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Nazev vynalezu:

Extrakt bakteridlnich makromolekul na
b4zi modifikovanych bakteridlnich
proteinfi, zplisob jeho pripravy a
farmaceuticky prostifedek tento extrakt
obsahujici

Anotace:

Extrakt na bézi modifikovanych bakteridlnich
proteinti obsahuje smés bakteridlnich polyaniont s
molekulovou hmotnosti 10 000 az 1 000 000 a izo-
elektrickym bodem 2,5 a2 5,5, v niZ celkova hmotnost
stavebnich aminokyselin tvofi alespoit 50 %
extraktu. Pfiprava extraktu spoéiva v kultivaci bakte-
rii ve vodném prostfedf, pak alkalické extrakci
suspenze bakterii a ¢i8téni bilkovinného extraktu.
Alkalicka extrakce se provadi v pfitomnosti zfedéné-
ho vodného zdroje iontd OH™ a pfi stabilnim pH mezi
11 a 13, ptitem? pokles pH béhem extrakce neni
vy$sf nez 0.4. Takto ziskany bilkovinny extrat je
mozno pousit jako u¢innou slozku farmaceutického
prostfedku.
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Extrakt bakteridlnich makromolekul na bazi modifikovanych bakteridlnich proteini,
zpisob jeho pFipravy a farmaceuticky prostiedek tento extrakt obsahujici

Oblast techni

Vyndlez se tyka extraktu bakteridlnich makromolekul na bazi modifikovanych bakterialnich

proteinil, zplisobu jeho pfipravy a farmaceutického prostiedku, ktery uvedeny extrakt obsahuje
jako uginnou latku.

Dosavadni stav techniky

Jsou znamy bakteridlni produkty sterapeutickou G&innosti, které se ziskavaji alkalickou
hydrolyzou. Napfiklad v patentovém dokumentu CH 633 188 se popisuje koncentrat
bakterialniho lyzatu s antiinfekénimi vlastnostmi. Lyzaty jednotlivych bakteridlnich kmend se
ziskavaji progresivni alkalickou hydrolyzou (pfi hodnoté pH 9 az 10), ktera vede k destrukci
viditelné bakterialni struktury.

Podstata vynalezu

V ramci vynalezu bylo nyni nové zjiSténo, Ze je mozné ziskat bakterialni extrakty s riiznymi
imunofarmakologickymi u€inky, napiiklad s vyraznym imunomodulagnim u¢inkem, specifickym
alkalickym zpracovanim, které umoziiuje ponechat viditelnou bakterialni strukturu zpracovanych
bakterii neporulenou. Toto zpracovani spoliva v alkalické extrakci za podminek vy3Siho
a zejména stabilniho pH.

Predmétem vyndlezu je extrakt bakteridlnich makromolekul na bazi modifikovanych
bakterialnich proteinil, jehoZ podstata spo&iva v tom, Ze sestdva ze smési kyselych bakterialnich
polyaniontil o molekulové hmotnosti 10 000 az 1 000 000 a s izoelektrickym bodem v rozmezi
2,5 az 5,5, vnémz celkovd hmotnost stavebnich aminokyselin pfedstavuje alespoi 50 %
hmotnosti extraktu.

Vyhodné celkovd hmotnost aminokyselin ¢ini 55 aZ 85 % a obsah liposacharidi je niZ$i nez
2.10” %, pti¢emz extrakt dale obsahuje nejvyse 2 % volnych aminokyselin, nejvyse 8 % glycidu,
nejvyse 4 % aminocukri a nejvyse 15 % kyseliny desoxyribonukleové.

Vyhodné extrakt zahrnuje, racemizované aminokyseliny kterymi jsou alesporii serin s 25 az 45 %
konfigurace D, kyselina asparagovéd s 10 az 30 % a arginin s 3 az 20 %.

Predmétem vyndlezu je rovnéz zplisob pripravy vyse uvedeného extraktu, jehoZz podstata spoliva
v kultivaci bakterii v kapalném kultivaénim prostfedi, v suspendovani téchto bakterii ve vodném
prostiedi, v alkalické extrakci této suspenze bakterii a v Cisténi ziskaného bilkovinového
extraktu, pfiCemz alkalickd extrakce se provadi v pfitomnosti zfedéného vodného zdroje iontd
OH’ a pfi stabilnim pH v rozmezi 11 az 13, pfi€emz pokles hodnoty pH v prib&hu extrakce neni
vy$si nez 0,4.

Vyhodné se ke kultivaci pouziji bakterie Escherichia coli, napfiklad kmen I-1147, uloZeny
u Pasteurova institutu, zdrojem tontd OH je roztok hydroxidu sodného o koncentraci 0,01 az
1 %, pH je v rozmezi 12,0 az 12,5, teplota se béhem extrakce udrzuje mezi 30 a 45 °C a doba
extrakce se pohybuje od fadové hodin do jednoho tydne.
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Vyhodné se bilkovinny extrakt, ziskany alkalickou extrakci, podrobi &idténi, zahmujicimu
alespoii jednostupfiovou ultrafiltraci, zpracovani neionogennim detergentem, chromatografii
nebo/a sterilni filtraci a lyofilizaci.

Pfedmétem vynélezu je také farmaceuticky prostfedek s imunomodulaénimi vlastnostmi, jehoz
podstata spo€iva v tom, Ze jako i¢innou slozku obsahuje terapeuticky pfijatelné mnozstvi vyse
uvedeného extraktu bakterilnich makromolekul na bazi modifikovanych bakterialnich proteinil.

Pfedmétem vynalezu je kone¢né farmaceuticky prostiedek pro 1é¢bu rakoviny, jehoZz podstata
spociva v tom, Ze jako Gi¢innou sloZku obsahuje terapeuticky u€inné mnoZstvi vyse uvedeného
extraktu bakterialnich makromolekul na bazi modifikovanych bakterialnich proteini.

Pouziti terminu "modifikované proteiny” je mimo jiné spojeno s ptitomnosti aminokyselin
v konfiguraci D v bilkovinném extraktu podle vynalezu, nebot’ konfigurace L je ptitomna
v ptirodnich proteinech.

V podstat¢ je mozné jako vychozi produkt zpisobu podle vynilezu pouzit jakykoliv
grampozitivni nebo gramnegativni bakterialni kmen, jakym je kmen Escherichia coli nebo
néktery z kment, popsanych v jiz zminéném patentovém dokumentu CH 633 188. Tak naptiklad
dale popsané piikladné provedeni zpiisobu podle vynilezu se provadi za pouziti kmene
Escherichia coli 1-1147, ktery je uloZen vramci Budape$tské smlouvy v Narodni sbirce
mikroorganismil v Pasteurové Gstavu v PafiZi.

Piiklady provedeni vynalezu

A. Predbé&iné stupné

Primdrni inokulum se pfipravi ze zmrazenych bakterii, které se oZivi stfidavou kultivaci
v kapalném prostiedi, na bazi s¢jové Zivné pidy, a na pevné kultivaéni pidé. Objem kultivadniho
inokula se postupné zvySuje az na | litr, pfi¢emz se k inokulaci pouziva b&zné kapalné kultivagni
prostiedi a inkubace se provadi za tfepani pfi teploté 37 °C.

Takto pfipravené sekundarni inokulum se zavede do fermentoru, majicitho objem 20 |
a obsahujiciho 5 1 vhodného bézného Zivného média. Hodnota pH se nastavi a udrzuje na 7,0,
naptiklad 5 % amoniakem, ateplota se reguluje na 37 °C. Kultivace bakterii se provadi za
provzdusiiovani (vzduch) amichani, za kontrolovanych podminek, vedoucich k ziskani pO,
vySsiho nez 90 % nasyceni. Provede se mé&feni optické hustoty pti 700 nm. Na konci kultivace se
bakterie inaktivuji teplem autoklavovanim (30 min p#i 120 °C) nebo mzikovou pasterizaci (90
s pfi 105 °C) a odebere se vzorek k ovéieni absence Zivotaschopnych zarodki.

Bakterialni suspenze se zahusti a nespotfebované zbytky kultivadniho prostfedi se odstrani
odstfedénim nebo vyhodné tangencialni ultrafiltraci, naptiklad ultrafiltradnim systémem
"FILTRON" na polysulfonovych patronach. Tato ultrafiltrace se provadi ve dvou stupnich;
nejprve se provede 5 az 10ndsobna koncentrace (membrany 30 kD aZ 0,3 um) a pak promyvani
diafiltraci fyziologickym roztokem (3 az 15 promyvacich objem).

Stanovi se suSina bakteridlni suspenze, coZ umozZiiuje adjustovat biomasu pfipravku pred
alkalickou extrakci. Kone¢na suspenze bakterii se ziedi fyziologickym roztokem a koneéna
susina bakterii se upravi na 2 a7 20 g/1.
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B. Alkalicka extrakce

Pro vlastni alkalickou extrakci se koncentrace NaOH v bakterilni suspenzi upravi na 0,01 az
1 %, zde na 0,1 %.

Extrakce se provadi za michani mezi 30 a 45 °C, zde pfi asi 37 °C. V priib&hu doby se odebiraji
vzorky pro analytické ugely. Analyza zahrnuje méfeni pH, stanoveni protein a lipopoly-
sacharidii. Bakterie, pouzité k ziskani davek Tall, byly zahu$tény a promyty (stupefi A) na
patron& 30 kD a v piipadé davky IIl na patron& 1000 kD. V téchto ptikladech byla doba trvani
procesu alkalické extrakce mirné krat$i nez dva dny. Vysledky, vztahujici se ke tfem davkam a,
11 a I1I), ziskanym z uvedeného kmene Escherichia coli, jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1. Monitorovani alkalické extrakce

Davka suSina doba pH proteiny* LPS**
(g (mg/D) (mg/l)
1 7,4 0 min 7,0 220 >100
5 min 12,3 910 100
22h 12,3 1530 8,0
46 h 12,3 1850 1,0
11 7,4 0 min 7,0 250 >100
5 min 12,4 870 100
22h 12,4 1580 10
46 h 12,3 1990 3,3
111 7,0 0 min 7,0 60 >100
5 min 12,4 710 100
22 h 12,4 1260 10
46 h 12,4 1640 1,0

* stanoveni proteinl Bradfordovou metodou,
reference: hovézi sérovy albumin (BSA),

** stanoveni LPS metodou LAL,
reference: LPS Escherichia coli 0111:B4.

Toto monitorovani dale umoziiuje odbornikovi stanovit pfibliznou dobu procesu alkalické
extrakce v zavislosti na zamy$leném pouziti s ohledem na typ pouZitych bakterii a podminky pH
a teploty. Tato doba se obecné pohybuje mezi nékolika hodinami a asi jednim tydnem.

Pokud se tyka pH, je nutno pfipomenout, Ze jedna z charakteristik vynalezu spo¢ivé ve stabilnim
pH, které se udrzuje mezi 11 a 13, naptiklad mezi 12,0 a 12,5, s poklesem v prubéhu extrakéniho
procesu nanejvy$ 0,4. V tomto pfikladu bylo pH 12,3 a% 12,4 s maximélni vychylkou v pribéhu
extrakce 0,1.

Dalsi vyznamna vyhoda zpiisobu podle vyndlezu je ziejma z vysledkd, uvedenych v tabulce 1. Je
mozno konstatovat, ze obsah lipopolysachariddi v ziskaném bilkovinném extraktu je znalné
redukovan.



10

15

20

25

30

35

40

CZ 282924 B6

Na konci extrakce a pred &isténim bilkovinného extraktu se provede mikroskopicka kontrola
bakterii po zbarveni gram k ovéfeni, Ze viditelné struktury bakterii jsou neporusené.

C. Cisténi bilkovinného extraktu

Bilkovinny extrakt, ziskany postupem podle stupné B, se frakcionuje ultrafiitraci; konkrétné se
provede 5 aZ 10ndsobnd koncentrace ultrafiltraci (1000 kD), aulinna slozka se extrahuje
diafiltraci naptiklad s vodou. Nakonec se bilkovinny extrakt zahusti ultrafiltraci (10 kD).

Za uCelem eliminace vétsi C4sti endotoxini, konkrétné LPS, se bilkovinny extrakt podrobi
procesu fazového prenosu s neiongennim detergentem. Tento proces je mozno napfiklad provést
v ptitomnosti 7% "Tritonu X-114" zahfivanim za michani po dobu asi 20 min na asi 60 °C. Po
oddéleni fazi se spodni faze (Triton + LPS) odstrani. Horni vodna faze, obsahujici bilkovinny
extrakt, se shromazdi a pH se upravi na 7.

Tato vodna faze se podrobi iontovyménné chromatografii k dalimu sniZeni obsahu LPS
a odstranéni neionogenniho detergentu. K této chromatografii je moZno pouZit napiiklad gel
DEAE-Sepharose. Konkrétné se vodna faze, obsahujici bilkovinny extrakt, nejprve adsorbuje na
méni¢ iontl, pak se odstrani molekuly, které nebyly zachyceny, a promytim p¥i nizkém pH se
odstrani ne€istoty. Po ekvilibraci gelu pfi neutralnim pH se bilkovinny extrakt eluuje zvySovanim
iontové sily a pak se eluat zahusti ultrafiltraci a promyje diafiltraci s vodou. Takto vy&istény
bilkovinny extrakt se sterilné piefiltruje a popfipadé lyofilizuje obvyklym o sob& znidmym
zpusobem.

Lyofilizat byl podroben biochemickym analyzdm a imunofarmakologickym testim. Stanoveni
aminokyselin, racemizovanych béhem alkalické extrakce, bylo provedeno podle Nimury N.
a Kinoshity T., J. Chromatography, 352, 169-177, 1986. Rizné racemizace, detekované

v bilkovinnych extraktech (loty I, II a II), jsou jako pfiklady uvedeny v tabulce 2 a vyjadieny
v % konfigurace D.

Tabulka 2. Racemizované aminokyseliny

parametry: % konfigurace D

lot I 11 111
racemizované aminokyseliny:

kyselina asparagova 18 18 20
serin 33 35 39
arginin 8 10 12

Neracemizované: alanin, tyrosin, valin, fenylalanin a leucin.

Nedetekovatelné: kyselina glutamova, threonin, prolin, methionin, isoleucin, cystein, lysin,
histidin a tryptofan.

Analytické vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3. Slozky lyofilizatu

parametry: % lyofilizatu

lot I 11 m
obsah proteini:

proteiny (Bradford) 69,2 70,4 63,1
bilkovinné aminokyseliny:

asparagin a kys. asparagova 7,3 7,3 7,1
glutamin a kys. glutamova 9,6 9,5 8.9
serin 2,6 2,4 2,2
threonin 2,9 3,2 2,3
glycin 3.8 3,9 33
alanin 5,9 5,6 5,6
arginin 4,8 4.6 5,3
prolin 2,5 2,4 2,5
valin 49 5,0 4,4
methionin 3,1 4,0 3,4
isoleucin 4,1 4.0 3,5
leucin 6,3 6,3 5,9
fenylalanin 3,3 3,3 3,3
cystin nd nd nd
lysin 5,0 4.9 4,7
histidin 1,6 1,9 1,9
tyrosin 3,9 4,0 3,9
celkem 71,7 72,6 68,1
frakce vazané na proteiny:

mastné kyseliny 0,9 0,9 1,0
glycidy 3,9 3,6 4,7
aminocukry 1,8 1,5 2,8
jiné:

lipopolysacharidy (LPS) 6,1.10" 8,4.10" 2,5.10*
desoxyribonukleové kys. (DNA) 9,5 6,1 4,5
volné aminokyseliny nd nd nd
voda 4,8 4,9 8 4,8
elementarni analyza:

popel 6,0 7,5 72
uhlik 47,1 47,0 46,3
vodik 6,7 6,7 6,6
dusik 13,6 14,0 13,6
sira 1,3 1,4 1,8

nd = nedetekovano
Imunofarmakologické vlastnosti

Bylo jasné demonstrovano, zejména testy in vitro ain vivo na pokusnych zvifatech, ze
bilkovinny extrakt podle vynalezu ma imunomodulaé¢ni vlastnosti a protinddorovou u€innost.
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1. Imunologické testy in vitro

Imunologické testy in vitro byly provadény na makrofagéach, derivovanych z kostni dfen&, a na
lymfocytech ze sleziny, Peyerovych plati nebo mesenterickych ganglii, odebranych my$im
C57BL/6.

Makrofagové modely: Bilkovinny extrakt stimuluje makrofagy v jejich schopnosti aktivovat
oxida¢ni metabolismus glukézy v draze pentézofosfatii a aktivuje produkci metaboliti dusiku
(nitritovy test). Sekrece TNF, stejné jako produkce prostaglandini (PGE,) u makrofagh je
stimulovana bilkovinnym extraktem.

Nitritovy test, uvedeny jako ptiklad, byl proveden podle M. A. Marletty, Biochemistry, 27, 8706-
8711, 1988. Makrofagy, odvozené od kostni dfené, se kultivuji na mikroplotnach (70.000
makrofagl na jamku) v pfitomnosti riiznych koncentraci bilkovinného extraktu (0,1 az 50 pg
extraktu/ml) nebo lipopolysacharidi E. coli jako pozitivni kontroly (0,0004 az 0,2 pg LPS/ml).
Produkce NO," v supernatantech makrofagovych kultur se stanovi pomoci Griessova &inidla
podle J. Mauéla et al., Int. J. Inmunopharmac., 11, 637-645, 1989.

Tabulka 4. Vysledky nitritového testu

pg extraktu/ml nmol NO,/ml pg LPS/ml nmol NO,/ml
0 <0,02 0 <0,02
0,1 0,9+0,1 0,0004 0,1+0,1
0,39 4,1+0,1 0,0016 0,3+0,1
1,56 7,7+0,2 0,0063 42+0,1
6,25 10,8+ 0,2 0,025 6,5+ 0,4
25,0 13,1+£0,8 0,1 7,1+ 1,0
50,0 15,1£0,3 0,2 83+0,2

Vysledky pfi riznych koncentracich testovanych produktt jsou uvedeny v tabulce 4 v nmol NO,’
/ml bunééného supernatantu v zavislosti na koncentraci extraktu nebo LPS. Bilkovinny extrakt
vyvolava silnou produkci NO5'.

Lymfocytirni modely: Lymfocyty, pochazejici ze sleziny, Peyerovych plati nebo mesente-
rickych ganglii, se kultivuji na mikroplotnich (5.10° bunék na jamku) za standardizovanych
kultivanich podminek v pfitomnosti riiznych koncentraci bilkovinného extraktu (1 az 100 pg
extraktu/ml) nebo lipopolysacharidi E. coli jako pozitivni kontroly (1 az 100 LPS upg/ml).
Proliferace bunék, vyvolana produkty, je stanovovana mirou inkorporace tritiovaného thymidinu
do DNA bunék podle J. Louise et al., Eur. J. Immunol., 9, 841-847, 1979. Amplituda stimulace
lymfocytd bilkovinnym extraktem je za stejné koncentrace u v3ech t¥i zdroji lymfocytd
srovnatelna s pozitivni kontrolou. Bilkovinny extrakt je aktivni od 1 pg extraktu/ml a vykazuje
maximum aktivity mezi 30 a 100 pg extraktu/ml.

2. Imunologicky test in vivo

Protinadorova u€innost bilkovinného extraktu byla prokazana in vivo na modelu vyvolaného
peritonealniho karcinomu u my$i BD IX.
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Pouzité bufiky: Buiiky Pro b byly klonovany z kultury bunék K12, izolovanych z nidoru DHD,
vyvolaného dimethylhydrazinem u polorodé mys$i BD IX, podie F. Martina et al., Int. J. Cancer,
32, 623-627, 1983.

Indukce peritoneélnich karcinomi: Buiky Pro b, vstfiknuté intraperitonedlni cestou syngennim
mys$im (10° bunék/my3), vyvolavaji po asi deseti dnech &etné pevné noduly, které se objevuji
v epiploonu nebo mesenteriu na trovni mléénych skvrn (milky spots) a pak progresivné pronikaji
do peritonealni dutiny, podle P. Lagadaca et al., Invasion and Metastasis, 7, 83-95, 1987. Po
dalsich 4 az 5 tydnech se objevuje krvicivd vodnatelnost a vSechny my$i umiraji po 8 az 12
tydnech.

Indukce pulmonalnich metastdz: Vstiiknuti 7.10° bunék Pro b do femoralni zily vyvolava
pulmonalni metastazy, které napadaji laloky, a viechny my$i umiraji po 6 az 10 tydnech.

Lécba peritonedlnich a pulmonalnich karcinomi: Imunoterapie se zahajuje 14 dni po injekci
nadorovych bunék, kdyZ jsou karcinomy makroskopické. Lécba spociva v intraperitonealnich
injekcich bilkovinného extraktu v mnozstvi 10 mg na kg télesné hmotnosti. Mysi dostavaji
celkem 5 injekci v odstupu 3 az S dni. Kazdy pokus zahrnuje kontrolni a o$etfovanou skupinu
0 10 (nebo 12) mysich, které jsou olislovany.

Vysledky: Mysi se usmrti 6 tydni po vstitknuti bunék aprovede se autopsie. Objem
peritonealnich karcinomti se zhodnoti naslepo amysi se sefadi podle vzristajici velikosti
karcinomi. Sestavi se stupnice karcinomatézy podle poétu a velikosti pozorovanych noduld.
Objem hemorrhagickych ascitii se méfi dvojim vazenim. Klasifikace pulmonélnich metastaz se

provede po mikroskopickém pozorovani plic a mySi se rozdéli do dvou skupin: s metastazami
a bez nich.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze v osmi pokusech na 82 oSetfenych mySich nevykazovala 41 mys$ pfi
autopsii Zadny nodulus (40 az 60 % mysi na pokus); u ostatnich my3i byl rist noduld vyznamné
inhibovan. Kromé toho 78 z 82 mysi nevykazovalo ascites. VSechny neosetfené mysi mély
nadory ahemorrhagické ascity. Tyto vysledky potvrzuje rovnéZ test preziti: z 10 mysi,
odetfenych bilkovinnym extraktem, prezily 3 mySi do 10., 18. a27. meésice po injekci
rakovinnych bunék a pfi autopsii nemély nador. VSechny mysi z kontrolni skupiny zemfiely na
nador 3 mésice po injekci bunek.

Vysledky, ziskané béhem dvou pokusi s ristem pulmonélnich metastaz, ddle umoznily prokazat,
e bilkovinny extrakt ma systemicky u¢inek. Z 20 mysi, lé€enych intraperitonealni injekci, totiz
13 mysi vykazuje uUplnou inhibici ristu pulmonalnich metastaz. Protinddorovy ucinek
bilkovinného extraktu se dosahuje u metastdz, vyvolanych rakovinnymi buiikami traéniku
a rovnéz disociovanymi nadory. Béhem lé¢by nebyly pozorovany znamky toxicity.

3. Akutni toxicita

Bilkovinny extrakt ma slabou toxicitu. Jednotkové davky, dosahujici 300 mg na kg, aplikované
intraperitonealnég, jsou mySmi dobte tolerovany.

4. Aplikace

Aplikace bilkovinného extraktu se provadi injekéng, vyhodné intraperitonealné, ve formé
lyofilizatu, rozpus$téného napiiklad ve fyziologickém roztoku. Stejné je mozno pouzit dalsi
galenické formy, naptiklad aplikované oralni, rektalni nebo topickou cestou.

V3echna procenta, uvadéna v textu, jsou procenty hmotnostnimi.
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PATENTOVE NAROKY

1. Extrakt bakteridlnich makromolekul na bazi modifikovanych bakteridlnich proteind,
vyznaéeny tim, Ze sestava ze smési kyselych bakterialnich polyaniontd o molekulové
hmotnosti 10 000 az 1 000 000 a s izoelektrickym bodem v rozmezi 2,5 az 5,5, v némz celkova
hmotnost stavebnich aminokyselin ptedstavuje alespoti 50 % hmotnosti extraktu.

2. Extrakt podle ndroku 1, vyznafeny tim, Ze celkovd hmotnost aminokyselin &ini
55 az 85 % a obsah liposacharidi je nizsi nez 2.10° %, ptiGemz extrakt dale obsahuje nejvyse
2% volnych aminokyselin, nejvyse 8 % glycidd, nejvyse 4 % aminocukri a nejvyse 15 %
kyseliny desoxyribonukleové, pfi¢emz viechna uvedena % jsou hmotnostni.

3. Extrakt podle niaroku 1, vyzmaéeny tim, Ze zahmuje racemizované amino-
kyseliny, kterymi jsou alespoit serin s 25 az 45 % konfigurace D, kyselina asparagova s 10 az
30 % a arginin s 3 aZ 20 %, pfi¢emz vSechna uvedena % jsou hmotnostni.

4. Zpisob ptipravy extraktu podle naroku 1, vyznaéeny tim, Ze spodiva v kultivaci
bakterii v kapalném kultiva¢nim prostiedi, v suspendovani téchto bakterii ve vodném prostredi,
v alkalické extrakci této suspenze bakterii a v &isténi bilkovinného extraktu, ptiemz alkalicka
extrakce se provadi v pfitomnosti ziedéného vodného zdroje ionti OH™ apfi stabilnim pH
vrozmezi 11 aZ 13, pfi€¢emz pokles hodnoty pH v prib&hu extrakce neni vy33i nez 0,4.

S. Zpisob podle niroku 4, vyzmnadeny tim, Ze se ke kultivaci pouZiji bakterie
Escherichia coli, zejména kmen I-1147, uloZeny u Pasterova institutu, zdrojem ionti OH je
roztok hydroxidu sodného o koncentraci 0,01 az 1 %, pH je v rozmezi 12,0 az 12,5, teplota se
béhem extrakce udrzuje mezi 30 a45 °C adoba extrakce se pohybuje od fadové hodin do
jednoho tydne.

6. Zpusob podle niroku 4 nebo S, vyzmadeny tim, Ze bilkovinny extrakt, ziskany
alkalickou extrakci, se podrobi ¢isténi, zahrnujicimu alespofi jednostupiiovou ultrafiltraci,
zpracovani neionogennim detergentem, chromatografii nebo/a sterilni filtraci a lyofilizaci.

7. Farmaceuticky prostfedek s imunomodulaénimi vlastnostmi, vyznadeny tim, Ze
Jjako ¢innou slozku obsahuje terapeuticky ptijatelné mnozstvi extraktu podle naroki 1 az 3.

8. Farmaceuticky prostfedek pro 1é¢bu rakoviny, vyznaéeny tim, Ze jako a&innou
slozku obsahuje terapeuticky pfijatelné mnoZstvi extraktu podle naroku 1 az 3.

Konec dokumentu
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