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Inventia se refera la un extract pe baza de proteine bacteriene modificate si la un pro-
cedeu pentru prepararea acestuia, folosit ca imunomodulator si antitumoral.

Din brevetul CH 633188, care se referd la un concentrat de lizati bacterieni avand
proprietati antiinfectioase, se cunosc unele produse bacteriene avand o activitate terapeu-
tica, care sunt obtinute prin hidroliza alcalin. Lizatii din fiecare specie bacteriana sunt obti-
nuti printr-o hidroliza alcalina progresiva (pH 9...10), care conduce la distrugerea structurii
aparente a bacteriilor.

in acest brevet se arata c s-ar putea obtine extracte bacteriene avand diferite efecte
imunofarmacologice, de exemplu, o activitate imunomodulatoare importanta, prin utilizarea
unui tratament alcalin diferit, care permite mentinerea intactd a structurii aparente a
bacteriilor tratate. in mod specific, acest tratament consta dintr-o extractie alcalina, procedeu
care se efectueaza in conditiile unui pH ridicat $i mai ales stabil.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in stabilirea unui extract pe baza
de proteine bacteriene modificate, in rapoarte optime intre componentele constitutive, si la
stabilirea unui procedeu pentru prepararea acestui extract prin care sunt determinate
succesiunea fazelor, timpii si temperatura optime de lucru.

Extractul pe baza de proteine bacteriene modificate, conform inventiei, este constituit
dintr-un amestec de polianioni bacterieni acizi, avand o greutate moleculard de
10000...1000000 si un punct izoelectric de 2,5...5,5, si in care suma ponderald a amino-
acizilor constitutivi reprezinta minimum 50% din extract, de preferinta 55...85%, maximum
2x10°% lipopolizaharide, maximum 2% aminoacizi liberi, maximum 8% glucide, maximum
4% aminozaharuri, maximum 15% acid dezoxiribonucleic, aminoacizi racemizati si reziduuri
acide cu continut predominant de acid aspartic si acid glutamic.

Aminoacizii racemizati sunt formati din 25...45% serind avand configuratia D,
10...30% acid aspartic si 3...20% arginina.

Procedeul pentru prepararea unui extract pe baza de proteine modificate, conform
inventiei, consta in aceea ca se efectueazi cultivarea de bacterii gram pozitive sau gram
negative, de preferinta Escherichia coli specia 1-1147, intr-un mediu lichid cunoscut si
suspendarea acestora intr-un mediu apos, urmata de extractia alcalina a suspensiei in pre-
zenta unei surse apoase diluate de ioni OH", de concentratie 0,01...1% avand un pH de
12...12,5, la o temperatura de 30...45°C, intr-un timp de cateva ore pana la o saptamana,
dupa care extractul obtinut se purificad prin trecerea prin una sau mai multe trepte de
ultrafiltrare, tratare cu un detergent neionic, cromatografie si/sau filtrare steril si, in final,
liofilizare.

Avantajele aplicarii inventiei constau in aceea ca, in timpul tratamentului, nu s-a
observat nici un semn de toxicitate; extractul proteinic are o toxicitate acuti slaba, pentru
doze unice de pana la 300 mg/kg corp injectate intraperitoneal; extractul proteinic se mai
poate administra si pe cale orala, rectald say topica; un avantaj suplimentar important al
procedeului este pus in evidenta prin rezultate prin care se constat3 ca, respectiv, continutul
in lipopolizaharide este notabil redus.

Tratamentul chimic al bacteriilor, de exemplu cu ajutorul NaOH diluat, antreneaza
modificari profunde ale structurilor primare, secundare si tertiare ale proteinelor bacteriene.
Astfel, se poate observa dezamidarea partiala a asparaginei si a glutaminei, care conduce
respectiv la formarea acidului aspartic si a acidului glutamic. Racemizarile partiale ale mai
multor aminoacizi, mai ales ale acidului aspartic, ale serinei si argininei, au de asemenea loc
in cursul acestui proces. Ansamblul acestor modificari fizico-chimice ale structurii proteinelor
genereaza polipeptide ale caror proprietati amfionice sunt acide. Aceste polipeptide poseda
toate punctele izoelectrice joase, cuprinse intre 2,51 5,5, cu o concentratie mai importants
la apropierea de 4,5. Aceste modificiri structurale produc astfel extracte proteinice, care
prezinta activitati imunomodulatoare in vitro si in vivo.
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in extractul proteinic conform inventiei, suma in greutate a aminoacizilor constitutivi
reprezinta cel putin 50% (in greutate de liofilizat), de preferintd 55 pana la 85% din extractul
proteinic mentionat, si continutul in lipopolizaharide (LPS) este, de preferinta, sub circa 2 x
10°%. Greutatea moleculara a elementelor constitutive ale extractului proteinic conform
inventiei este cuprinsa intre 10000 si 1000000. Apoi, acest extract proteinic include, in
aminoacizii sai proteinici, unii aminoacizi cu configuratia D si L, si o proportie preponderenta
de reziduuri acide, cum ar fi acidul aspartic si acidul glutamic. Aminoacizii racemizati prin-
cipali sunt serina intre 25 si 45% avand configuratia D, acidul aspartic avand o proportie de
10 pana la 30% si arginina intre 3 si 20%. Utilizarea termenului de “proteine modificate” este
legata, intre altele, de prezenta aminoacizilor avand configuratia D in extractul proteinic,
configuratia L fiind prezenta in proteinele native.

Pe de alta parte, extractul proteinic conform inventiei poate include cel mult 2 x 10°%
lipopolizaharide, cel mult 2% aminoacizi liberi, cel mult 8% glucide, cel mult 4% zaharuri
aminate si cel mult 15% acizi dezoxiribonucleici.

In principiu, se pot utiliza orice specii de bacterii gram (+) sau gram (-), ca substante
de plecare pentru procedeul conform inventiei, cum ar fi Escherichia coli sau una sau mai
multe specii bacteriene descrise in brevetul citat mai sus, CH 633188. De exemplu, proce-
deul care este descris mai jos utilizeaza o specie de Escherichia coli, mai exact specia |-
1147, depusa conform tratatului de la Budapesta in cadrul Colectiei Nationale de Culturi de
Micoorganisme, Institut Pasteur, 25 rue de Dr. Roux, 75724, Paris, Cedex 15 - France.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei.

A. Etape preliminare

Un inoculum primar este preparat pornind de la bacterii congelate care sunt revitali-
zate printr-o crestere alternat3 in mediu lichid, de exemplu “Tryptic Soya Broth”, si pe un
mediu solid. Volumul culturii de inoculum este marit progresiv pana la 1 1, intr-un mediu de
cultura lichid obisnuit si incubat la temperatura de 37°C, cu agitare.

Inoculumul secundar astfel preparat este introdus intr-un fermentator de 20 |, care
contine 5 | dintr-un mediu nutritiv obisnuit, adecvat. Valoarea pH-ului este ajustata si men-
tinuta la 7,0, de exemplu cu amoniac 5%, si temperatura este reglaté la 37°C. Cresterea
bacteriana este efectuata sub aerare (aer) si agitare, in conditii controlate, pentru a obtine
un pO, in exces, peste 90%, de saturatie. Densitatea optica este mésurata la 700 nm. La
sfarsitul culturii, bacteriile sunt inactivate la cald prin autoclavizare, timp de 30 min la 120°C,
sau prin pasteurizare instantanee, timp de 90 s la 105°C si se scoate o proba pentru
verificarea absentei germenilor revitalizabili.

Suspensia bacteriana este concentrata si reziduurile mediului de cultura neconsu-
mate sunt eliminate prin centrifugare sau, de preferinta, prin ultrafiltrarea tangentiala, de
exemplu cu sistemul de ultrafiltrare de tipul “FILTRON” pe cartuse de polisulfona. Aceasta
ultrafiltrare este efectuata in doua etape, prima constand dintr-o concentrare de 5 pana la
10 ori (membrane de 30 kD pana la 0,3 ym), cea de a doua constand dintr-o spalare prin
diafiltrare cu solutie sarata fiziologica (3 pana la 15 volume de solutie de spalare).

Reziduul uscat al suspensiei bacteriene se determina, pentru a ajusta biomasa
prepararii, pentru a o supune apoi unei extractii alcaline. Suspensia finala a bacteriilor este
diluata in solutie saraté fiziologica si greutatea finald uscata a bacteriilor este ajustata intre
25120 g/l

B. Extractia alcalina

Pentru extractia alcalind propriu zisa, concentratia in NaOH a suspensiei bacteriene
este ajustata intre 0,01 si 1%, aici la 0,1%. Extractia este efectuata intre 30 si 45°C sub agi-
tare, aici la circa 37°C. Se scot probe in cursul procesului si se efectueaza analiza. Aceasta
analiza cuprinde masurarea valorii pH, determinarea proteinelor si a lipopolizaharidelor.
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Bacteriile utilizate pentru obtinerea loturilor | si Il au fost concentrate §i spélate (etapa A) pe
cartus 30 kD, pe cand cele pentru lotul Il au fost concentrate si spalate pe cartus 1000 kD.
In exemplele de fata, durata procedeului de extractie alcalina a fost de mai putin de doua
zile. Rezultatele cu privire la cele treij loturi (I, 1l si 1) obtinute plecand de la specia
Escherichia coli mentionats mai inainte, sunt cuprinse in tabelul 1.

Tabelul 1

Loturile Greutatea Durata pH Proteine* LPS*

uscata (g/l) (mg/l) (mg/l)

I 7.4 0 min 7,0 220 >100
5 min 12,3 910 100
22 h 12,3 1530 8,0
46 h 12,3 1850 1,0

i 7.4 0 min 7,0 250 >100
5 min 12,4 870 100
22 h 12,4 1580 10
46 h 12,3 1990 3,3

i 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

* Dozarea proteinelor conform metodei Bradford
Referinta: Albumin3 serica de bou (BSA)

* Dozarea LPS conf. Metodei LAL
Referinta: LPS de Escherichia coli 0111:B4

Aceste date permit unui specialist in materie sa determine durata adecvata a pro-
cesului de extractie alcalin in functie de scopul final si tinand seama de tipul de bacterie
utilizata, precum si de conditiile de pH si de temperatura. Aceasts durata este cuprinsa in
general intre cateva ore si circa o saptamana.

Cu privire la pH, s& amintim ¢3 una din caracteristicile procedeului, conform inventiei,
consta in stabilitatea acestuia, care se mentine intre 11 si 13, de exemplu intre 12,0 si 12,5,
scaderea in timpul procesului de extractie nefiind mai mare decat 0,4.1n exemplul de fata
pH-ul a fost de 12,3 panala124cuo variatie maxima de 0,1 in cursul extractiei.

Un avantaj suplimentar important al procedeului, conform inventiei, este pus in
evidenta prin rezultatele care figureaza in tabelul 1. Se constats ca, respectiv, continutul in
lipopolizaharide din extractyl proteinic obtinut este notabil redus.

La sfarsitul extractiei si inainte de purificarea extractului proteinic, se efectueaza un
control microscopic al bacteriilor dupa coloratia gram, pentru a se asigura c3 structurile
aparente ale bacteriilor sunt intacte.

C. Purificarea extractului proteinic

Extractul proteinic, obtinut prin procesul descris sub (B), este fractionat prin ultra-
filtrare; mai exact, este concentrat de 5 pana la 10 ori prin ultrafiltrare (1000 kD), si principiul
activ este extras prin diafiltrare cu apa, de exemplu. Extractul proteinic este in final concen-
trat prin ultra-filtrare (10 kD).

S
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Pentru eliminarea celei mai mari parti a endotoxinelor, mai ales LPS, extractul
proteinic este supus unui proces de transfer al fazei cu un detergent neionic. Ca exemplu,
acest proces poate fi efectuat in prezenta lui “Triton X-114" la 7%, incalzind la circa 60°C
sub agitatie timp de circa 20 min. Dupa separarea fazelor, se elimina faza inferioara (Triton
+ LPS). Faza apoasa superioara, continand extractul proteinic, se recolteaza si pH-ul este
reglatia 7.

Aceasta faza apoasa este supusa unei cromatografii schimbatoare de ioni, pentru
a reduce mai mult continutul in LPS si pentru a elimina detergentul neionic. Pentru aceasta
cromatografie se poate utiliza un gel DEAE-Sepharose, de exemplu. Mai exact, faza apoasa
con{inand extractul proteinic este mai intai adsorbitd pe schimbatorul de anioni, apoi
moleculele care nu au fost retinute se elimina si o solutie de spalare cu pH scazut elimina
impuritatile. Dupa echilibrarea gelului la pH neutru, extractul proteinic este eluat prin
cresterea fortei ionice, apoi eluatul este concentrat prin ultrafiltrare cu apa. Extractul proteinic
astfel purificat este filtrat steril si eventual liofilizat intr-un mod cunoscut in sine.

S-au efectuat asupra liofilizatului analize biochimice si teste imunofarmacologice.
Determinarea aminoacizilor a fost realizata conform Kinoshita T., J. Chromatography, 352,
169-177, 1986. Diferitele racemizari detectate in extractele proteinice (loturile |, 11, 1ll), sunt
date ca exemple in tabelul 2 si exprimate in procente cu configuratia D.

Tabelul 2
Parametrii % cu configuratia D
Loturile l I I
Aminoacizi racemizati:
Acid aspartic 18 18 20
Serina 33 35 39
Arginina 8 10 12

Nu au fost racemizate: alanina, tirosina, valina, fenilalanina si leucina.
Nu au fost detectati: acidul glutamic, treonina, prolina, metionina, izoleucina, cisteina, lizina,
histidina si triptofanul.

Rezultatele analitice figureaza in tabelul 3.

Tabelul 3
Parametrii % de liofilizat
Loturile | i ll
Continut in proteine:
Proteine (Bradford) 69,2 70,4 63,1
Aminoacizi proteinici:
Asparagina & acid aspartic 7,3 7.6 7.1
Glutamina & acid glutamic 9,6 9,5 8,9
Serina 26 24 2,2
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Tabelul 3 (continuare)

Parametrii % de liofilizat

Loturile I 1l il
Treonina 2,9 3,2 2,3
Glicina 3,8 3.9 3,3
Alanin 5,9 56 5,6
Arginina 4.8 4,6 5,3
Prolina 25 2.4 25
Valina 4,9 50 4.4
Metionina 3,1 4.0 3,4
Izoleucina 41 4,0 3,5
Leucina 6,3 6,3 5,9
Fenilalanina 3,3 3,3 3,3
Cistina ND ND ND
Lizina 5,0 4,9 4,7
Histidina 1,6 1,9 1,9
Tirosina 3,9 4,0 3,9
Total 71,7 72,6 68, 1
Fractiuni legate de proteine:

Acizi grasi 0,9 0,9 1,0
Glucide 3,9 3,6 4,7
Amino zaharuri 1,8 1,5 2,8
Altele:

Lipopolizaharide (LPS) 6,1x 10* 8,4 x10* 2,5x10*
Acizi dezoxiribonucleici (ADN) 9,5 6,1 4,5
Aminoacizi liberi ND ND ND
Apa 4,8 4,9 4,8
Analize elementare:

Cenusi 6,0 75 7,2
Carbon 471 47,0 46,3
Hidrogen 6,7 6,7 6,6
Azot 13,6 14,0 13,6
Sulf 1,3 1,4 1,8

ND = nedetectat

"
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Proprietéati imunofarmacologice

S-a demonstrat in mod clar, mai ales prin teste in vitro si in vivo, pe modele de ani-
male, c& extractul proteinic conform inventiei poseda proprietati imunomodulatoare si o acti-
vitate antitumorala.

1. Teste imunologice in vitro

Testele imunologice in vitro au fost realizate pe macrofage derivate din maduva
osoasa si pe limfocite provenite de la sobolan, pe placi Peyer sau pe ganglioni mezenterici,
prelevati de la goareci C57BL/6.

Modele macrofage: extractul de proteina stimuleaza macrofagele in capacitatea lor
de a activa metabolismul oxidativ al glucozei pe calea fosfatului de pentoza si activeaza pro-
ductia de metaboliti de azot (testul azotitilor). Prin extractul proteinic sunt stimulate secretia
de TNF, precum si productia prostaglandinelor (PGE,) la macrofage.

Testul nitritilor, prezentat ca exemplu, a fost efectuat in conformitate cu Marletta
M.A., Biochemistry, 27, 8706-8711, 1988. Macrofagele derivate din maduva osoasa sunt
cultivate pe microplaci (70000 macrofage pe orificiu) in prezenta diferitelor concentratii ale
extractului de proteina (0,1 pana la 50 ug de extract/ml) sau a lipopolizaharidelor de E. coli
drept control pozitiv (0,0004 pana la 0,2 ug LPS/ml). Productia de NO, in supernatantii cul-
turilor de macrofage este determinata utilizand reactivul lui Griess, conform Mauél J. et al.,
Int. J. Immunopharmac, 11, 637-645, 1989.

Rezultatele la diferite concentratii ale produselor testate sunt aratate in tabelul 4 in
nmoli de NO,/ml de supernatant celular ca functie de concentratia extractului sau a LPS.
Extractul de proteina induce o productie puternica de NO,".

Tabelul 4
pg extract/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 41101 0,0016 0,3+0,1
1,56 7,702 0,0063 42+01
6,25 10,8+ 0,2 0,025 65+04
25,0 13,1+ 0,8 0,1 71110
50,0 15,1+ 0,3 0,2 83+0,2

Modele limfocitice: limfocite provenind din spling, placi Peyer sau din ganglioni me-
zenterici sunt cultivati in microplaci (5 x 10° celule pe orificiu) in conditii de cultura standar-
dizate in prezenta unor concentratii diferite ale extractului proteinic (1 pana la 100 pg
extract/ml) sau a unor lipopolizaharide de E.coli drept control pozitiv (1 pana la 100 ug
LPS/ml). Proliferarea celulara indusa de catre produse este determinata prin nivelul de
incorporare a timidinei saturate cu tritiu in ADN-ul celulelor, conform Louis J. et al.,
Eur.J.Immunol., 9, 841-847, 1979. Amplitudinea stimuldrii limfocitelor prin extractul proteinic
este comparabild, la o concentratie identica, cu cea a controlului pozitiv pentru cele 3 surse
de limfocite. Extractul proteinic este activ incepand cu 1 pg extract/ml si arata o activitate
maxima intre 30 si 100 pg extract/mi.
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2. Test imunologic in vivo

Activitatea antitumorala a extractului proteinic a fost demonstrata in vivo la un model
de carcinomatoza peritoneal indus3 la sobolani BD IX.

Celulele utilizate: Celulele Pro b au fost clonate plecand de la o cultura de celule K12,
fiind izolate dintr-o tumoare DHD indus3 prin dimetilhidrazida la un sobolan BD IX cosanguin,
conform Martin F. et al., J.Cancer, 32, 623-627, 1983.

Inducerea carcinomatozelor peritoneale: Celulele Pro b, injectate pe cale intraperito-
neala la sobolani (10° celule/sobolan), dau nastere, in zece zile, la numerosi noduli solizi
care apar in epiploon sau in mezenteriu, la nivelul petelor laptoase (milky spots), apoi inva-
deaza progresiv cavitatea peritoneala, conform Lagadec P. et al., Invasion and Metastasis,
7, 83-95, 1987. La 4...5 sdptamani mai tarziu apare o hidroperitonitd hemoragici si toti
sobolanii mor in 8 pana la 12 saptamani.

Inducerea metastazelor pulmonare: injectarea a 7 x 10° celule Pro b in vena femurala
provoaca metastaze pulmonare care invadeaza lobii, si toti sobolanii mor in 6 pan4 la 10
saptamani.

Tratamentul carcinomatozelor peritoneale si pulmonare: imunoterapia incepe 14 zile
dupa injectarea celulelor tumorale, cand carcinomatozele sunt macroscopice. Tratamentul
consta din injectarea intraperitoneala a extractului proteinic in cantitate de 10 mg pe kg greu-
tate a corpului. Sobolanii primesc in total 5 injectii, distantate la 3 pana la 5 zile. Fiecare
experienta include o grupa martor si o grupa tratata de 10 (sau 12) sobolani, fiecare fiind
numerotat si purtand un numar.

Rezultate: Sobolanii sunt sacrificati si li se face autopsie la 6 saptamani dupa
injectarea celulelor. Volumul carcinomatozelor peritoneale este evaluat orbeste si sobolanii
sunt clasificati prin ordinul de m&rime al carcinomatozei in dezvoltare. Este stabilitd o scara
a carcinomatozelor dupa numaérul si marimea nodulilor observati. Volumul hidroperitonitelor
hemoragice este masurat prin cantarire dubla. Clasificarea metastazelor pulmonare a fost
efectuatd dupa observatia microscopica a plamanilor si sobolanii au fost plasati in dous
clase: cu sau fara metastaze.

Rezultatele observate arata c& in opt experiente facute asupra a 82 sobolani tratati,
41 sobolani nu prezinta nici un nodul la autopsie (40 pana la 60% din sobolani pentru fiecare
experientd); la ceilalti sobolani cresterea nodulilor a fost considerabil inhibata. in plus, 78 sau
82 sobolani netratati nu prezints deloc hidroperitonite hemoragice. Toti sobolanii netratati
au avut tumori si hidroperitonite hemoragice. Aceste rezultate sunt confirmate prin cele obti-
nute intr-o experienta de supravietuire: pornind de la 10 sobolani tratati cu extract proteinic,
3 sobolani au supravietuit pana la 10, 18 si 27 luni dupa injectia celulelor canceroase si nu
au prezentat nici o tumoare la autopsie. Toti sobolanii din grupa martor au murit din cauza
tumorilor lor la 3 luni dup3 injectia celulelor.

In plus, rezultatele obtinute in 2 experiente asupra cresterii metastazelor pulmonare
au permis demonstrarea c3 extractul proteinic are un efect sistemic. Intr-adevar, la 20
sobolani tratati prin injectie intraperitoneald, 13 sobolani prezinta o inhibitie completa a
cresterii metastazelor pulmonare. Efectul antitumoral al extractului proteinic este obtinut
asupra metastazelor induse de catre celulele canceroase ale colonului i, de asemenea, prin
tumorile disociate. In timpul tratamentului nu s-a observat nici un semn de toxicitate.

3. Toxicitate acuta

Extractul proteinic are o toxicitate slaba. Dozele unice mergand pana la 300 mg pe
kg, injectate intraperitoneal, sunt bine tolerate de soareci.

4. Administrarea

Administrarea extractului proteinic este efectuats prin injectie, de preferinta intraperi-
toneald, a liofilizatului dizolvat, de exemplu, intr-o solutie fiziologica. Se pot lua in conside-

ratie si alte forme galenice, de exemplu formele administrabile pe cale orala, rectala sau
topica.

—
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Revendicari

1. Extract pe baza de proteine bacteriene modificate, caracterizat prin aceea ca
este constituit dintr-un amestec de polianioni bacterieni acizi avénd o greutate moleculara
de 10000...1000000 si un punct izoelectric de 2,5...5,5 si in care suma ponderala a amino-
acizilor constitutivi reprezinta minimum 50% din extract, de preferinta de 55...85%, maximum
2x10% lipopolizaharide, maximum 2% aminoacizi liberi, maximum 8% glucide, maximum
4% aminozaharuri, maximum 15% acid dezoxiribonucleic, aminoacizi racemizati si reziduuri
acide cu continut predominant de acid aspartic si acid glutamic.

2. Extract conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ca aminoacizii racemizati
sunt formati din 25...45% serind avand configuratia D, 10...30% acid aspartic si 3...20%
arginina.

3. Procedeu pentru prepararea unui extract pe baza de proteine modificate, definit
in revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca se efectueaza cultivarea de bacterii gram
pozitive sau gram negative, de preferintd Escherichia coli specia 1-1147, intr-un mediu lichid
cunoscut, i suspendarea acestora intr-un mediu apos, urmata de extractia alcalina a
suspensiei in prezenta unei surse apoase diluate de ioni OH" de concentratie 0,01...1%
avand un pH de 12...12,5, la o temperatura de 30...45°C intr-un timp de cateva ore pana la
o saptamana, dupa care extractul obtinut se purifica prin trecerea prin una sau mai multe
trepte de ultrafiltrare, tratare cu un detergent neionic, cromatografie si/sau filtrare sterila si,
in final, liofilizare.
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