e
mantenuto in dialisi per tre gilormi a 4°C. Il
contenuto della membrana & stato gquindi centrifugato
fornendo un sedimento ed un surnatante; quest'ultimo
raccolto e seccato ha fTornite 11 pelipeptide
dell'invenzione.

Ougetto della presente invenzicone & quindi anche un
procedimento per preparare i1 polipeptide
dell'invenzione, 11 quale & caratterizzate dal fatto
che

a) si centrifugano batteri di S. thermophilus
liofilizzati e ricostituiti al momento con acqua a
dare un surnatante ed un sedimento,

b) il sedimento viene scttoposte ad elettredialisi a
dare un nuove sedimento ed un nuovo surnatante,

c) il surnatante viene miscelate con proteasi e
dializzato, e

d) 11 prodotto della dialisi viene raccolto e
centrifugateo fornendo un surnatante dal quale si
isola 1! prodotto dell'invenzione.

Il riconoscimento antigenicao del polipeptide
dell'invenzione & stato eseguito come segue.

1. Freparaczicone degli anticorpil policlonali.

Sone stati immunizzati 9 ceoenigli iniettando lovo per
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via endovencsa 400 mcg di batteri liofilizzat: (G,
thermophilus) riscspesi in 0,5 ml di FBS e 0,5 ml di
adiuvante completo di Freund a1 giorne O e
successivamente ad intervalli di 2-3 settimane. Gli
animali sono stati sacrificati dopo S0-70 giorni ed
il siero raccolto & stato congelate a —-70°C prima di
essere utilizzato nel test ELISA, Ltantisiero
_ottenuto & stato denominate per brevitd AS-DDPO.

2. Riconoscimento antigenicoe del CDSD90 da parte del

- AS-DD?0 mediante ELIGSA.

Una quantita nota (2 pg/ml} di CDSD90 1in
cloroformio~etanolo 1:9 & stata fatta aderire su  un
supporto di plastica per trenta minuti a temperatura
ambiente e sotte agitaziocone continua (nel caso
specifico i pozzetti delle pilastre per ELISAY. Si1 a
poi proceduto a 3 lavaggl del pozzetti con FEBS. fad
ogni pozzetto & stato aggiunte l'antisiero (100 mcl
in diluizionmi scalari fino a 5 % 10-=). Dopo &0
minutl di  incubazione su agitatore, ai pozzetti
lavati 4 volte con PRS-Tween 20 (Tween 104U in FBS pH
7~7,3) =} stato aggiunte un anticorpo specie-
specifice coniugate con perossidasi (diluizione
finale 1:3000) per 30 minuti a temperatura ambiente
e sotto agitazione continua. §i sonc poi esegulti 4

lavaggi con PBS-Tween 20.

ATARIO

ADORI
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Dopo aver aggiunto 100 meg di substraéo,
responsabile della colorazione in case di  reazione
positiva, Si sone eseguiti 5 lavaggi con FBES ed al
termine della reazione con 40 mcg di acido
solforico. L'intensita del colore, valutata come
densita cttica allo spettrofotometro, &
proporzionale alla quantitda di anticorpi presenti. I
risultati del test ELISA dimostrane che 1l siero deil
conigli immunizzati con 5. thermophilus contiene
anticorpi in grado di rviconoscere 11 CDSDPOG a 0 =
10~®, Il prodotto oggetto dell'invenzione & quindi
un prodetto derivato da §. thermephilus.

FARTE FARMACOLOGICA

1. Tossicita

A topi Balb/C e CY%7BL& del pesco di B0 g si incculano
per via i.p. D—galattosamina/HCL (D—Gal) e poi
Cbshro a diverse concentrazioni. I rvisultati
ottenuti sono riportati in Tabella 5.

2. Pirogenicita

Far valutare 1l'eventuale pirogenicitd dsl composto
in oggetto si sone utilizzati conigli ai guallil per
via endovencsa viens inoculakeo CDSDP0 alle dosi  di
10 e 100 ug/kg. La miswrazicne della temperatura
corporea degli animalil effettuata 11l gliornc

successivio ha dimostrato che i1 prodotte non e
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pirogenico {(vedere Tabella &).

3. Colture linfocitarie murine

L'effetta del CDSD?D. sulla proliferazione dei
linfociti & stato valutato utilizrzande milze
prelevate da topi CHs/nunu, CHa/HeN, CHp/HeJ e
Halb/C. I linfociti ottenuti (4 x 10®=/ml) sono stati
posti i1n coltura in microplastre a 946 pozzetti in
presenza o menc di CDSD90 per 48 core, a 37°C e in
un'atmosfera con 1'8% di Cle. Trascorse questo tempo
le cellule sono state marcate con timidina triziata
(1 pCi) e deopo ulteriori 12 ore di  incubazione, le
cellule sone state raccolte e 1'incorporazione di
timidina & stata letta con un Beta-Counter (Tabella
7).

Il CDSD90 stimola la proliferazione linfocitaria nei
toupi Balb/C. Nei topi  CHz/mwinu che sono privi di
linfociti T, l'aumentata proliferazione linfocitaria
in presenza di CDSD?0 festimonia uwuna stimolazione
blastogenica a carico det B Jinfociti. La
proliferazione linfocitaria osservata ne topi
CHa/HeN (LFE sensibili) ed in gquelll CHa/HeJ (LFS
resistenti’ conferma che i1 CDSD90 & attive in
sistemi LPS sensibili e LIPS resistenti.

4. Froduzione di TNF. da parte dei macrofagi murini.

I macrofagi soro stati prelevati dal midollo osseo
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di topi CHa/HeJ (LFS resistenti) e CHa/HeN (LFS
sensibili?. Le cellule sone state contate, sospese
alla concentrazione di 5 x1i0%/ml  in  terreno di
Fluznik all'internc di buste di teflen e messe ad
incubare per 10 giovni in un ambiente con 1'8% di
CDe ed alla temperatwa di 37°C. Fassato gquesto
periodo i macrofagi sonc stati centrifugati, lavati
con EiM (Eagle's Medium? e portati alla
concentrazione di 2 x 107/ml in EM addizionato con
sierp di vitello fetale (FCS) al S%. 1 macrofagi
sono stati quindi seminati in pozzetti da 1 ml (0,5
ml) econ 1l'aggiunta di CDSD90 in diluizioni scalari.
Il tutto & stato messo nuovamente ad incubare per 3
ore alle condizioni descritte sopra. Al termine
dell'incubazione il gurmratante {denominato
McsurCDED) & stato raceolto, centrifugato e
congelatoc a ~70°C prima di esere saggiato sulla
linea cellulare tumorale L9929 sensibile al TNF.

Le cellule L9229 alla concentraziorne di 4 x 10%/ml
(terrenc : RPMI 1640 + 10% FCS + 2 @M glutamina +
100 U/ml penicillina + 100 pg/ml streptomicina) sonco
state seminate in micropiastire a 96 pozzetti nella
misura di 100 pl/pozsetto. Le plastre sono state
incubate per 3 cre in un'atmosfera con il 5S4 di Cle

ed a 37°C. Al termine di questo periodo di tempo &

MARD TARIO
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(scritto all'Albo con it n. 433



- 17 - IL MANBKTARIO

ing. Marti ALVADOR!
Iscritto ali"Albo cen Il . 438

stata aggiunta actinomicina-D (1 pg/ml) + S0 mcl di
surrnatante (McsurCDSD)  a diluizienl scalari. Le
piastre sono state quindi incubate per 20 ore a 37°C
in untatmosfera con 1l 5% di CO=. Dopo tre lavaggi
con soluziorne di Hank si sono  aggiunti 50 1 di
cristalvioletto (0,34 in metanolo e acqua 1:4 v/v)
per 15 minuti a temperatura ambiente, facendo
saquire da 100 1 di una soluzione composta da
KHgFO., 0,1 M ed etanclo (1:1 v/v). La densita ottica
& stata miswrata con uno spettrofotometro a 570 nm.
11 CDSDR0O induce una produzioneg di TNF da parte dei
macrofagi ottenuti da topl CHa/HeN e da quelli
CHa/HeJ. 11 CDSD?0 & guindi attive su sistemi LFPS
gensibili e LFS resistenti. [ueste test esclude
anche la possibilitd che l'attivitd del CDSEDF0O gia
attribuibile ad endotossine o sostanze endotossino-—
%imill che non agiscono in topl CHs/HeJ (Tabella 8).
5. Attivita antitumorale in vivo del CDSDIFC

Cellule EL4 (linea cellulare del linforsarcoma
murino) -1l yla] state iniettate per via
intraperitoneale in topl del ceppoe CLH7BLE con &6-B
settimane di wvita. Dope circa una settimarna si &
procedute al lavaggio peritoneale secorndo le
metodiche usuali.

Una volta ottenute le cellule, esse vengono lavate e



portate alla concentrazione di 2 x 10%/5 ml 1in FES.
Le cellule alla concentraziones di 2 x  10=/0,05 ml
vengono 1inoculate per via sott?cutanea a topi del
ceppo CS7BLS che in circa & gilornil hanne sviluppato
il tumore. I topi sono stati suddivisi in 7 gruppil
di 4 topi ciascuno (& pia il controllo) ed & stata
loro inoculata la seostanza per via endovenosa a
diverse concentrazioni (Tabella @@}. I risultati
ottenuti dimostrano che CDSDPO  induce un effetto
necrotizzante & livello dell'area tumorale.

6. Colture linfocitarie umane

Linfociti da sangue intero eparinato vengonro
separati su Lymphoprep. il fondello vierne portate
poi alla concentrazicne di 2« 10®/ml  in  terrenc
RFMI 1640 + 10W FC8 + 2 mM Gln + 10 pg/ml di
gentamicina. La sospensiong cellulare viene posta in
coltura {(micropliastre a 94 pozzetti, 100
pl/pozzetta) in presenza di CDED%0 a diluizioni
scalari, con o senza l'aggiunta di mitogenc (FHA).
lLa coltura viene mantenuta per 48 ore a 37°C al S%U
di £0s. Trascorsc questo tempo le cellule wvengono
raccolte, lavate in RPMI 1640 per 5 minuti a 200 g &
risospese in FBS. Una wvolta riscspese le cellule
vengono messe ad  incubare per 15 minuti con

anticorpi monoclenalil antiricettovre per 1'ILZ,
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antitransferrina ed anti-frammente Fc delle IgG,
lavate una volta e riscspese in formaldeide allo
0,9%. La sintesi del DNA viene valutata contando il
numere di  cellule in fase S. Le cellule vengono
guindi lette al citofluorimetro (Tabella 10). Il
CDSD?0 modula 1l'espressione del receattori per 1'IL2
e per 11 frammento Fc delle IgG, ma non di quelli
per la transfervrina. La percentuale di cellule in
fase § viene modificata alla concentrazionas di ‘0,1
rg/ml di CDSDR0.
7. Produzions di TNF. da parte dei macrofagi umani
Cellule mononucleats umane vengono paste ad incubare
per 24 ove in pregenza o menc di LFS o di CDSDYU a
diverse concentrazioni. I surnatantl vengono poi
raccelti e la quantitd di TNF alfa prodotti viene
misurata con un metode immuneenzimatice a sandwich
in fase solida (Taballa 11). I risultati dimostranc
che il CRSD0 induce la produzione di TNF alfa da
parte delle cellule mononucleate umane.
8. Limiting dilution
Linfociti regpeonder vengono messi in coltura per B8
gierni in pezzetti per microtitolazicone a fondo
piatto, ad un gradiente di concentrazioni che
variane da 12.000 cellule a 150 cellule per pozzetto

(0,2 ml di RPMI + 104 FCS), in presenza di 350.000
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cellule linfoidi autologhe irradiate (4000 rads). 1
pozzetti contenenti soltanto cellule irradiate
vengone usati come controllo. Per tutto il periodo
della coltura ad cgni pozzette =i aggiunge CDSDSO
(0,1 pg/ml). Fer quantificare la produzione di Ig si
utilizza 1l metode ELISA. I valori della densita
pttica vengono valutati mediante N Multishkan
Titertek. I surnatanti vengono considerati positivi
per la sintensi di Ig gquando i valori della densita
ottica sono pia elevati della media +2 della D.5..
La frequenza di Ig secernenti precursorl cellulari
vierne calcolata in base al numero del pozzetti
negativi a differenti concentrazioni cellullari
testate e schematlizzate in modo semilogaritmico.
L'aggiunta di CDSDFO incrementa la frequenza dei
precursorl delle cellule Ig secernenti nel sangue
periferico. Questi risultati preliminari
suggeriscono che il CDSDR0 facilita la
differenziazion=s delle cellule B (Tabella 12).

7. CDSDP0 e monociti umani

Il CDSD90 viene incubato per 30 minuti a diverse
concantrazioni a 4°C ed a temperatura ambiente con
monociti umani (1 x 16 cellule/ml). Le cellule
vengene pei lavate ed analizzate al citofluorimetro

er 1'espressione deglili antigeni di superficie
(3] g g P
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riconosciuti dagli anticeorpi monoccleonali LeuM3 e CRS
(Tabella 13). I risultati dimostrano che i1 CDSD?0
modula 1'espressione degli antigeni di membrana, del
Forward e del Side Scatter deil monociti, fenoméno
splitamente associato anche a modificazionl della
funzicnalitd cellulare (ad esempio la fagocitesi e
la produzicne di moncocchined.

10, CDSDF) & polimorfonuclesati umani

I1 CDhSD90 wviene incubatea per 30 minuti a diverse
concentrazioni a 4°C ed a temperatura ambilente caon
polimorfonucleati wumani {1 x 10® cellule/ml). Le
cellule vengone gquindi  lavate ed analiczzate al
citofluorimetira per 1l'espressione deglil antigeni di
superficie riconosciuti dagli anticerpi mornoclonalil
CD1& e CR3 (Tabella 14). I risultati dimostrano che
il CDSD90D modula 1'espressione degli antigeni di
membrana dei PFMN, fenomeno sclitamente asscciato
anche a medificazioni della funzionalitd cellulare
(ad esempio killing e fagocitosi)d.

i1, Effetti antiproliferativi del CDSD?0

I1 CDSDP0 a diverse concentrazioni viene incubato
con cellule provenienti da 4 linmge tumorall umane (2
dell'ovain, QOVCA 433 e OVRE 1000, e 2 della
mammella, MDA e MCF—-7). e conte cellulari

effettuate dopo & giorni dimastrano che 11 CDSDR0 ha

ATARIO
LVADORY
con il n, 438
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antiproliferativa nei riguardi delle

rellule menzionate (Tabella 1353,

Ltinvenzione ha anche per oggette 1'impiego del
composto dell'invenzione per regolare 1l sistema
immunitarioc o nel trattamento dei tumori.
L'invenzione ha infine per oggettc composiziond
farmaceutiche ad attivita immunomodulanti [=Ta
antitumorale - che contengono 1l composto
dell'invenzione. Tale impiege pue avvenirs mediante
usualil vie di somminlistrazione, quale
parenterale, orale, rettale, attraverso la pelle

della mucosa e cosi via.

di somministrazione parenterale il

dipendente dal tipo della malattia, & di

0,01-500 mg/m® di superficie corporea’dose. In casi
gravi esso pud essere anche aumentatoe, in quanto

non si sono rilevate proprietd teossiche. In
particolarmente gravi si raccomanda una
somministrazione ripetuta alla gettimana per un

periodo di pia settimane. causa dei particolari

riassorbimentce ' casc di applicazione

=51 devono utilizzare dosaggi

corrispondentemente elevati.
Fer l'applicazione sottocutanea, endevenosa, nasale,

intravescigcale, intrapleurica, il composto
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dell'invenzione viene portato in soluzions,
sospensione o emulsione se lo si1 desidera con
sostanze usuwali allo scopo, quall solubilizzanti,
enulsionant: ¢ altri adiuvanti. Comse solventi per i1
nuevo composto attive si possono prendere ad esemplo
in considerazione : acqua, soluzioni saline
fisiologiche o alcoli, ad esemplo etanolo,
propandioloc o glicerina, incltre anche soluzioni
zuccherine come le soluzionl dil glucesio, mannite
oppure anche una miscela di sclventi diversi.
L'applicazione parenterale pus avvenire ad esempio
anche con dispositivi di dosaggio esterni o
trapiantati, come ad esempic pompe automatiche o
sttto forma di un'infusione continua.

Il coempesto dell'invenziones pué  essere  anche
somministrate sotto forma di un farmaco a rilaifio
ritardate. Nel caso di soluzioni iniettabili:;na

i

simile attivitd ritardata pud essere ad esempic
ottenuta mediante soluzione o sospensione  del
madicaments  in un veicolo oleoso, aggiunta di
macromolecocle aumantanti la viscosita che ritavdano
la diffusione del medicamento disciolto,
assorbimento del farmace su  adatte meolecole di

supperte, ad esempic idressido di  alluminio, o

impiegando sospensiont cristalline.
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Fer una forma di impiego orale 11 composta attive
viene mescolatoc con additivi usuall per guesto
SCOPO, come veicoli, stablilizzanti o diluenti
inerti, e viene portato mediante metedl wsuali  in
forme di somministrazione adatte, come compresse,
pillole, capsule, sospensioni alcoliche o oleose o
soluzioni acquose, alcoliche o oleose. Come veicoli
¢ diluenti i1nerti si peossonce ad esemplo utilizzare :
gomma arabica, magnesio carbonate, potassio fosfato,
lattosio, glucosio o amidi, in particeolare amideo di
mals, lattosio, destrosio, saccaroesio, mannite,
sorbite, cellulosa, silice, talcow, acido stearico e
i suoi sali quali stearate di calcico & magnesio,
pelietilenglicole, polivinilpirelidons, agav, acido
alginico e «¢osi via. La preparazione pud quindi
avvenire come granulato secco o umido. Come veicoli
o solventi oleosi a1 POSSOnG prendere in
considerazione ad esempic gli o©li vegetali a
animali, quali eolic di girasoli ¢ olic di fegate di
merluzzo.

Una soluzione acguosa sterile del composto
dell'invenzione puéd contenere sostanze per avere
isotonicita, ad esempic circa lo 0,9% di cloruro
sodico o 1'1,7% di glicerina, ed eventualmente anche

conservanti guali 1l'acido idrossibenzoico o feneolo.

ATARIO
ALVADORI
0 con [l n, 438
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Il saguante gsemplo sarve ad illustrare pilu
dettagliatamente la presente invenzione.

ESEMFIO

Il prodetto ocggette dell’invenzione viene ottenuto
centrifugandeo inizialmente batteri (8. thermophilus)
liofilizzati e ricostituiti al momento con acqua. La
centrifugazione avviene a 1000-2000 g per 20 minuti
g fornisce un surnatante ed un sedimento. I1
surnatante. viene scartatoc, e 11 sedimento viene
raccolto e scottoposto ad elettrodialisi per 72-96
ore (110V 30 mA, O=-15°C) . Mella camera per
l'elettrodialisi 11 pH della miscela va contreollato
@ mantenuto costante sul valore di 7 mediante
aggiunta di trietilamina (TEM) . Terminata
l'elettrodialisi, i1 contenuto della camera
dell 'appargcchic da elettriocdialisi viene raccolto e
centrifugato per 20 minuti a 1000-2000 giri, con
separazione 1n un swnatante ed un sedimento. Il
surnatante, miscelato con proteast (DMAsi da
pancreas bovinge disciclta in acqua, 1 mg per 10 ml
di surnatante, e RMAsi disciolta in acqua, 1 mg/ml
di surnatante, con aggiunta di 1 aM MgLl2) viene
poste in un  tubo da dialisi (permeabilita della
membrana infericre a 14—15 kKda).

Il tubo da dialisi vierne poi immerseo in scluzione

on il n, 438
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salina tamponata con fosfati (FBS) addizionata .con
MgCl2 1 M per 20-40 ore. Dopo sostituzione del FEBES
con acqua distillata, la dialisi viene proseguita a
4°C per 72-96 ore. I1 contenuto del tubo viene
racecoelto e centrifugatso per 20 minuti a 1000-2000 g
con separazione in un sedimento ed un surnatante.
Guest'ultimo viene raccolteo & portato a secchezza,
fornende wha polvere di colore marvencing che viene
spttoposta ad un esame termogravimetrice e alla
calorimetria a scansione differenziale (DSCY. 11
prodotto presenta cesi alla termogravimetria una
graduale perdita di peso da 30°C e successivamente
una pid netta da 193°C a 225°C per pol continuare a
degradarsi. DPal grafico DSC si1  osserva un picco
endotermp di evaporazione dell'acqua da 30°C a
120, 2 sucgessivamente un picce esotermo  di
decomposizione da circa 190°C a circa 230°C.

L'analisi elementare ha fornito i valori sequenti

(%3,
C 47,71
H b,94
N 12,30
RIVENDICECAZIAONTI
1) Polipeptide contenente zuccheri ad attivita

immunomodulante ed antitumeorale, caratterizzato dal

ARIO
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endotermp di evaporazione dell'acqua da 30°C a
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C 47,71
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ARIO



fatto di :
a) essere una polvere marroncina amorfa
termogravimetria presenta una graduale

pesoc da 30°C e successivamente una piua

i M
ing. M
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che alla
perdita di

netta da

193°C a 2B83°C per poi continuare a degradarsi;

b) avere la seguente compusizione degli
(% in moli):
asparagina

treonina

serina

glutamina

prolina

glicina

alanina

cisteina 1/2
cisteina

valina

metionina scolfossido
isoleucina

leucina

tirosina
fenilalanina

lisina

istidina

arginina

aminoacidi

8,51I1
5,202
7,287
21,040

10,063

2,026
4,383
8,941
3,375
3,510
&,478
1,776

1,938

DATARIO
SALVADOR]
bo con il n, 438

3



~- 28 - I MANDAJARBIO
ing. Marting S ORl
) ) Iscritto all'Albo I} n. 438

c) avere la seguente analisi del contenuto (pg/mg)
in zuccheri (sclurione di base 5 mg/ml, sclvente HC1

1N + acgqua, colonna GF 3% SFE2330):

fuccsio 4,35
ribosio 6,0
xilosio 43,0
mannosio e,
galattousioc 11,2
glucosiao 8,3

d) avere uno spettro di assgrbimento infrarosso in
KB con valori caratteristici a 3297, 3104, 3064,
2961, 29306, 14653, 154G, 1448, 1398, 1243, 647, 420 e
S70 em—3g

2) avere uno spettro di assorbimento infrarosso in
Nujol ¢con valori caratteristrici a 3386, 3297, 3064,
2952, 2924, 28BS4, 1652, 1544, 1460, 1376, 1308 e 721
cm—?

f) avere un peso molecoclare di 12-73 Kdaj

g) presentare 1 seguenti valori alla micvroanalisi :

Ccx 47,71

HY% b,96

N4 12,30
2) Frocedimento per la preparazione di un
polipeptide saecondo la rivendicazione 1,

caratterizzateo dal fatte che si sottopengono a



centrifugazione batteri licofilizzati e ricostituiti
al momento con acqua di 5. thermophilus, il
surnatante cttenuto viene sottoposto ad
elettredialisi fornendo un nuove suwnatante che
viene miscelato con proteasi e dializzato, per cul
si ricupera un liquido che viene centrifugatoc a dare
un surnatante che per essiccamento fornisce i1
polipeptide dell'invenzione.

3 Frocedimento secondo la rivendicaziecne 2,
caratterizzate dal fatto che l'elettrodialisi
avviene per 78-9246 ore mantenende il pH cestante sul
valore di 7 mediante aggiunta di trietilamina.

4) Procedimente secondo le rivendicazioni 2 e 3,
caratterizzato dal fatto che la proteasi consiste di
DNAsi da pancreas bovino e RNAsi.

S5 Impiego del polipeptide della rivendicazione 1 in
composiziont per la terapia e la prevenzione di
malattie tumorali e come immunomodulanti.

6) Composizione ad attivita immunomodulante e/c
antitumorale, caratterizzata dal fatte che essa
contiene il polipeptide deil'invenzione quale

principios attivo assieme ad usuali adiuvanti o

diluenti farmacologicamente inerti.

p.i.dei 8igg. Renata Maria Anna CAVALIERE ved.VESELY

Elaudioc DE SIMONE i

Ing. artino SALVADOR!
lacrittol al’Atha ren il - 2728
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