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La présente invention concerne des substances biolo-
giquement actives obtenues par fractionnement d'hydrolysats
enzymatiques de la caséine humaine et les compositions qui
les contiennent.

Les substances selon la présente invention sont des
agents immunologiques qui favorisent en particulier la pro-
duction d'anticorps.

La caséine humaine, qui est un complexe de proté-
ines @& 5,ﬁ,1g'...) est présente essentiellement dans le
lait maternel. Sous l'action d'une enzyme protéolytique la
caséine peut donner naissance, aprés fractionnement, & des
substances biologiquement actives.

Selon la présente invention, les nouvelles substan-
ces sont obtenues par traitement,/f'aide d'au moins une enzy-
me protéolytique, de la caséine humaine délipidée puis solu-
bilisée, suivi du fractionnement des produits hydrosolubles,
en fonetion de leur poids moléculaire moyen, par filtration
sur un support approprié.

D'un intérét tout particulier sont les substances
selon l'invention dont le poids moléculaire moyen est voisin
de 1200 + 200 ; cependant les substances dont le poids molé-
culaire moyen est voisin de 2500 ou de 5500 présentent égale-
ment des propriétés interessantes.

A titre d'enzyme protéolytique, on utilise avanta-
geusement dans le procédé de l'invention, 1la trypsine, 1la
chym.otrypsine ou autre enzyme analogue, ou leurs mélanges,
la trypsine étant préférée.

Par ailleurs, les substances obtenues selon la pré-
sente invention peuvent €tre couplées avec des acides gras.
Généralement les acides gras sont des acides aliphatiques
contenant 8 & 18 atomes de carbone. D'un intér8t tout par-
ticulier est 1l'acide laurique. Le couplage peut s'effectuer
en traitant une substance selon la présente invention par un
dérivé activé d'un acide gras tel que 1'anhydaride ou le chlo-
rure.

Les nouvelles substances selon la présente inven-
tion, ainsi que leurs produits de couplage avec les acides
gras sont des agents immunologiques qui favorisent la pro-



10

15

20

25

30

35

: 2491334

2
duction d'anticorps et qui accélérent 1le phénoméne de phago-
cytose.

In vitro, ils se sont montrés particuliérement
actifs a des concentrations comprises entre 0,1 et 1o,g/m1
dans le test de secrétion d'anticorps (hémolytiques) anti-
globules rouges de moutonspar des cellules spléniques de sou-
ris immunisées in vivo et dans le test de phagocytose de glo-
bules rouges de moutons opsonisés par les macrophages périto-
néaux de souris., _

Les exemples suivants, donnés & titre non limitatif,
montrent comment 1l'invention peut 8tre mise en pratique.
EXEMPLE 1 -

La caséine humaine (400 mg) est délipidée par trai-
tement au moyen de 25 ml d'un mélange chloroforme-méthanol
(2:1 en volumes).

La caséine insoluble. est solubilisée par traitement
au moyen d'une solution d'hydroxyde de sodium 0,05 N de telle
maniére que la concentration finale en caséine soit voisine
de 2 mg/cm3.

La solution obtenue est soumise & une dialyse con-
tre 2 litres de tampon phosphate 0,033 M & pH 8 pendant 2
Jours en renouvelant 5 fois la solution tampon.

On obtient ainsi une solution & pH 8 contenant la
caséine soluble. Cette solution est soumise & 1'action de la
Trypsine de telle maniére que le rapport enzyme/substrat soit
voisin de 1/100. L'hydrolyse enzymatique est poursuivie pen-
dant 24 heures & 37°C, la moitié de la quantité d'enzyme é-
tant introduite au départ de la réaction et le reste 4 heures
aprés le début de 1'hydrolyse. :

Le mélange réactionnel est centrifugé & 15 000
tours/mn pendant 2 heures 3 le surnageant est amené & sec
puis repris par 16 ml d'une solution d'acide acétique & 30 %.
Le mélange est soumis & 3 centrifugations successives a 13000
tours/minute;pendant 30 minutes. _

Le liquide clair surnageant (16 ml) est filtré sur
une colonne de Sephadex G 50 (hauteur : 105 cm, diamétre :
2,5 em) en élﬁant avec de l'acide acétique & 30 © et en re-
cueillant des fractions de 2 cm3.
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En opérant de cette maniére et en suivant la chro-
matographie par absorption U.V. on obtient des zones qui per-
mettent de définir 8 fractions pour lesquelles le poids mo-
léculaire moyen est établi. Le diagramme de la filtration est
représenté a4 la figure 1.

Les fractions biologiquement actives sont les
suivantes :

- substance IV : fractions 71 & 82 ; poids moléculaire moyen

. 5300

- Substance V : fractions 84 4 98 ; poids moléeculaire moyen
2230

- substance VI : fraetions 99 & 114 ; poids moléculaire moyen
1120.

Exemple 2 -

Chacune des substances obtenues & 1'exemple 1 est
soumise & 1l'action de 1'anhydride laurique en opérant dans
1l'alcool butylique tertiaire.

Pour chacune des substances lipidées, on obtient
une fraction soluble dans l1l'alcool butyligque tertiaire et
une fraction insoluble dans l1l'alcool butylique tertiaire.

Chacune de ces fractions est soumise aux tests bio-
logiques : la fraction IV-1lipidée insoluble et la fractionVI
lipidée insoluble présentent des propriétés particuliérement
intéressantes.

La présente invention concerne également les com-
positions utilisables en thérapeutique, qui contiennent une
substance selon la présente invention en association aveec un
ou plusieurs diluants ou adjJuvants compatibles et pharmaceu-
tiquement acceptables.

Ces compositions peuvent &tre utilisées comme adju-
vants de vaccins (par exemple vaccin antigrippal composé de
sous-unités hémagglutinantes, vacein antipolyomyélitique &
virus inactivé, vaccin antimalarique) en injection simulta-
née avec l'antigine (viral, bactérien, parasitaire, fongi-
que, tumoral) & 1l'égard duquel on souhaite augmenter la pro-
duection d'anticorps ou la réactivité cellulaire specifique.

Ces compositions pharmaceutiques peuvent &tre éga~
lement employées comme immunostimulants non spéeifiques en
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vue d'augmenter la résistance de 1'hSte (homme ou animal
domestique) vis-a-vis des infections ou en immunothérapie
antitumorale. ,

En tant qu'adjuvants, les produits peuvent &tre
administrés soit en solution aqueuse, soit en émulsion hui-
leuse, soit encore sous forme de liposomes a&ee 1l'antigéne
4 l'égard duquel on souhaite obtenir une réponse immunitaire
augmentée ou améliorée par la voie utilisée pour cet anti-
géne .et dans des proportions variant entre 0,01 et 10 fois
la quantité d'antigéne avec lequel ils sont mélangés avant
d'8tre injectés.

Pour 1l'application comme immunostimulant non spé-
cifique, ces produits peuvent €tre utilisés par voies intra-
velneuse, intramusculaire, sous-cutanée, intra-nasale,éven-
tuellement orale ou rectale, scit en solution aqueuse, soit
en émulsion huileuse, soit encore sous forme de liposomes.
Dans ce cas, la dose de composé selon 1'invention qul est
administrée est généralement comprise entre 0,01 et 25 mg/kg.
En thérapeutique humaine, les doses journaliéres dépendent de
1'effet recherché. Elles peuvent &tre comprises entre 0,1 et
10 mg pour un adulte.

Les compositions solides pour administration orale
peuvent etre des comprimés, des pillules ,jes poudres ou des
granulés, .

Comme compositions liquides pour administration
orale, on peut utiliser des émulsions pharmaceutiquement
acceptables, des solutions, des suspensions, des sirops ou
des élixirs.

Les compositions pour administration parentérale ou
intra-nasale peuvent &tre des solutions stériles aqueuses,
des suspensions ou des émulsibns.

La stérilisation peut se falre de plusieurs facons,
par exemple & l'aide d'un filtre bactériologique ou en in-
corporant des agents stérilisants. Les compositions solides
rendues stériles par irradiation (rayonfP ) peuvent &tre dis-
soutes dans l'eau stérile ou tout autre milieu stérile in-
jectable éventuellement au moment de 1'emploi.
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Les compositions pour administration rectale sont
des suppositoires.

L'exemple 3 suivant, donné & titre non limitatif,
illustre une composition selon 1'invention.

EXEMPLE 3.

On prépare selon la technique habituelle une compo-
sition liquide admnistrable par voie intraveineuse ayant la
composition sulvante : '

- substance V obtenue & 1'exemple 1 ees 50 mg
- soluté injectable cen 5 ml.,
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REVENDICATIONS
1. Procédé pour 1'obtention de nouvelles substances

biologiquement actives caractérisé en ce que 1l'on traite par
au moins une enzyme protéolytique de la caséine humaine déli-
pidée et solubilisée, puis fractionne les produits hydroso-
lubles, en fonetion de leurs poids'moléoulaire moyen, par fil-
tration sur un support approprié puis isole les substances
actives que 1l'on fait réagir éventuellement avec un acide gras
de préférence sous forme activée, '

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que, a titre d'enzyme on utilise la trypsine, la chymo
trypsine ou autre enzyme protéolytique équivalente, ou leurs
mélanges, la trypsine étant préférée.

3. Procédé selon 1'une des revendications 1 ou 2,
caractérisé en ce que l'on traite par la trypsine de la ca-
séine humaine délipidée et solubilisde, le rapport enzyme/sub-
strat étant voisin de 1/loo, pendant 24 heures & %7°C, puis,
apres centrifugation, fractionne les produits hydrosolubles
par filtration sur Sephadex G 50 en éluant avec de 1'acide
acétique & 30 % puis isole les substances actives.

4, Nouvelles substances biologiquement actives
lorsqu'elles sont obtenues par le procédé selon 1'une quel-
conque des revendications 1 & 3.

5. Nouvelles substances selon la revendication 14,
caractérisées en ce que leur poids moléeulaire moyen est com-
pris entre 1000 et 550b, en particulier voisin de 1200 + 200,
de 2500 ou de 5500.

6. Composition pharmaceutique caractérisée en ce
qu'elle contient au moins une substance selon 1'une des re-
vendications 4 ou 5 en association aveec un ou plusieurs di-
luants ou adjuvants compatibles.



