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Opfindelsen angdr en fremgangsmide til fremstilling
af hidtil ukendte polysaccharider som angivet i krav 1l's ind-
ledning.

Polysaccharider extraheret fra visse stammer af Haemo-
philus influenzae er beskrevet i litteraturen.

S8ledes beskriver en artikel fra 1971 i Journal of
Immunology (bd. 107, nr. 4, oktober 1971, side 1071-1080)
fremstillingen af sddanne polysaccharider ud fra bakterielle
kapsler af en stamme af Haemophilus influenzae af serotype b.
Ifplge denne offentliggerelse skal steorstedelen af de virkning-
er, som fordrsages af Haemophilus influenzae, sdvel hos voksne
som hos bgrn, og navnlig i tilfelde af meningitis skyldes til-
stedeverelsen af et toxin af polysaccharidkarakter, som er til
stede i kapslerne af Haemophilus influenzae af serotype b.

Genstanden for denne offentliggerelse er sdledes at
fremstille en kapsulmr ekstrakt og derefter fra denne ekstrakt
at eliminere endotoxinet og de pyrogene stoffer ved deproteine-
ring med henblik p& at finde et middel til de feornzvnte reak-
tioner.

Til udferelse af en sddan fremstilling ssger forfat-
terne overvejende at fremstille den kapsulzre form af Haemo-
philus influenzae for deraf at isolere det sggte produkt. Ske-
matisk gér de frem ved formaldehydbehandling efterfulgt af en
feldning med ethanol og derefter en sgjleeluering.

Ifelge angivelserne i den nzvnte artikel udgeres det
opndede polysaccharid af et polyribosephosphat med glycosid-
bindinger mellem Cl— 0g Ch—atomerne i furanosidformen af D-
ribose.

Ifelge denne artikel har det opndede polysaccharid
mistet sine toksiske egenskaber, medens det har bevaret sine
specifikke antigene og immuniserende egenskaber over for Haemo-
philus influenzae.

Det har nu vist sig, at man ikke mere ud fra kapsler af
Haemophilus influenzae, men ud fra cellerne selv kan isolere
et detoxificeret toxin af polysaccharidkarakter, som frembyder
antigene og immunostimulerende egenskaber samt en god tolerance,
og som kan benyttes i behandlingen eller forebyggelsen af lidel-
ser fremkaldt af Haemophilus influenzae samt i behandlingen af
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forskellige dndedrmtslidelser eller bronchitis. Disse hidtil
ukendte polysaccharider har en tilsyneladende molekylvagt
over 200.000 og er i hovedsagen opbygget af gallactose, glu-
cose og mannose.

Fremgangsmdden ifelge opfindelsen er ejendommelig ved
det i krav 1's kendetegnende del anferte.

Den tilsyneladende molekylvegt er molekylvegten bestemt
ved hjxlp af en porgs gel, som er standardiseret ved hjelp af
kendte makromolekylzre oplgsninger,

Blandt standardiserede porgse geler, som tillader
molekylsr sortering, kan nzvntes Sephadex (indregistreret vare-
merke) (Sephadex G 200) og agarosegeler (Sepharose 4B, indregi-
streret varemszrke).

Betegnelsen polysaccharider bestdende i hovedsagen af
gallactose, glucose og mannose angiver, at disse polysaccha-
rider indeholder mindst 40-50% af disse hexoser, ismr omkring
44,5% (bestemt efter den korrigerede orcinolmetode).

Polysacchariderne, som fés ved fremgangsmdden ifelge
opfindelsen indeholder desuden en 1lille mzngde hexosaminer, iszr
glucosamin,

Det efter Elson Morgan bestemte indhold af hexosaminer
er for de omhandlede polysaccharider i ngrheden af 2%.

Disse forbindelser indeholder desuden spor af pentoser,
men indeholder ikke hverken heptoser eller uronsyrer.

Disse produkter indeholder heller ikke diaminopimelin-
syre. Fraveret af diaminopimelinsyre i polysacchariderne defi-

neret som ovenfor angiver, at der ikke forekommer nogen foru-
rening med peptidoglycaner fra membranvaggen.

Ved fremgangsméden ifelge opfindelsen anvendes fortrins-
vis stammer af Haemophilus influenzae deponeret i Pasteur-in-
stituttet i Paris under numrene 52.151 og 5481, iszr den stamme,
som er deponeret i Pasteur-instituttet i Paris under nr. 52.151.

Disse stammer tilherer serotype a.

Stammerne af Haemophilus influenzae kan navnlig dyrkes
i omrert veskeformet miljs under aerobe betingelser. De benyt-
tede dyrkningsmiljeer er de sxdvanlige for disse stammer.
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Disse miljeer kan f.eks. omfatte kedekstrakter, caseinpepton,
gerautolysater, sojapapainpepton, sukkerarter, uorganiske
elementer, hemin, coenzym I og destilleret vand.

Man hgster cellerne efter fuldstendig udvikling, dvs.
efter ca. 6 timer, ved en temperatur pa 37°¢.

De mikrobielle celler vaskes derefter.

Ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen udferes ekstrak-
tionen fortringvis ved en temperatur i nerheden af 65°C.

Rensningen af det urene réprodukt bestér fortrinsvis
i at felde nucleinsyrerne med streptomycinsulfat.

Det 1 den overliggende vaske tilstedevzrende strepto-
mycinsulfat kan med fordel elimineres ved dialyse p& en porgs
membran., Den porgse membran kan foreligge i form af en hul
fiberpatron sdsom fibrene "Hollow fiber" HlDPlo, som har en
twrskel for tilbageholdelse af stoffer, hvis molekylvagt er
over 10.000.

Det sdledes rensede produkt kan med fordel lyofiliseres.

Den forsigtige hydrolyse af det rensede produkt udferes
fortrinsvis i varmen i et vandigt-organisk oplesningsmiddel i
nerverelse af en ionbytterharpiks.

Den forsigtige hydrolyse af det rensede produkt kon-
trolleres ved Schwartzman's reaktion (p&visning hos kaniner
af en lokal ikke-specifik hypersensibilitet, som ytrer sig ved
en ®ndring af endothelium af de kutane kar og en leucocytar
infiltration af vmggen af de sm& kar).

Den forsigtige hydrolyse af det rensede produkt ud-
fores med fordel ved tilbagesvalingstemperatur i en blanding
af vand og chloroform i nzrverelse af en ionbytterharpiks som
f.eks. Dowex (indregistreret varemzrke) 50 W x 8, 200-400 mesh
H" nr. 41631.

Den forsigtige hydrolyse standses, ndr Schwartzman's
reaktion bliver negativ., Under forsggets betingelser bliver
denne reaktion negativ efter ca. 15 timers forleb. Det opndede
produkt kan derpd med fordel lyofiliseres.

De ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen fremstillede
produkter har meget interessante farmakologiske egenskaber.

De har navnlig bemzrkelsesvardige antigene og immunostimulerende
egenskaber. De har desuden en meget god tolerance.
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Disse egenskaber er illustreret nedenfor i den eksperi-
mentelle del.

Disse egenskaber retferdigger anvendelsen af de ved
fremgangsmdden ifelge opfindelsen fremstillede polysaccharider
som medikamenter.

Disse medikamenter finder f.eks. anvendelse i behand-
lingen eller forebyggelsen af sygdomme fremkaldt af Haemophilus
influenzée og i behandlingen og forebyggelsen af &ndedrmtslid-
elser, bronchitis og kronisk bronchitis.

Den normale dosis, som varierer efter det benyttede
produkt, den behandlede patient og den pdgmldende lidelse,’

kan f.eks. vere fra 1 til 100 mikrogram pr. dag ad perlingual
veJ hos mennesker.

Som medikamenter kan de omhandlede polysaccharider in-
korporeres i farmaceutiske praparater beregnet til indgift ad
fordejelsesvejen eller parenteralt eller lokalt.

De farmaceutiske preparater fremstilles efter gengse
metoder og kan f.eks. vare faste eller flydende og foreligge
i de i den humane medicin gzngs benyttede farmaceutiske former
sdsom f.eks. uoversukrede eller oversukrede tabletter, gela-
tinekapsler, granulater, stikpiller og injektionsprzparater.

De fremstilles efter gzngse metoder., Den eller de aktive be-
standdele kan inkorporeres deri sammen med i disse farmaceu-~
tiske preparater normalt benyttede tilsztningsstoffer sdsom
tatkum, gummi arabicum, lactose, stivelse, magnesiumstearat,
kakaosmzr, vandige eller ikke-vandige barestoffer, fedstdffer
af animalsk eller vegetabilsk oprindelse, paraffinderivater,
glycoler og diverse fugte-, dispergerings- eller emulgerings-
midler samt konserveringsmidler.

Nedenstdende eksempel illustrerer fremgangsmdden ifelge
opfindelsen.

Eksempel
Trin A: Dyrkning

Ved simpel blanding af de forskellige bestanddele frem-

stiller man et nzringsmiljes efter recepten:
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- kodekstrakt 5 g
- natriumchlorid 5 g
- caseinpepton 5 g
- gxrautolysat 5 g
-~ dikaliumphosphat 3,5 g
- monokaliumphosphat 1,5 g
- soJapapainpepton 20 g
~ destilleret vand ad 1000 ml

Man indstiller pH-verdien pd 7,4-7,6 og steriliserer
miljget. Man poder miljget ved hJjelp af en stamme af Haemophi-
lus influenzae (Pasteur-instituttet serotype a nr. 52.151) og
tilsetter 10 g glucose, 1 mg hemin og 1,5 mg coenzym I. Man
holder ved 37°C i varmeskab i 24 timer.

Man indferer det ovenfor opndede podemateriale i 10
liter nzringsmilje med samme sammensetning som angivet ovenfor
og indeholdende de samme tilsmtningsstoffer.

Efter 16 timer ved 37°C fir man en forkultur, som man
benytter til podning af 80 liter af et nmringsmilje med samme
sammensztning som angivet ovenfor, hvorpd man tilsmtter 800 g
glucose, 120 mg hemin og 160 mg coenzym I samt 2,8 liter moder-
oplesning med felgende sammensztning for 10 liter: 1 liter ger-
ekstrakt, 400 g glucose i 1 liter vand, vand ad 10 liter, pH-
verdi indstillet pé& 8.

Man lader fermentere i 6 timer, hvorpd man centrifugerer
kontinuerligt ved 30.000 omdrejninger pr. minut. Man far 130 g
fugtige celler.

Trin B: Ekstraktion af cellerne

Til 100 g fugtige celler opndet ovenfor sztter man 870
ml afmineraliseret vand opvarmet til 68°C og 870 ml 90%'s phe-
nol ligeledes opvarmet til 68°C. Man omrgrer ved 2000 omdrej-
ninger pr. minut og lader blandingen henstd ved 68%C i 30
minutter.

Man opbevarer blandingen 12 timer ved AOC, skiller phenol-
og vandfasen fra hinanden ved kontinuerlig centrifugering (p&
Westfalia-centrifuge) og klarer derpd den vandige fase.

Man foretager en anden ekstraktion af phenolfasen, idet
man tilsmtter det ved ovenstdende centrifugering opndede slam
og afmineraliseret vand til opndelse af samme rumfang som ved
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den forste ekstraktion. Man omrgrer som ovenfor 30 minutter
ved 68°C, lader henst& 12 timer ved 4°C og centrifugerer.

Man f8r de to vandige faser -hidrerende fra ekstrakt-
ionerne og dialyserer dem i 4 dage til eliminering af phenolet.
Efter elimineringen af phenolet forener man de vandige faser,
inddamper dem p& Amicon-membran (membran HlDPlO med en tmrskel
for tilbageholdelse af stoffer, hvis molekylvegt er over
10.000), idet man reducerer rumfanget til 3,5 liter.

Man centrifugerer ved 4°¢ ved 12.000 omdrejninger
pr. minut i 20 minutter, samler den vandige fase og lyofiliserer.

Der fds 6 g af et rdprodukt, som foreligger i form af
et fnugagtigt hvidt pulver.

Trin C: Rensning af riproduktet

, Til 1200 ml af en oplesning indeholdende 5 mg/ml ré-
produkt fremstillet ovenfor sztter man langsomt i lgbet af
ca. 45 minutter og under kraftig omrering 240 ml af en 2,5%'s
oplesning af streptomycinsulfat. Man felder sdledes nuclein-

syrerne.
Man lader henstd 15 minutter og centrifugerer ved

12.000 omdrejninger pr. minut i 20 minutter ved 4°C. Man sam-
ler den vandige fase, eliminerer streptomycinsulfatet fra den
overliggende veske ved dialyse pd porgs membran (Hollow fiber-
patron HlDPlO) med en terskel for tilbageholdelse af stoffer,
hvis molekylvegt er over 10,000,

' Man lyofiliserer derpd det sdledes opndede rensede pro-
dukt og fa&r 1,3 g af det rensede produkt.
Analyse: C% 40,26 H% 6,84 N¥% 6,53

Inghold af:

- proteiner (Lowry's metode) 9,5%
- neutrale hexoser (orcinolmetode) 41 %
- neutrale hexoser (korrigeret orcinolmetode) 35 %
- uronsyrer (xorrigeret carbazol) 6,8%
- hexosaminer (Elson Morgan's metode) 5,6%
- pentoser (Bial's metode) 1 %

Trin D: Hydrolyse
I 650 ml vand oplgser man de 1,3 g ovenfor opndede
renset produkt, omrgrer ved 4°c i 12 timer og centrifugerer

derpd i 20 minutter.
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Man samler den overliggende veske, tilsetter 650 ml
chlorofom og 310 g Dowex~harpiks (50 W X 8 200-400 mesh H™)
frasuget pd Bilichner-tragt.

Man opvarmer blandingen til tilbagesvaling i 15 timer,
hvilket er den fornedne tid til opndelse af, at Schwartzman's
reaktion bliver negativ, eliminerer chloroformet ved inddamp-
ning under vakuum ved 40°¢ og lyofiliserer derpa.

Der fis 0,65 g polysaccharider ekstraheret fra mikro-
bielle enheder af Haemophilus influenzae.

Analyse: C% 40,02 H% 6,53 N% 0,90
Indhold af:

- proteiner ~ (Lowry's metode) 1 % (ca. 1,9%)
- neutrale oser (korrigeret orcinolmetode) 44,5:% (ca.83,4%)
- uronsyrer (korrigeret carbazol) 0 %
- osaminer (Elson Morgan's metode) 2 % (ca. 3,7%)
- pentoser (Bial's metode) 0,8 % (ca. 1,5%)
- heptoser (Dische's metode) 0 %

- undersggelse for diaminopimelinsyre: negativ
~ identifikation af neutrale hexoser (ved chromatografi p& cel-
luloseacetat, silicagel, papir): tilstedevsrelse af gallactose,
glucose, mannose :
- ldentifikation af hexosamin ved elektroforese: tilstedevmrelse
af glucosamin,

De 1 parentes angivne procentvardier er omregnet i for-
hold til en sum p& 100% med et fugtighedsindhold p& ca. 9,3%.

Farmakologisk undersggelse
I. Bestemmelse af antigen aktivitet _

. ‘Den: antigene . aktivitet-af det opndede produkt pavises
over for et .anti-(Haemophilus influehzae type a)-serum.

Denne pévisning udferes gennem i immunologien gengs
benyttede underseogelser, nemlig gennem en "ringtest", gennem
passiv hemagglutination, ved agglutination af kim, ved Ouchter-
lony's teknik og ved tilvejebringelse af feldningskurve.

Ved disse forskellige undersegelser har det fremstillede
produkt givet verdier for passiv hemagglutination indtil 1/128
og 1/256.
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II. Pavisning af immunogen styrke

Kaniner af racen Fauve de Bourgogne deles i 6 hold. Hvert
hold modtager ad interkostal og intravenes vej en dosis af pro-
duktet fra trin D lig med 1, 10 og 100 mug/kg. En serie pd 3
kaniner modtager produktet fra trin D uden hjzlpestof. Den
anden serie immuniseres ved hjzlp af produktet fra trin D
plus komplet Freund's hjzlpestof. En injektion af produktet
foretages hver 30. dag. Der foretages blodudtagning p& tids-
punkterne:

T - t+38 dage 't+47 dage 't+74 dage 't+76 dage
%1105 dage ~%4130 dage.

‘Tilstedeverelsen af specifikke antistoffer detekteres
fra og med den 38. dag og forgges efter gemtagelserne, idet
de efter denne immunisering fundme verdier for hemmaggluti-
nation er 1/128 og 1/256. Serum underseges ved "ringtest™-
teknikken, ved aggluminationstekniklken og ved dem kvantitative
feldnings teknik.

Man noterer ingen forskel mellem dyrene, som er vacci-
neret med produktet fra trin D alene, og dem, der er vaccineret
med produktet fra trin D plus Freumd's hjzlpestef.

III. Opsoniner

Denne teknik har €1l formil ved kalorimetermetoden at
pavise leucocyttermes evne til at phagocytere bakterier.

Man antager ved denne bestemmelse, at 0% opsonigering
er lig med en optisk tethed p& 0,050, og at 100% opsonisering
er lig med en maksimal optisk tzthed péd 0,250.

Efter at have foretaget beregningen, konstaterer man,

-t,101 dage ~

at opsoniseringsprocenten hos dyr, der er immuniseret med pro-
duktet fra trin D, varierer mellem 50 og 70%, idet opsoniserings-—
procenten hos kontroldyrene er O.
IV. Pavisning af baktericid evne af serum

Kaninserum immuniseret med produktet fra trin D bringes
i kontakt med en kultur af Haemophilus influenzae i forskellige
fortyndinger. Efter podning pd et gelosemiljs og dyrkning kon-
staterer man antallet af levende kolonier med folgende kontrol:
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- kanin feor immunisering t = 0
(positiv kontrol = 0% dedelighed for bakterierne)
- serum af kanin vaccineret med kimene af Haemophilus influenzae
(negativ kontrol = 100% dedelighed).
Man kan notere en meget regulzr foregelse af den bakteri-
cide evne som en funktion af tiden.

to = 0% dedelighed af bakterierne
t38 dage = 0%

t47 dage = 0%

t52 dage = 80% dedelighed af bakterierne
74 dage )

£ )

76 dage ) mellem 75 og 80%

t101 dage = 8%%

%130 dage = 100%

Kontrol: anti-H.i.-serum = 100%.

Denne undersegelse viser den specifikke aktivitet af
det ved fremgangsméden ifplge opfindelsen fremstillede produkt.
V. Neutraglisation af den endotoxiniske aktivitet lokalt

Produktet fra trin D indgivet p& kaniner antagoniserer
den lokale aktivitet af Haemophilus influenzae ved at neutrali-
sere aktiviteten af et produkt, som udleser en lokal reaktion

(Schwartzman's reaktion).
VI. Undersggelse af akut toksicitet

Den akutte toksicitet bestemmes p8 et hold pé& 10 mus.
Efter indgift ad intraperitoneal vej er den letale dosis 50,
DLBO’ af produktet fra trin D mellem 65 og 110 mg/kg.
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Patentkrav

1. Fremgangsmdde til fremstilling af polysaccharider med
antigen- og immunostimulerende virkning og med en tilsynelad-
ende molekylvagt over 200.000 og i hovedsagen bestlende af
galactose, glucose og mannose, k ende tegnet ved,
at man pd fast eller i flydende milje dyrker en stamme af
Haemophilus influenzae, serotype a, at man efter komplet ud-

vikling hester bakteriecellerne, at man foretager en ekstrak-
tion af de vaskede bakterieceller med en phenol-vand-blanding
og fra den vandige fase isolerer et urent réprodukt, som man renser,
hvorpd man foretager en forsigtig hydrolyse af det sdledes op-
ndede rensede produkt med henblik pd& eliminerimg af de kombime-
rede fede syrer,  og at man isolerer de egnskede polysaccharider.
2. Fremgangsmdde ifelge kravl, kendetegne t ved,
at ekstraktionen af de vaskede bakterieceller wec hjzlp af en
vandig phenoloplgsning udferes ved en temperatur i nzrheden af
65°c.

3. Fremgangsméde ifelge krav I-2, kendetegnet

' ved, at rensningen af det urene rdprodukt bestdr i at udfzlde
nucleinsyrerne ved hjxlp af streplomycinsulfat.

4, Fremgangsméde ifglge krav 1-3, kende tegnet
ved, at den forsigtige hydrolyse af det rensede produkt ud-
fores i varmen i et vandigit—-organisk oplgsningsmiddel 1 ner-
verelse af en ionbytterharpiks.

5. Fremgangsméde ifelge krav l-4, k endetegne t
ved, atrman benytter stammer deponeret i Pasteur-instituttet

i Paris under numrene 52.151 og 5481, fortrimsvis nr. 52.15IL.

Fremdragne publikationer:
GB patent nr. 725938.

Langkjer Kobenhavn
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