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Zpusob vyroby rozpustného materidlu s antigennim G&inkem

Oblast techniky

Vynédlez se tyka zplsobu vyroby rozpustného materidlu
s antigennim G&inkem, jakoZ i polysacharidového a/nebo gly-
kopeptidového antialergického materidlu, ziskaného timto zpua-

sobem a jeho pouZiti pro vyrobu farmaceutickych prostredkui.

Dosavadni stav techniky

Alergie v nékteré ze svych forem se vyskytuje u vice
nez 20 % populace a znepokojujici vzrist nemocnosti i Gmrt-
nosti v poslednim desetileti vedl k oznaleni tohoto onemoc-
ndni jako civilizadni choroby, kterd je prevazné zplsobena
zménami Zivotniho prostfedi, jak bylo popséno v publikaci
Sutton and Gould, Nature, 1993, 366, str. 421 aZ 428. Clo-
vék i Zivodichové jsou pri tom alergickymi chorobami posti-

Zeni pribliZné& v odpovidajicim podilu.

PFi vzniku alergii hraji klilovou Glohu imunologické
reakce, Jjak bylo popséno v souhrnné publikaci Paul, William
E., Ed., Fundamental Immunology, Raven Press Books Ltd.,
New York, 1984. Zasadné byly popsény dva odliSné typy aler-
gickych reakci. Jednim z nich je okamZitéd precitlivélost,
ITH, pPi niZ je pfevaZnou Cast alergické odpovédi na aler-
gen mozZno pozorovat v prubéhu minut az hodin. Druhy typ Je
precitlivélost opoZdéného typu, DTH. V pripadé DTH dosahu-
je alergickad odpovéd na alergen svého maxima obvykle v pra-
b&hu 24 a% 48 hodin. Pravdépodobnd je odpovéd typu ITH
zprostiedkovéana prevainé pres IgE, kdeZto v pripadé DTH

béZi o komplexné&js$i reakci. PFi vzniku reakce typu DTH je



pravdépodobné, Ze se celkové reakce tohoto typu Glastni

dals$i odpovédi, zprostiredkované builtkami, zejména B- a T-
-lymfocyty. Napfiklad v pripadé, Ze se lymfocyty a proti-
latky prenesou u Zivolichl z alergického dérce na nealer-
gického prijemce, vznikad u takového prijemce DTH podle
publikace Askenase P. W., 1973, J. exp. Med., 138, str.
1144 az 1155.

Vzhledem ke svému primému vystaveni plUsobeni antige-
nd z Zivotniho prostfedi jsou tkanémi, nejéastéji postize-
nymi alergiemi epithelidlni tkéané, zv1Aasté pokoZka. Napri-
klad na koZnich klinikéch tvo?i akutni alergickd kontaktni
dermatitis a chronické alergické kontaktni ekzémy az 15 %
v8ech dermatos. Alergické asthma tvori u &lovéka priblizné
20 % v3ech pPfipadd asthmatu.

Alergickéd onemocnéni, kterd je moZno klasifikovat ja-
ko ITH, jsou napfiklad atopicky ekzém, alergické prudusSko-
vé asthma, sennéd ryma, alergicky zédnét spojivek. Tyto cho-
roby se mohou vyvinout také na chronické choroby a neni pro-
to moZno je povaZovat vylulné za reakce, zéavislé na IgE.
Jako priklady DTH je moZno uvést akutni alergickou kontakt-
ni dermatitis a chronicky alergicky kontaktni ekzém, ktery
miZe byt klasifikovan jako DTH typu IV, pri jehoZ vzniku se
Glastni také epidermis. Takovy nemocny byl pravdépodobné
dfive sensitizovan stykem s alergenem a vyvinula se u néj
pfecitlivélost. Po dalSim styku s timto alergenem vznikala
akutni, subakutni nebo chronickéd zandtliva kontaktni derma-

titis.

Jako priklad alergické dermatitidy z veterndrni kli-
niky je moZno uvést tak zvany letni ekzém, b&Zi o svédivy

ekzém, rovnéZ oznadovany jako Sweet or Queens land Itch.



Summer Eczema (svédivy letni ekzém) je alergickd dermatitis

u koni, povazZovani za atopickou formu alergickych chorob a
zahrnuje reakce typu I a IV. Toto onemocnéni je vyvoléno
poranénim hmyzem z Celedi Culicidae a Ceratopgonidae a tvori
se pPi ném na kGZi pretrvavajici eroze, které mokvaji, a to
prevazné v okoli ocasu a na bPiSe. PostiZend zvirata jsou
velmi citliva na rdzné zevni podnéty, naptfiklad na dotek, pu-
sobeni dedtd a vétru a podobné, takZe dochizi ke zhorsSeni
celkového zdravotniho stavu a vykonnosti. Stejné jako tomu
je u ostatnich alergickych onemocnéni, je vyvoj této choroby
patrné také ovlivnén vyZivou. PPiznaky onemocnéni je moZno
pozorovat pouze od brezna do zari, kdeZto alergen, vyvoléava-
jici pPecitlivélost pokoZzky je moZno pozorovat v prubéhu ce-
1ého roku. Toto onemocnéni je tedy zajimavym obecnym modelo-
vym systémem pro vyzkum alergii a pro vyvoj antialergickych
alinnych latek.

Bylo jiZ navrZeno mnoho zpUsobu lé&eni alergii v za-
vislosti na klinickém obrazu onemocnéni. V pripadé 1lécéeni
akutni alergické kontaktni dermatitidy, chronického alergic-
kého kontaktniho ekzému a/nebo atopického ekzému se obvykle
uzivaji lipofilni krémy, obsahujici glukokortikosteroidy,
antimikrobidlni latky, protizéandtlivé latky a/nebo vapnik.

V pfipadé svrchu uvedeného ekzému koni byly pouZity Cetné
a8inné latky mistné i parenteralné. Slo napriklad o steroid-
ni derivaty, insekticidy pro zabranu dal3iho Gtoku hmyzu,
ruzné galenické prostfedky, salicyléaty, oleje a také peptidy,
izolované z mikroorganismd. V3echny tyto zpusoby lé&eni pou-

ze potladuji pfiznaky a nikoliv pridinu onemocnéni.

PoruSend odpovéd imunitniho systému nebo jeho nedosta-
teénost Casto hraje dlleZitou ulohu pri vzniku alergii.



Z tohoto divodu byly pouZivany také imunotherapeutické po-

stupy, byly napfiklad podavany stimuldtory imunitniho systé-
mu, jako BCG, levamisol a dal3i létky, a to v ptipadé ekzé-
mi, atopického ekzému, koZnich abscesl a také v ptripadé auto-
imunitnich chorob, jak je popsano v publikaci A. M. Tschernu-
cha, (Ed.), Koscha, Medicina 1982, Moskva.

Pri iééeni alergickych dermatitid, zpusobenych blecha-
mi, byly Gspé&3né pouZivény peptidy, odvozené od protilétek,
napfiklad podle britské patentové prihlasky &. 8913737. V
pripadé atopického ekzému byla s dobrym vysledkem pouZita
také desenzitizace podle publikace A. M. Tschernucha (svrchu).

Navzdory rtznym p¥istuptm k lé&eni alergii nebyly az
dosud pouZity pro léZeni tohoto onemocnéni antigenni G&inné

latky, pPfipravitelné z keratinofilnich hub nebo kvasinek.

V pribé&hu prihld3ky znamenéd pojem "rozpustny'" nebo
"nerozpustny" rozpustnost ve vodnich roztocich. Pod pojmem
"antigenni prostfedek" se rozumi jakykoliv prostfedek nebo
latka, schopné vyvolat antigenni nebo imunogenni odpovéd.
Pojem '"modulace odpov&di imunitniho systému" znamena schop-
nost antigenniho prostfedku stimulovat nebo zvysit odpovéd
uvedeného systému, tato vlastnost je prokazatelnd naptiklad
schopnosti stimulovat proliferaci lymfocytl v bunédné kultufe,
podrobny souhrn je moZno nalézt v publikacich Strube a dalsi,
1989, Vet. Med. Rev., 60, str. 3 az 15, a Blttner M., 1993,
Comp. Immun. Microbiol. Infect. Dis., 16, &. 1, str. 1 az 10.

Nyni bylo neodekavand zjistdno, Ze k profylaxi a léleni
alergii i k modulaci odpovédi imunitniho systému, zv1asté u
saveli, je moZno pouZit antigenni prostfedky, pripravitelné z
kerofilnich hub nebo kvasinek.



Podstata vynédlezu

Podstatu vynédlezu tvo?#i zpusob vyroby antigenniho ma-
teridlu z keratofilnich hub a kvasinek. Antigenni prostred-
ky, které je moZno ziskat zplsobem podle vynélezu, obsahuji
polysacharidy a/nebo glykopeptidy. Tyto antigenni prostfed-
ky je moZno pouZit jako farmaceutické prostredky a také jako
vakciny pre 1é8eni Zivodichd i 1idi, zv1A3té pro 1léceni aler-
gickych onemocnéni a pro modulaci odpovédi imunitniho systému.
Je tedy zrejmé, Ze farmaceutické prostfedky podle vynalezu

mohou mit imunologické i farmakologické pouziti.

Antigenni materidl podle vyndlezu je také mozZno pripra-
vit z materiédlu, odvozeného od keratinofilnich hub nebo kva-

sinek, napfiklad z jejich buné&lnych stén.

Pro pPipravu antigennich prostfedka podle vyndlezu by-
ly vyvinuty t#i odli3né postupy. Podle t&chto postupu je moi-
no pripravit tfi odlisdné antigenni frakce ASMP, ANMP nebo
AEMP, dale budou tyto materidly oznalovany spoleéné jako
"frakce'", v8echny tyto frakce je moZno ziskat jak z keratino-
filnich hub, tak z kvasinek. Ty antigenni prostfedky, které
obsahuji vice neZ jednu frakci, budou dale oznadovany jako

"komplexni prostfedky' nebo kratce jako '"komplexy".

Zpusob 1

Frakce, kterou je moZno pripravit timto zplsobem je
tvorena antigennim rozpustnym materidlem, ktery obsahuje
polysacharidy a/nebo glykopeptidy a je oznadovana ASMP.
Tento postup, ktery bude podrobnéji popséan v pfikladu 1, je

mozno uskutednit nésledujicim zplsobem:



Keratofilni houby nebo kvasinky se péstuji na agaro-

vych plotnach, nap?fiklad podle EP 564 620. Vyhodnym prostre-
dim je napfiklad agar s extraktem ze sladu (Oxoid). Je v8ak
moZno pouZit i jind prostfedi, pfi jejichZ pouZiti je moZno
zajistit rGst keratofilnich hub nebo kvasinek. Vyslednd bio-~
logickd hmota se o0dd&li a zpracovéava pusobenim vodného roz-
toku zéasady. Vyhodnymi vodnymi roztoky Jjsou roztok hydroxidu
sodného nebo draselného, vyhodné koncentrace je 0,1 az 5 %
hmotnostnich. Roztok se nechéd pusobit pifi teploté 20 az 150°¢
aZ 30 hodin. Po zpracovani ve vodném alkalickém prostredi se
pevna a kapalnéd féze oddéli napriklad odstredénim, filtraci
nebo usazenim. S vyhodou se pouZije odstredéni, kterym je
moZno zajistit dobré oddéleni bunélné drti hub, napriklad
pri 3500 g. Pusobeni alkalického roztoku a oddéleni obou po-

dild je moZno nékolikréat opakovat.

Po zpracovéani pasobenim zdsady se vysledny supernatant
ddle zpracovava vodnym roztokem kyseliny, je moZno pouZit na-
pfiklad 0,2 aZ 1,5 M roztok organické kyseliny nebo 0,05 aZ
1 M roztok anorganické kyseliny. Je moZno pouzit naptfiklad
kyselinu chlorovodikovou nebo octovou, pH se s vyhodou pohy-
buje v rozmezi 2,5 aZ 4,5. Pusobeni vodného kyselého rozto-
ku trva pribliZnd 2 a% 4 hodiny pPi teploté v rozmezi 4 aZ
8 OC, pak se opdt oddé&li pevnad a kapalnd vrstva. RovnéZ pl-
sobeni vodného roztoku kyseliny a nasledné oddéleni obou po-
dild je moZno nékolikrat opakovat, s vyhodou za svrchu uve-
denych podminek. Pak se supernatant, oddéleny od pevného po-
dilu podrobi sraZecimu stupni. SrdZeni se s vyhodou vyvoléa
pridanim vhodného organického rozpouStédla, napriklad alko-
holu, jako niZ3iho alkanolu, vyhodny je methanol nebo etha-
nol. PPi pouZiti jednoho objemu supernatantu na 2 az 5 obje-

md alkoholu je mozno dosahnout dobrého vysraZeni antigenniho

materidlu. Antigenni materiidl je moZno vysraZet také bez po-
uziti alkoholu jinymi znémymi postupy, napfiklad prfi pouziti



siranu amonného nebo jiné soli, kterad se obvykle ke srézeni

obdobnych materialt uZiva. Vznikld pevnéd faze se pak opét
oddéli, s vyhodou za svrchu uvedenych podminek. Izolovana
pevna faze se pak popripadé rozpusti ve vodném roztoku, s
vyhodou v destilované vod&, v typickych pripadech se uZije
25 aZ 100 ml vody. Konedné je moZno ziskanou frakci ASMP

lyofilizovat a skladovat v suchém stavu po delSi dobu.

Zpusob 2:

Frakce, kterou je moZno ziskat timto zpusobem, je tvo-
Fena nerozpustnym antigennim materidlem, obsahujicim polysa-
charidy a/nebo glykopeptidy, ANMP. Tento postup, ktery bude
podrobnéji popséan v prfikladu 2, je moZno uskutedénit nésledu-
jicim zpusobem.

Keratinofilni houby nebo kvasinky se péstuji na agaro-
vych plotnich, napPiklad podle EP 564 620. Vyhodnym Zivnym
prostfedim je naptiklad agar s extraktem ze sladu (Oxoid).

Je vSak moZno také pouZit jiné Zivné prostiredi, v némZ je
moZno zajistit rdst keratinofilnich hub nebo kvasinek. Vy-
slednéd biomasa se oddé&li a pak se zpracovava pusobenim vod-
ného roztoku zisady. Vyhodnymi vodnymi roztoky jsou roztok
hydroxidu sodného nebo draselného v koncentraci 0,1 aZ 5 %
hmotnostnich. Zpracovédni roztokem zasady se s vyhodou prova-
di a% 30 hodin pFi teplotd 20 az 150 °C. Po tomto zpracovani
vodnym roztokem zdsady se kapalnd a pevna faze oddéli napri-
klad odstrfeddnim, filtraci nebo usazenim. S vyhodou se k od-
déleni pouZije odstfeddni, jimZ je moZno zajistit dobré od-
déleni bunédné drti, napriklad pfi 3500 g. Toto pusobeni vod-
ného roztoku zasady je moZno nékolikrat opakovat, stejné jako
oddéleni pevné a kapalné faze. Po ukondeném zpracovani a od-

déleni se na pevnou fazi pusobi anorganickou nebo organickou



kyselinou. S vyhodou se uZije 0,2 aZ 1,5 M roztok kyseliny
octové nebo 0,05 aZ 1 M roztok kyseliny chlorovodikové. Tim-
to roztokem se plsobi na pevnou fédzi 0,5 aZ 3 hodiny prfi tep-
lotd 70 a% 100 °C. Po ukondeném zpracovani se pevna faze pro-
myje vodnym roztokem, s vyhodou destilovanou veodou. Toto pro-
myti se s vyhodou pFibliZné pdtkrat opakuje. Nakonec se pevna
f4dze uvede do suspenze v destilované vodé.

Zpusob 3:

Frakce, kterou je moZno ziskat timto zpusobem, je tvo-
fena antigennim exogennim materidlem, ktery obsahuje polysa-
charidy a/nebo glykopeptidy AEMP. Tento postup, ktery bude
podrobné& popsén v prikladu 3, je moZno uskutednit nésleduji-

z ]
cim zpusobem:

Keratinofilni houby nebo kvasinky se inkubuji ve vod-
ném roztoku nebo péstuji v kapalném Zivném prostfedi po do-
bu aZ 240 hodin (objem roztoku nebo kultury je definovén ja-
ko primérni objem PV). Je moZno pouZzit destilovanou vodu,
tak jak je popséno napfiklad v pfikladu 3, I, nebo také pro-
stfedi, popsanéd v EP 564 620. Po inkubaci nebo kultivaci se
bund&ny materidl odd&li nap?iklad odstfedénim, filtraci nebo
usazenim, s vyhodou odstfedénim za svrchu uvedenych podminek.
Visledny supernatant se pak lyofilizuje a rozpusti ve vodé&.
Objem pouZité vody je s vyhodou pfibliZné 0,1 aZ 0,2 objemu
primarniho objemu PV. Vysledny roztok se pak podrobi sréZeni.
Toto sradZeni je moZno uskutednit pfidanim vhodného organické-
ho rozpoudtédla, napfiklad alkoholu, jako niZSiho alkanolu,
vyhodnym alkoholem je methanol nebo ethanol. PouZije se ob-
vykle jeden objem supernatantu na dva aZz pét objemiG alkoholu,
8imZ je moZno dosahnout dobrého vysréZeni antigenniho mate-
ridlu. Ke sréZeni neni nezbytné pouZit alkohol, je moZno po-
uzit také jiné znamé postupy pro sréZeni obdobnych latek,



napriklad siran amonny nebo jiné sal, béZné uZivanou k to-
muto Gfelu. Vyslednd sraZenina se oddé€li a popripadé roz-
pusti ve vodném rozpoustédle, s vyhodou v destilované vodé.
Ve vyhodném provedeni se 0,5 aZ 50 mg sraZeniny rozpusti v

1 ml vodného rozpouStédla. Nakonec je moZno roztok AEMP lyo-
filizovat a skladovat po del3i Casové obdobi v suchém stavu,
S vyhodou pri teploté 2 aZ 10 °c.

Vyhodnymi rody hub, z nichZ je moZno ziskat svrchu uve-
dené typy frakci, jsou rody Trichophyton, Microsporum nebo

Candida.

Vyhodné jsou zejména néasledujici deledi:

- Trichophyton
- Trichophyton
- Trichophyton

- Trichophyton

equinum,
mentagrophytes,
sarkisovii,

verrucosum,

- Microsporum canis,
- Microsporum gypseum, nebo

- Candida albicans.

Vyhodnymi

dujici kmeny:

- Trichophyton
- Trichophyton
- Trichophyton

- Trichophyton

kmeny ze svrchu uvedenych Celedi jsou nésle-

equinum DSM &. 7276,

mentagrophytes DSM &. 7279,

sarkisovii DSM &. 7278,

~

verrucosum, DSM, ¢. 7277,

- Microsporum canis DSM &. 7281,

~ Microsporum canis var.

obesum DSM &. 7280,
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- Microsporum canis var. distortum DSM &. 7275,

- Microsporum gypseum DSM &. 7274, nebo

~

- Candida albicans, DSM ¢. 9656.

V8echny svrchu uvedené kmeny byly prihlaSovatelem ulo-
zeny do verejné sbirky DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1B, D-38124
Braunschweig, SRN, podle Budape$iské Gmluvy pro uklédani mik-
roorganisma. V3echny kmeny s vyjimkou Candida albicans DSM
&. 9656 byly dfive popsany v USSR patentové prfihléasSce &.
5006861, podané 21. 10. 1991 a odpovidajicich pfihléasSkéch,
ze jména zverejndné evropské patentové prihléasSce &. 564 620,
podané 17. 10. 1992.

V zavislosti na &8eledi, z niZ byly frakce ziskény, bu-
dou frakce déle uvédény nésledujicim zpusobem:

Frakce, odvozené od:

i) Trichophyton equinum, budou oznadovéany ASNP-TE, ANMP-TE
nebo AEMP-TE,

ii) Trichophyton mentagrophytes budou oznadovany ASMP-TM,
ANMP-TM nebo AEMP-TM,

iii) Trichophyton sarkisovii budou oznadovany ASMP-TS,
ANMP-TS nebo AEMP-TS,

iv) Trichophyton verrucosum budou oznadovany ASMP-TV,
ANMP-TV nebo AEMP-TV,

V) Microsporum canis budou oznadovany ASMP-MC, ANMP-MC
nebo AEMP-MC,

vi) Microsporum gypseum budou oznalovany ASMP-MG, ANMP-MG
nebo AEMP-MG,



vii)

Candida albicans budou oznalovany ASMP-CA, ANMP-CA
nebo AEMP-CA.

V pripad&, Ze je uvadéna informace, tykajici se spe-

cifického kmene, je oznaleni &eledi nésledovano Cislem kme-

ne ve sbirce DSM, napfiklad oznaleni AEMP-CA9656 znamenéa

frakci AEMP, kterd byla pripravena pfi pouZiti kmene Candida
albicans DSM ¢. 9656.

Frakce, které je moZno pPipravit tak, jak bylo popséno

ve svrchu uvedenych zpusobech 1 aZ 3 obsahuji nejméné jeden

antigen, obsaZeny v nejméné& jednom ze svrchu uvedenych kmenu

a celedi hub. Antigenni prostfedky podle vynaAlezu obsahuji

nejméné jednu ze svrchu uvedenych frakci, mohou vsSak obsaho-

vat kombinace téchto frakeci.

1)

2)

3)

4)

5)

Antigenni prostfedky (ASMP a AEMP), popsané v prikladech

obsahuji monosacharidy, aminokyseliny a nukleotidy,
které jsou do znacné miry vazany na polymerni struktury,
pridemZ maly podil téchto latek je pritomen ve formé

volnych monomeru,

prevéazné obsahuji monosacharidové jednotky: mannosu,
galaktosu, glukosu a xylosu a dal3i jednotky v ruzném

relativnim mnoZstvi,

obsahuji smés polymernich struktur, vytvorfenjych podstat-
nym podilem t&chto monosacharidl, pfifemZ vyznamnd &ast
téchto polymernich struktur mé& molekulovou hmotnost vy3-
§1 neZz 20 000,

obsahuji nizké mnoZstvi volnych nebo vAzanych aminoky-

selin,

obsahuji malé mnoZstvi molekul DNA, citlivych na Stépeni

DN-4zou I.



NMR-spektrum antigennich prostfedkd ASMP a AEMP, vy-

jadrené ve form& NMR~spektrogramil je znédzornéno na obr. 1
az 4.

Chemické posuny a viceletné signdly, které budou déle
shrnuty v tabulce 12, jsou v souladu s literarnimi Gdaji pro
uhlohydraty a aminokyseliny.

V pfipadd frakci AEMP a ASMP, napriklad MG 7274, TM 7279,
a CA 9656 prekryvaji signaly pro uhlohydraty v rozmezi 3,2 aZ
5,5 ppm a signdly pro aminokyseliny prekryvaji oblast 0,75 az
3,45 (bez alfa-protonua).

V pripadé frakce ASMP je rovnéZ mozZno prokazat typické
signaly pro methylovou skupinu acetidtu pri 1,92 ppm.

Frakce AEMP ma také typické signdly pro disacharidy a
aminokyseliny. Naptriklad spektrum pro frakci TM 7279 obsahu-
je signély pro nékteré aromatické aminokyseliny, napfiklad
pro fenylalanin, tyrosin a tryptofan, tyto signély Jjsou v
oblasti 7,15 aZz 7,9 ppm.

Pokud jde o jednotlivé frakce typu ASMP nebo AEMP,
jsou vyhodné koncentrace v rozmezi 0,1 aZ 50 mg/ml. Pokud
jde o jednotlivé frakce typu ANMP, jsou vyhodné koncentrace
0,1 az 5 % objemovych.

V§hodna provedeni antigennich prostfedkd podle vyna-
lezu obsahuji napfiklad nésledujici kombinace jednotlivych

frakci (komplexy):

Komplex 1 obsahuje ASMP-TM, ASMP-MG a ASMP-CA. Koncentra-
ce kaZdé z téchto frakci se s vyhodou pohybuje v rozmezi 0,1
az 50 mg/ml. Vysoce vyhodné provedeni komplexu 1 obsahuje
kombinaci ASMP-TM7279, ASMP-i1G7274 a ASMP-CA9656.



Complex 1.1 obsahuje ASMP-MG a ASMP-CA. Koncentrace kaz-
dé z téchto frakci se s vyhodou pohybuje v rozmezi 0,1 aZ

50 mg/ml. Vysoce vyhodné provedeni komplexu 1.1 obsahuje kom-
binaci ASMP-MG 7274 a ASMP-CA 9656.

Komplex 2 obsahuje ANMP-TM, ANMP-MG a ANMP-CA. Ve vy-
hodném provedeni se koncentrace kaZdé z uvedenych frakci po-
hybuje v rozmezi 0,1 a% 5 % objemovych. Vysoce vdhodné prove-
deni komplexu 2 obsahuje kombinaci frakci ANMP-TM7279, ANMP-
~MG7274 a ANMP-CA9656.

Komplex 3 obsahuje frakce AEMP-TM, AEMP-MG a AEMP-CA.
Koncentrace kaZdé z uvedenych frakci se s vyhodou pohybuje
v rozmezi 0,1 aZ 50 mg/ml. Vysoce vyhodné provedeni komplexu
3 obsahuje kombinaci AEMP-TM7279, AEMP-MG7274 a AEMP-CA9656.

Komplex 4 obsahuje frakce ANMP a AEMP. Vyhodné jsou
ze jména néasledujici kombinace frakeci:

1) ANMP-CA a AEMP-TM nebo

2) ANMP-MG, ANMP-TM a AEMP-TM.

S vyhodou se koncentrace frakci ANMP pohybuje v rozme-
zi 0,1 aZ 5 % objemovych a koncentrace frakce AEMP je v roz-
mezi 0,1 aZ 50 mg/ml. Ve vysoce vyhodném provedeni obsahuje
komplex 4 néasledujici kombinace:

4.1 ANMP-CA9656 a 4.2 ANMP-MG7274,
AEMP-TM7279, ANMP-TM7279 a
AEMP-TM7279.

Komplex 5 obsahuje frakce ANMP a ASMP. Ve vyhodném pro-
vedeni obsahuje tento komplex kombinaci ANMP-MG, ANMP-TM a
ASMP-CA. Ve vyhodnych provedenich se koncentrace jednotlivych
frakci ANMP pohybuje v rozmezi 0,1 aZ 5 % objemovych a kon-



centrace jednotlivych frakci ASMP je v rozmezi 0,1 aZ 50
mg/ml. Vysoce vyhodnd je kombinace ANMP-MG7274, ANMP-TM7279
a ASMP-CAQ9656.

Dal3i vyhodné antigenni komplexy podle vynélezu obsa-
huji napriklad ASMP a AEMP nebo ASMP, AEMP a ANMP v koncen-
traci 0,1 aZ 50 mg/ml v pripadd ASMP a AEMP a 0,1 aZ 5 % ob-
jemovych v pripadé ANMP.

Antigenni prostfedky podle vyndlezu je moZno podavat
spolu s vhodnym fyziologicky pfijatelnym nosidem, ktery ne-
vyvoladvi neZadouci vedlejSi Géinky a obsahuje pufry, roztoky
nebo pomocné latky, napriklad roztoky soli, laktédtovy roztok
nebo Ringertv roztok. Z vyhodnych nosill je napriklad moZno
uvést nasledujici nosie: nosid A: vodny roztok s koncentra-
ci 0,85 % hmotnostnich chloridu sodného, nosi B: vodny roztok,
obsahujici 5 % hmotnostnich glukosy, 0,3 % hmotnostni extrak-
tu z masa "lab-lemco" (0xoid), a 0,1 % hmotnostnich extraktu
z kvasnic (Oxoid), nosid C: Zivné prostfedi RPMI 1640 (Serva,
8islo v katalogu 12 702).

Antigenni prostfedky podle vynédlezu je moZno podavat
jako takové nebo ve formé injek&nich roztoka, krémia, spreju,
aerosoldl, tablet a v daldich aplikadnich forméch, které jsou
vSeobecnd znadmé. Mimoto je moZno antigenni prostiedky podle

vyndlezu zpracovat na vysoce U¢inné vakciny.

Antigenni prostfedky podle vynadlezu maji schopnost sti-
mulovat proliferaci bun&k imunitniho systému a mohou tedy mo-
dulovat reakci imunitniho systému ve formé imunitni odpovédi.
Antigenni prostfedky podle vynadlezu dale mohou zplsobit in-
hibici proliferace lidskych keratinocyta.

Antigenni prostfedky podle vynélezu je tedy mozZno po-

uzit k vyvolani vysokého stupné odolnosti proti alergickym



reakcim, zvlasté& epithelidlnich tkani a specificky pokoZky.

Prostfedky je moZno pouZit k prevenci a léleni alergii, pPi-
demZ pri testech na laboratornich zviFatech tyto latky nevy-
volavaji in vivo Z&4dné neZéddouci vedlejSi Géinky, a to ani

na malych zviPatech, jako mordatech a bilych my3ich, ani na-
priklad koni, zkoud3ky byly provedeny na kfiZencich i na island-
skych konich.

Je naptriklad moZno G&inné 1é8it akutni alergické derma-
titidy a po3kozeni pokoZky bez vedlejSich alinka tak, Ze se
antigenni prostfedky podle vyndlezu uZiji napfiklad k vakci-
naci. Po nitrosvalové injekci nebo injekcich antigennich pro-
stredkd podle vyndlezu postupné vymizi pFiznaky alergického
zanétu pokoZky, svédéni a citlivost pokoZky u jednotlived,
postiZenych alergickou dermatitidou. Uplného vylé&eni vSech
alergickych priznakli bylo dosaZeno 2 aZ 8 tydnu po posledni
injekci a bylo tako dosaZeno inhibice citlivosti pokoZky na
alergen, ktery onemocnd&ni vyvolal. Mimoto v dobé 1 aZ 6 tyd-

na po posledni injekci prestalo i svédéni.

Ve vyhodném provedeni je moZno antigenni prostredky
podle vynalezu vyuZit k prevenci a lééeni tak zvaného let-
niho ekzému u koni, zv14a3té islandskych koni. Po podéani 1
aZz 3 nitrosvalovych nebo intradermdlnich injekci antigen-
nich prostfedkl podle vynalezu, je moZno uvedené onemocnéni
u koni vylédit, zvladté& vyhodné jsou k tomuto G&elu komplexy
1l al.l.

Podle dal3iho vyhodného provedeni je moZno antigenni
prostfedky podle vyndlezu pouzit k prevenci a vylédeni alo-
pecie u savcl. Po podéani 1 aZ 3 nitrosvalovych nebo intra-
dermdlnich injekci antigenniho prostfedku podle vynalezu je
moZno vylé&it savce, u nichZ do$lo k alopecii nebo je moZno
je proti alopecii chrénit, vyhodné jsou komplexy 1 nebo 1.1.



Podle dal3iho vyhodného provedeni vyndlezu je moZno

pouzit antigenni prostfedky podle vyndlezu ke zlepSeni sta-
vu vlasi nebo ke zlep3eni kvality srsti a vyméné srsti u
ndkterych savel. Po 1 a%Z 3 nitrosvalovych nebo intradermél-
mich injekcich je moZno podstatnd zlepSit stav srsti u né-
kterych Zivo&ichl a u t&ch zvifat, u nichZ do$lo k nedplné
vyméné srsti, je moZno vyvolat ukonéeni vymény srsti v sou-
vislosti s rodnim obdobim. Vyhodné jsou k tomuto Gielu zejmé-

na komplexy 1 nebo 1.1.

Podle dalZiho vyhodného provedeni vynédlezu je antigen-
ni prostifedky podle vynadlezu moZno vyuZit k léCeni a preven-
ci vyskytu ekzémi. Po podéani 1 aZ 3 nitrosvalovych nebo in-
tradermdlnich injekci nebo po mistnim podavéni antigennich
prostfedku podle vyndlezu je moZno vylé&it savce s ekzema-
tickym onemocnénim vdetné &lovéka nebo je moZno je proti
vzniku ekzému chranit, k tomuto Gfelu jsou vhodné zejména
frakce ASMP-MG, ASMP-CA a ASMP-TM a z nich zejména frakce
ASMP-MG7274, ASMP-CA9656 a ASMP-TM7279 nebo také svrchu uve-
dené komplexy 1 a 1.1.

Podle dal3iho vyhodného provedeni poskytuji antigenni
prostfedky podle vynédlezu ochranu proti vzniku neurodermiti-
dy nebo je mozZno tyto prostfedky uZit k léleni této choroby.
Po mistnim podéni antigennich prostredki podle vyndlezu je
moZno vylé&it tuto chorobu u savcl vietné &lovéka nebo je
moZno savce véetnd &lovdka proti vzniku této choroby chrénit,
k tomuto GEelu jsou vhodné zejména frakce ASMP-MG, ASMP-CA a
ASMP-TM a z nich frakce ASMP-MG7274, ASMP-CA9656 a ASMP-TM7279
nebo komplexy 1 a 1l.1.

Antigenni prostfedky podle vynadlezu je moZno pouzit k
1é8eni rdznych chorob, tak jak byly popsény napfiklad v
publikaci Klinische Immunologie, Peter H. H., (ed.). 1991,
Urban a Schwarzenberg, Mnichov, SRN, napriklad:
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1. Alergickd onemocnéni dychacich cest

1.1 Alergicki ryma a zanét spojivek

1.1.1 Sezonni rhino-conjunctivitis

1.1.2 Celoroni ryma
1.2 Praduskové asthma
1.3 Status asthmaticus
1.4 Asthma u détil

1.4.1 Obstruktivni plicni onemocné&ni po infekéni

bronchiolitidé

1.4.2 Mirné episodické nebo mirné celorodni priduskové
asthma

1.4.3 Silné celorodni pruduSkové asthma

2. Alergicka bronchopulmonarni aspergilosa

3. Potravinové alergie
3.1 Potravinové alergie, zprostfedkované IgE

3.1.1 Potravinova alergie, zprostredkovand IgE
u novorozencu
3.1.2 Potravinova alergie, zprostredkovana IgE
u dorostu a u dospélych
3.2. Potravinové alergie, zprostredkované IgG a T-burikami
3.3 NesnaSenlivost kravského mléka
3.4 Heinertv syndrom
3.5 Eosinofilni gastroenteropathie

3.6 Coeliakalni onemocnéni



4, Alergie na kousnuti/bodnuti hmyzem

5. VSechny formy koprivky

5.1 Kontaktni koprivka
5.2 KopPtivka, vyskytujici se soulasné s alergickou reakci
5.3 KopPtivka, vyskytujici se souldasné s nesndSenlivosti
raznych latek a inhibitord syntézy prostaglandinu,
pseudoalergie
5.4 Koprivka po fyzikalnich podnétech
5.4.1 Dermografie (urticaria factitia)
5.4.2 Cholinergni a adrenergni koptivka
5.4.3 Koptfivka, vyvolanid chladem
5.4.4 Koprivka, vyvolani pusobenim svétla
5.4.5 KopPrivka, vyvolani tlakem
5.4.6 Jiné vzacné formy koptivky po fyzikalnich
podnétech
5.5 Koprivkova vasculitis
5.6 Mastocytosis a urticaria pigmentosa
5.7 Koprivka spolu s infekénim onemocnénim
5.8 Koprivka spoledné s immunothyroiditidou
5.9 Koprivka s amyloidosou
6. Angioedem
6.1 Vrozeny angioneuroticky edem (HANE)
6.2 Ziskany angioneuroticky edem



7. Atopickd dermatitis, atopicky ekzém

8. Alergie na lé&iva

V néasledujici tabulce budou uvedeny nékteré vlastnosti

pathogennich kmend kvasinek v kultufe.

Vlastnosti Candida albicans DSM ¢&.

Vlastnosti kmene

Tabulka 1

9656

DSM ¢&. 9656

Epidemicky kmen 008

Popis kultury

Morfologické

vlastnosti

Pathogenni
vlastnosti

10-denni kolonie na

Sabouraudové agaru je
smetanové hladka, pas-
leskla,

nad, s centralni depre-

tovita, zvySe-
si, okraj pravidelny,

pramér 18 aZ 22 mm

sferické aZ ovalné
blastospory 3,5 aZz
5x5 az 8/um, pseudo-
hyfy, $ifka 5 aZ 8/um
hyfy 2 az 3/um, chla-
mydospory na ryzovém
agaru, prumér 13 aZ

16/um

30 dnl po i.p.injekeci
10 az 100 miliond bu-
nék bilym mySim mélo
80 % zvirat brisni

granulomy bez uhynuti

10-denni kolonie na
Sabouraudové agaru je
smetanové hladkéa, pas-
tovita, leskla, se
zvrasnénymi segmenty,
okraj nepravidelny,

prumér 15 aZ 18 mm

sferické az ovalné
blastospory, 3,5 az
5x5 az 8/um, pseudo-~
hyfy, 8ifka 5 az 8/um,
hyfy 2 az 3/um, chla-
mydospory na ryzovém
agaru, prumér 13 aZ

16/um

30 dnt po i.p. injekci
10 aZ 100 miliond bu-
nék bilym mySim mélo
80 % zvirat brisni
granulomy, 40 %
uhynuti



Podstatu vyndlezu tvori také kmen Candida albicans

DSM &. 9656, ktery byl ziskén pfimou selekci na bazi stabi-
lizace vlastnosti v kultuPe a morfologickych vlastnosti a
zeslabenim epidemického kmene &. 008, izolovaného u &lovéka

v roce 1990.

Kmen Candida albicans DSM &. 9656 se 1iSi od epidemic-
kého kmene také svoji stabilitou a morfologickymi vlastnostmi,
které si uchovava po dlouhém pasdZovani Zivnym prostredim a
také nizkou virulenci. Z tohoto kmene je moZno pfipravit zpu-
sobem podle vyndlezu vysoce Udinné a zcela bezpedné antigenni
prostredky.

Odbornikim bude zFejmé, Ze zpusob podle vynalezu je
snadno proveditelny za dosaZeni svrchu uvedenych vysledka.
Uvedend vyhodné provedeni, jednotlivé postupy a pouZité ma-
teridly jsou uvedeny pouze jako priklad, nejsou vSak urceny

pro omezeni rozsahu vynalezu.

Praktické provedeni zplsobu podle vyndlezu bude osvétle-
no néasledujicimi priklady, které rovnéz maji slouZit pouze k
ilustraci, nikoliv v3ak k omezeni zpusobu podle vynédlezu na
uvedena provedeni.

Ve v3ech uvedenych pfikladech bylo odstfedéni provadéno
30 aZ 50 minut pfi 3000 aZ 3500 g. Zivna prostfedi byla zis-
kdvéna od firem Oxoid (Unipath GmbH, Am Lippeglacis 6-8,
46483 Wesel, SRN), nebo Serva (Serva Feinbiochemica GmbH und
Co. KG, Carl-Benz-Str. 7, 69115 Heidelberg, SRN). Neni-1li uve-
deno jinak, byly houby péstovany tak, jak je popsano v kata-
logu firmy Oxoid, "5. aktualisierte deutsche Ausgabe' nebo
v EP 564 620. Kmeny hub, pouZité pro vyrobu antigennich pro-
stPedkltl podle vynalezu byly ziskédny selekci nebo zeslabenim
kmend hub, jak bylo popséno v publikaci N. V. Mazkevitch,



1981, "Spontannaja ismentchivost i1 kariologia nesovershennich

gribov", vydéno Isdatelstvo Nauka, Moskva a Ivanova L. G.,
1992, "Sistematika, morphologitvheskaja charakteristika,
biologitcheskii svojstva vosbuditelej dermatophitosov, obshih
dlja givotnich i tcheloveka", Moskva,knihovna Moskevské uni-
versity. Zakladni techniky pé&stovani bun&&nych kultur savcl

je mozno nalézt v souhrnné publikaci Doyle, Griffiths a Newell,
Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures, Hohn Wiley and
Sons, 1995. Pro testy s keratinocyty byly pouZity buiky HaCaT
podl e publikaci Boukamp a dalSi, 1988, J. Cell. Biol., 106,
str. 761 aZ 771, a Ryle a dalsi, 1989, Differentiation, 40,
str. 42 aZ 54. Stejnd dobfe je vS8ak moZno uzit také izolované
keratinocyty nebo jiné bun&dné linie keratinocytd. Koriské lym-
focyty byly izolovany a péstovany podle publikace Friemel H.,
"Immunologische Arbeitsmethoden', VEB Gustav Fischer Verlag,
Jena, 1984 nebo Paul E., "Fundamental Immunology", Raven Press,
New York, 1984. Radiologické zkoudky byly provadény v podstaté
podle publikace Boehncke a dals8i, 1994, Scand. J. Immunol.,
39, str. 327 aZ 332 a podle literarnich 0daja v této publi-
kaci. Byly uZity vodné roztoky hydroxidu sodného nebo dra-
selného a kyseliny chlorovodikové. Pokud neni vyslovné uve-
deno jinak, rozumi se rozpustnosti rozpustnost ve vodném
roztoku. Fyziologickymi nosidi p#i provéadéni dale popsanych
pokusl jsou naptiklad nosid A: vodny roztok s koncentraci

0,85 % hmotnostnich chloridu sodného, nosié B: vodny roztok

S obsahem 5 % hmotnostnich glukosy, 0,3 % hmotnostni extraktu
z masa "lab-lemco" (Oxoid) a 0,1 % hmotnostnich extraktu z
kvasnic (0xoid), nosid C: Zivné prostiedi RPMI 1640 (Serva).



Pfiklady provedeni vynédlezu

Priklad 1

Rozpustny antigenni materidl, obsahujici polysacha-

ridy a/nebo glykopeptidy typu ASMP byl pripraven z:

Trichophyton mentagrophytes, ASMP-TM, Microsporum
gypseum, ASMP-MG nebo Candida albicans, ASMP-CA nésledujicim

zpuasobem:

Houby byly pé&stoviny na agarovych plotnach zpuisobem,
popsanym v EP 564 620. Vyslednd biomasa hub byla oddélena

a pouzita pro vyrobu nasledujicich materidli:
I. ASMP-TM

i) Biomasa Trichophyton mentagrophytes byla zpracovana
pUGsobenim roztoku NaOH s koncentraci 4,5 % hmotnostnich 1
hodinu pfi teploté 140 OC, pak byla smés odstredéna 45 mi-
nut. K supernatantu byl pfidén 4M roztok kyseliny octové aZ
do dosaZeni konedéného pH 3,5. Po 2 hodinach byla usazenina
oddélena odstfedénim a na jeden objem supernatantu byly pri-
ddny 3 objemy ethanolu. Usazenina ze dvou SarZi sraZeni al-
koholem byla odstredéna a sediment byl rozpuStén v destilo-
vané vodé. Nakonec byly jednotlivé SarZe, obsahujici frakci
ASMP lyofilizovany.

ii) Biomasa Trichophyton mentagrophytes byla zpracovana
pasobenim roztoku KOH s koncentraci 0,2 % hmotnostni 1 ho-
dinu pri teploté 140 °c a pak byla smés odstredéna. Super-
natant byl zpracovan puUsobenim 1M roztoku HCl 4 hodiny do
koneéného pH 3,5 pri teploté 4 az 10 °c. Pak byla usazenina

oddélena odstfedénim a na jeden objem supernatantu byly



pfidany dva objemy ethanolu. Usazenina ze dvou 3arzi sraZe-

ni alkoholem byla odd&lena odstfedénim a rozpuSténa v desti-
lované vod&. Nakonec byly jednotlivé vzorky s obsahem frakce

ASMP lyofilizovény.

IT. ASMP-MG

i) Biomasa Microsporum gypseum byla zpracovéana pusobenim
roztoku NaOH s koncentraci 0,2 % hmotnostnich pri teploté
140 °c po dobu 2 hodin a pak byla smés odstredéna. Usazeni-
na byla znovu zpracovana roztokem NaOH s koncentraci 0,2 %
hmotnostni dal$i 2 hodiny pfi teploté 140 oC, pak byla smés
odstredéna a postup byl jedté potPeti opakovén. Konelny su-
pernatant byl zpracovan pusobenim 8M roztoku kyseliny octové
pFi konedném pH 3,5 celkem 3 hodiny pri teplotd 18 az 20 °C.
Usazenina byla oddélena odstfedénim a na jeden objem superna-
tantu byly pridény t¥i objemy ethanolu. Usazenina, ziskana
srdZenim alkoholem byla odstredéna a pak rozpusSténa v desti-
lované vodé. Nakonec byly jednotlivé SarZe s obsahem frakce

ASMP lyofilizovany.

ii) Biomasa Microsporum gypseum byla zpracovivana pusobe-
nim roztoku KOH s koncentraci 3 % hmotnostni p¥i teploté

75 °C celkem 6 hodin a pak byla smés odstfedéna. Usazenina
byla znovu zpracovéana pusobenim roztoku NaOH s koncentraci
3 % hmotnostni dal3ich 6 hodin pfi teploté 75 °Cc a pak byla
smés znovu odstfedéna. Vysledny supernatant byl pak zpraco-
vavan pUsobenim 0,5 M roztoku kyseliny chlorovodikové pri
konedném pH 3,5 celkem 4 hodiny pfi teploté 4 aZ 10 °c.
Usazenina byla oddélena odstfedénim a na jeden objem superna-
tantu byly pPridany t#i objemy methanolu. Usazenina, vznikla
po sraZeni alkoholem byla oddélena odstfedénim a rozpusténa
v destilované vodé&. Nakonec byly jednotlivé SarZe s obsahem
frakce ASMP lyofilizovéany.



III. ASMP-CA:

i) Biomasa Candida albicans byla zpracovavana pusobenim
roztoku NaOH s koncentraci 3,0 % hmotnostnich 6 hodin pPi
teploté 75 ° a pak byla smés odstredéna. Usazenina byla
znovu zpracovédna pusobenim NaOH s koncentraci 3,0 % hmotnost-
nich daldich 6 hodin pfi teploté 75 °c a pak byla smés znovu
odstfeddna. Vysledny supernatant byl zpracovan pridéanim 12M
roztoku kyseliny octové do konedného pH 3,5, zpracovani trva-
lo 2 hodiny p?i teploté 4 aZ 10 °c. Usazenina byla oddélena
odstfed&nim a pak byly na jeden objem supernatantu piidény
dva objemy methanolu. Usazenina, vznikld sréZenim alkoholem
byla oddé&lena odstifeddnim a rozpudténa v destilované vodé.

Pak byly jednotlivé SarZe s obsahem frakce ASMP lyofilizovéany.

ii) Biomasa Candida albicans byla zpracovéna plsobenim
roztoku KOH s koncentraci 4,5 % hmotnostnich celkem 3 hodiny
pfri teploté 35 °c a pak byla smés odstredéna. Usazenina byla
zpracovavana pusobenim roztoku NaOH s koncentraci 4,5 % hmot-
nostnich 3 hodiny pri teploté 35 OC, pak byla smés odstredé-
na a cely postup byl opakovan potfeti. Vysledny supernatant
pak byl zpracovavan pridénim 0,25 M roztoku HCl 4 hodiny prfi
pPH 3,5 a pri teploté 18 az 20 °c. Usazenina byla oddélena od-
sttfedénim a pak byly na jeden objem supernatantu pridéany dva
objemy ethanolu. Usazenina, kterad vznikla sraZenim alkoholem
byla oddé&lena odstfed&nim a pak byla rozpuSténa v destilované
vod&. Nakonec byly jednotlivé SarZe s obsahem frakci ASMP
lyofilizovany.

Priklad 2

Antigenni nerozpustny materidl, obsahujici polysacha-

ridy a/nebo glykopeptidy, ANMP byl p¥ripraven z:



Trichophyton mentagrophytes, ANMP-TM, Microsporum

gypseum, ANMP-MG nebo Candida albicans, ANMP-CA pFi pouZziti
nasledujiciho postupu:

Houby byly p&stovéany na agarovych plotnéch zpusobem,
popsanym v EP 564 620. Biomasa hub byla oddélena a pouZita
pro vyrobu nasledujicich materidlu:

I. ANMP-TM:

i) Trichophyton mentagrophytes bylo zpracovavéno pusobe-
nim roztoku NaOH s koncentraci 0,2 % hmotnostnich 24 hodin
pri teploté 35 °Cc a pak byla smés odstfedéna. Usazenina by-
la zpracovavédna 0,3M roztokem kyseliny octové 3 hodiny pri
teploté 60 °c a pak byla pétkrat promyta destilovanou vodou.
KaZdy promyvaci stuperl byl nasledovan odstfedénim. Konedna
usazenina byla znovu uvedena do suspenze ve vodném roztoku
s koncentraci 0,85 % hmotnostnich NaCl (nosié A) do koneéné
koncentrace ANMP-TM 0,5 % objemovych. Prostfedek s obsahem
ANMP-TM byl pak uloZen ve formé suspenze pri teploté& v roz-

mezi 2 az 10 °C.

ii) Biomasa Trichophyton mentagrophytes byla zpracovéana
pUsobenim roztoku KOH s koncentraci 0,2 % hmotnostnich 24
hodin pri teploté 35 °Cc a pak byla smés odstrfedéna. Usazeni-
na byla zpracovédna pusobenim 0,1 M roztoku HCl celkem 30 mi-
nut pri 70 °c a pak byla pétkrat promyta destilovanou vodou.
KaZdy promyvaci stupefi byl nasledovan odstifedénim. Konedéna
usazenina byla znovu uvedena do suspenze v Zzivném prostiedi
RPMI 1640 (nosid C) do konedéné koncentrace ANMP-TM 1,5 %
objemovych. Tento prostfedek s obsahem ANMP-TM byl pak uloZen
ve formé suspenze pri teploté 2 az 10 °c.



ITI. ANMP-MG:

i) Biomasa Microsporum gypseum byla zpracovavéana pusobenim
roztoku NaOH s koncentraci 3 % hmotnostni 6 hodin pfi teploté
75 °C a pak byla smds odstfedéna. Sediment se znovu zpracova-
va 3% roztokem NaOH daldich 6 hodin pdi teploté 75 °C a pak

se smds znovu odstfedi. Na vyslednou usazeninu se puasobi 0,7M
roztokem kyseliny octové 4 hodiny pfi teploté 60 °c a pak se
smés 5x promyje destilovanou vodou. Po kaZdém promyti se smés
odstPedi. Konednéd usazenina se znovu uvede do suspenze ve vod-
ném roztoku, obsahujicim 5 % hmotnostnich glukosy, 0,1 % hmot-
nostnich extraktu z kvasnic (Oxeoid) a 0,3 % hmotnostnich z
extraktu z masa "lab lemco'" (Oxoid) jako nosie B aZ do konel-
né koncentrace 2,5 % objemovych ANMP-MG. Antigenni prostredek

ANMP-MG se pak skladuje ve formé suspenze pri teploté 2 az 10°%¢.

ii) Biomasa Microsporum gypseum byla zpracovavana rotokem
°c
a pak byla smés odstfeddna. Postup byl jeSté dvakrat opako-

KOH s koncentraci 3 % hmotnostni 3 hodiny pfi teploté 35

van. Vysledni usazenina byla zpracovavéana pusobenim 0,5 M ky-
seliny chlorovodikové 30 minut pri teploté 80 °c a pak byla

5x promyta destilovanou vedou. KaZdy promyvaci stupen byl na-
sledovan odstfedénim. Konelnd usazenina byla znovu uvedena do
suspenze v zivném prostifedi RPMI 1640 (nosié C) aZ do konedné
koncentrace 2,0 % objemovych ANMP-MG. Antigenni prfipravek
ANMP-MG pak byl skladovan ve formé suspenze pfi teploté v roz-

mezi 2 az 10 °C.

IIT. ANMP-CA:

i) Biomasa Candida albicans byla zpracovavédna pusobenim
roztoku NaOH s koncentraci 4,5 % hmotnostnich 2 hodiny pri
teplotd 140 °C a pak byla smés odstredéna. Usazenina byla

znovu zpracovavéna pusobenim roztoku NaOH s koncentraci



4,5 % hmotnostnich 2 hodiny pfi teploté 140 °c a pak se smés

znovu odstPedi. Stejny postup se opakuje jeSté& potFeti. Vy-
slednd usazenina se zpracovivéa pusobenim 1M roztoku kyseli-
ny octové 1 hodinu pri teploté 60 °c a pak se 5x promyje des-
tilovanou vodou. Po kaZdém promyvacim stupni se smés odstre-
di. Vyslednd usazenina se znovu uvede do suspenze ve vodném
roztoku chloridu sodného s koncentraci 0,85 % hmotnostnich
(nosid A) do konedné koncentrace 1,5 % objemovych ANMP-CA.
Antigenni prostfedek ANMP-CA byl pak skladovan ve formé sus-
penze pri teploté 2 aZz 10 °c.

ii) Biomasa Candida albicans se zpracovava pusobenim roz-
toku KOH s koncentraci 4,5 % hmotnostnich 2 hodiny pri tep-
lotd 140 °C a pak se smés odstfedi. Usazenina se znovu zpra-
covava pusobenim 4,5% roztoku NaOH dal$i 2 hodiny pPi teplo-
t& 140 °C a vyslednd usazenina se zpracovava pusobenim 0,1 M
roztoku Kyseliny chlorovodikové 30 minut p#i teploté 100 °c
a pak se smés 5x promyje destilovanou vodou. Po kazdém promy-
vacim stupni se smés odstredi. Konelné usazenina se znovu
uvede do suspenze v Zivném prostfedi RPMI 1640 (nosi& C) do
kone&né koncentrace 2,5 % objemovych ANMP-CA. Ziskany anti-
genni prostfedek ANMP-CA se pak uloZi ve formé suspenze pri
teplotd 2 az 10 °C.

Priklad 3

Antigenni exogenni materiil obsahujici polysacharid
a/nebo glykopeptidy, AEMP, byl pripraven pri pouZiti kapal-
nych kultur:

Trichophyton mentagrophytes AEMP-TM, Microsporum gyp-
seum AEMP-MG nebo Candida albicans AEMP-CA.

Kapalné kultury byly péstovadny za podminek, popsanych
v EP 564 620. Jednotlivé prostredky typu AEMP byly ziskéany
nasledujicimi postupy:



I. AEMP-TM: Trichophyton mentagrophytes se inkubuje 240

hodin prfi teploté 26 °c v 1000 ml destilované vody. Pak se
kultura, obsahujici priblizné l,2xlO8 bunék/ml odstredi.
Supernatant se lyofilizuje a rozpusti ve 100 ml destilované
vody, pPidaji se tFi objemy methanolu a vznikléd sraZenina
se rozpusti ve vodném roztoku. Supernatant se lyofilizuje,
¢imz se ziskéd AEMP-TM.

IT. AEMP-MG: Microsporum gypseum se péstuje 50 hodin pfi
teploté 28 O¢c ve 200 ml noside C, kterym je prostfedi RPMI
1640 (Serva). Kultura, ktera obsahuje pribliZné 3 x 107 bu-
nék/ml se pak odstfedi. Supernatant se lyofilizuje a pak se
rozpusti ve 20 ml destilované vody, pridaji se dva objemy
methanolu a vznikla sraZenina se rozpusti ve vodném roztoku.
Supernatant se lyofilizuje, dimZ se ziskéd antigenni prostre-
dek AEMP-MG.

III. AEMP-CA: Candida albicans se péstuje 30 hodin v 800 ml
nosile B, ktery obsahuje 1 % hmotnostni extraktu z masa lab-
~-lemco (Oxoid), 0,1 % hmotnostni extraktu z kvasnic (Oxoid)

a 5 % hmotnostnich dextrosy, teplota v prib&hu péstovani je
37 °C. Pak se kultura, obsahujici pfiblizn& 10° bundk/ml od-
stfedi. Supernatant se lyofilizuje, rozpusti se v malém mnoz-
stvi destilované vody, pridaji se dva objemy methanolu a
vznikléd sraZenina se rozpusti ve vodném roztoku. Supernatant

se lyofilizuje, &imZ se ziska AEMP-CA.

Priklad 4

V tomto pfikladu byl sledovéan vliv rdznych antigen-
nich prostfedkd na rist keratinocytd v bunédné kultutre
(kultury bunék HaCaT).



I. P#i tdchto pokusech byly pouZity v rdznych koncentra-
cich antigenni frakce ASMP-TM, ANMP-TM a AEMP-TM, pPriprave-
né z Trichophyton mentagrophytes DSM &. 7279, ASMP-MG,
ANMP-MG a AEMP-MG, pPfipravené z Microsporum gypseum DSM ¢.
7274 a ASMP-CA, ANMP-CA a AEMP-CA, pPipravené z Candida al-
bicans DSM &. 9656. Frakce ANMP byly pPfipraveny zpUsobem

podle pfikladu 2, byly lyofilizovény a znovu uvedeny do sus-—
penze v PBS; jde o fyziologicky roztok chloridu sodného s
fosfadtovym pufrem v koncentraci 6,7 mM pri fyziologickém pH
pribliZné 7,2 (Serva, &islo v katalogu 17-516).

Pro péstovani byly uZity plotny pro tkéanové kultury

s dvanécti vyhloubenimi (Falcon) s plochym dnem a povrcho-
vou plochou 9,6 cm2. Do kaZdého vynloubeni bylo uloZeno
0,15 ml suspenze keratinocytu, bundk HaCaT s obsahem pri-
bliZné 1 milion bunék/ml Zivného prostfedi, kterym bylo
prostfedi RPMI 1640, doplnéné 10 % hmotnostnimi fetélniho
teleciho séra, dale byly do vyhloubeni uloZeny 2 ml Zivné-
ho prostfedi a 0,02 aZ 0,1 ml antigenni frakce, rozpusSténé
v PBS. Do kontrolnich vyhloubeni nebyl pridén ZAadny anti-
genni materidl. Péstovani bylo uskuteénéno v inkubatoru v
pritomnosti 5 % objemovych oxidu uhlilitého pri teploté

37 °c po dobu pfibliZné 48 hodin aZ do vytvoreni souvislé

jednoduché vrstvy bunék v kontrolnich vyhloubenich.

Inhibice rGstu bunék byla urdovéana tak, Ze byly srovna-
vany plochy, prekryté bufikami na plotnach s obsahem antigen=
nich frakei a v kontrolnich vyhloubenich, pfidemZ plocha,
prekrytéd kontrolnimi bufikami bez antigennich frakci byla po-
vazovana za 100 %. Ziskané vysledky jsou dale shrnuty v ta-
bulkéch 2 a 3.

Inhibice bunédného rdstu byla pozorovéana pro frakci
ASMP-MG v koncentraci 0,1 mg/ml, pro frakci ASMP-TM v kon-
centraci 0,3 mg/ml a pro frakci ASMP-CA v koncentraci 1 mg/ml.
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Pro frakci ANMP (MG, TM i CA) bylo moZno pozorovat inhibici
ristu bundk pro koncentraci 1 mg/ml. Pro AEMP-MG bylo moZno
pozorovat inhibici bun&&ného ristu v koncentraci 0,3 mg/ml

a pro frakci AEMP-TM a AEMP-CA byla pozorovéana inhibice ris-
tu bundk pro koncentraci 1 mg/ml.

P¥iklad 5
Byl stanoven vliv raznych antigennich frakci na pro-

liferaci kofiskych lymfocytu.

K tomuto pokusu byly uZity antigenni frakce ASMP a AEMP
kment T. mentagrophytes DSM &. 7279, M. gypseum DSM &. 7274
a C. albicans DSM &. 9656. Byla pripravena suspenze, obsahu-
jici lymfocyty z islandskych koni v mnoZstvi 40 000/ml v Ziv-
ném prostiedi. Bylo uZito Zivné prostfedi RPMI 1640, doplnéné
10 % hmotnostnimi fetidlniho teleciho séra. Lymfocyty byly pés-
tovany pPri pouZiti ploten pro tkafiové kultury s 96 vyhloubeni-

mi, jejichZ dno mélo zaobleny tvar U (Falcon &. 3077). Do kaZ-

dého vyhloubeni
a 20 mikrolitrd

nich vyhloubeni

bylo uloZeno 200 mikrolitrd bunélné suspenze
antigenni frakce, rozpuSté&né v PBS. Do kontrol-
nebyl pfidén antigenni materidl.

Plotny s tkéafovymi kulturami byly inkubovany pri teplo-
t& 37 % v pPitomnosti 5 % objemovych oxidu uhliditého 72 ho-
din. Pak bylo Zivné prostfedi vyménéno a do kazdého vyhloube-
ni byl pfidén 1 mikrolitr roztoku s obsahem H3—thymidinu. Pak
byly butiky dale péstovany JjeSté 12 hodin, nadeZ byly kultury
promyty pfi pouZiti PBS. Proliferace bunék byla stanovena ra-
diologickymi zkouSkami zpusobem podle publikace Boehncke a
1994, Scand. J. 39, 327 az 332. Urlova-
ni proliferace bundk bylo provadéno srovnanim zkuSebnich kul-

dalsi, Immunol., str.
tur s kontrolnimi kulturami, k nimZ nebyl pfidén antigenni

materidl. Hodnoty pro kontrolni kultury byly povazovany za
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100 %. Vysledky tdchto testd jsou shrnuty v tabulce 4. Jed-
notlivé antigenni frakce m&ly na proliferaci lymfocytd in-
hibidni nebo stimuladni G&inek.

Priklad 6

V tomto prikladu jsou popsény typické komplexni pro-
sttedky. Komplexy 1 aZ 5, popsané v tomto pfikladu byly pri-
praveny z Trichophyton mentagophytes DSM &. 7279, Microspo-

~

rum gypseum DSM &. 7274 nebo Candida albicans DSM &. 9656.

I. Komplex 1 obsahuje ASMP-TM, ASMP-MG a ASMP-CA, prikla-
dy vhodnych nosidl a koncentrace jednotlivych frakci jsou

uvedeny v néasledujici tabulce:

Koncentrace (mg/ml)

A B C
ASMP-TM7279 5 10 30
ASMP-MG7274 5 10 30
ASMP-CA9656 5 10 30
v nosidi v nosidi v nosidi
A nebo B A nebo B A nebo B
nebo C nebo C nebo C

Komplex 1.1 obsahuje ASMP-MG a ASMP-CA ve vhodném
nosidi, priklady nosidd a koncentrace jednotlivych frakci

jsou uvedeny v nésledujici tabulce:
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Koncentrace (mg/ml)

A B C
ASMP-MG7274 5 10 30
ASMP-CA9656 5 10 30

v nosidi v nosicdi v nosidi
A nebo B A nebo B A nebo B

- nebo C nebo C nebo C

iI. Komplex 2 obsahuje ANMP-TM, ANMP-MG a ANMP-CA ve
vhodném nosidi, pPfiklady nosidd a koncentrace jednotli-

vych frakei jsou shrnuty v nédsledujici tabulce:

Koncentrace (% objemova)

A B C D
ANMP-TM7279 0,5 1,0 1,5 2,5
ANMP-MG7274 0,5 1,0 1,5 2,5
ANMP-CA9656 0,5 1,0 1,5 2,5

suspenze suspenze suspenze suspenze
v nosici v nosidi v nosidi v nosili
A nebo B A nebo B A nebo B a nebo B
nebo C nebo C nebo C nebo C

III. Komplex III obsahuje frakce AEMP-TM, AEMP-MG a AEMP-CA
ve vhodném nosidi, priklady koncentraci frakci a nosicéa

jsou uvedeny v nédsledujici tabulce:
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Koncentrace (mg/ml)

A B C
AEMP-TM7279 5 10 30
AEMP-MG7274 5 10 30
AEMP-CA9656 5 10 30
- v nosici v nosidi v nosili
A nebo B A nebo B A nebo B
nebo C nebo C nebo C

Iv. Komplex 4 obsahuje frakce ANMP a AEMP ve vhodném nosi-
8i, ptiklady sloZeni t&chto komplexl a koncentrace jednotli-

vych frakci budou dale uvedeny.

i) Komplex 4.1

ANMP-~CAS656
AEMP~TM7279

v nosii A nebo B nebo C.

ii) Komplex 4.2

7,1 mg/ml

2,5 % objemovych

Koncentrace

A

B

ANMP-MG7274

ANMP-TM7279

AEMP-TM7279

2,5 % obj

2,5 % obj.

10,5 mg/ml
v nosici
A nebo B
nebo C

. 3,0 % obj.

3,0 % obj.
18,5 mg/ml
v nosici
A nebo B

nebo C
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V. Komplex 5 obsahuje ASMP a ANMP ve vhodném nosili,
priklady slozeni tohoto komplexu jsou uvedeny v néasledujici
tabulce:
Koncentrace
A B
ANMP-MG7274 1,75 % abj. 3 % obj.
ANMP-TM7279 1,75 % obj. 3 % obj.
ASMP-CA9656 15,6 mg/ml 15,6 mg/ml
v nosicdi v nosicdi
A nebo B A nebo B
nebo C nebo C

Priklad 7

Bezpednost podavani riznych antigennich prostiedkd

byla zkouména pokusy s odkovénim na riuznych ZivoéiSnych mo-

delech, 3lo o bilé my3i, morlata a koné.

Antigenni frakce byly pripraveny zpUsobem podle pri-
kladu 1 aZ 3 a 6 z Trichophyton mentagrophytes DSM &. 7279,
Microsporum gypseum DSM &. 7274 nebo Candida albicans
DSM ¢. 9656.

U v8ech odkovanych zvifat bylo 1 aZ 5 dnd po olkova-
ni sledovano kaZdy den nékolik nésledujicich parametri,
kterymi byl vyhodnocen celkovy stav odkovanych zvirat.

1. Celkovy stav

-~ chut k jidlu

- ovlivnéni hybnosti.
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2. Mistni reakce

- otok a zanét v misté injekce,
- zména teploty v misté injekce

- bolestivost v misté injekce

- nezbytnost 1léCeni mista injekce.

I. Antigenni prostfedky byly podavany injekéné jednou ne-

v bo dvakrat v intervalu 10 dnd, a to intraabdomindlné bilym
my3im a intraabdomindlné a podkoZné morlatim. Antigenni pro-
stfedky, jejich koncentrace a zjiSténé vysledky jsou shrnuty
dile v tabulkdch 5 a 6 A a B. PodkoZni nebo intraabdominéalni
injekce houbovych antigent ve formé jednotlivych frakci nebo
komplexnich prostfedk vét3inou nemély Zadny neZédouci vliv
na celkovy stav zvifat a nebyla pozorovana ani mistni reakce
v misté injekce.

II. Komplexni prostfedky s antigeny hub, popsané v prikla-
du 6, to znameni komplexy 4.1, 4.2 a 5 byly aplikovéany in-
jekéné témuZ koni na razni mista, $lo o levou a pravou stra-
nu $ije a jeden z hrudnich svalt. K vakcinaci byla uZita tFi
zvitata. : i) brezi klisna, ii) hfib& ve stari 7 aZ 8 mésicuy,
iii) hrfebec ve stari 6 let. Antigenni prostredky, jejich kon-

centrace a ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.

Nitrosvalovad injekce antigend hub ve formé komplexniho
prostfedku neovlivnila celkovy stav koni a mistni reakce v
mist& injekce rovndZ nebyla pozorovana. Tyto zkouSky tedy
prokazuji velmi dobrou bezpelnost podavani antigennich pro-

stfedkl podle vynélezu.



Priklad 8

Vliv riznych antigennich prostfedkd na stav pokoZky a
srsti byl sledovéan u bilych mySi.

Antigenni prostfedky byly pPipraveny zpusobem podle
prikladd 1 a%Z 3 a 6 z Trichophyton mentagrophytes DSM &.

7279, Microsporum gypseum DSM ¢&. 7274 nebo Candida albi-
cans DSM &. 9656,

Antigenni prostfedky byly vstfikovéany dvakrat v in-
tervalu 10 dn@ intraabdomindlné bilym my3im. Pak byl 5 dna
pozorovan stav pokoZky a srsti. Antigenni prostredky, je-
jich koncentrace a ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce
8. Z tabulky je zPejmé, Ze injekce antigennich prostfedki
zlep3ily stav pokoZky i srsti bilych my3i ve srovnani s kon-

trolnimi zviraty, postiZenymi dermatitidou.

Priklad 9

U&innost t#i rGznych antigennich prostredkd byla sle-
dovana tak, Ze prostfedky byly pouzity k ockovani island-
skych koni, trpicich letnim ekzémem. Kontrolnim zviratim

bylo podéavano placebo.

Antigenni prostfedky byly pripraveny zpusobem podle
pfikladd 1 aZ 3 a 6 z T. mentagrophytes DSM &. 7279, M.
gypseum DSM &. 7274 a C. albicans DSM &. 9656. V prubéhu
pokusu byl tPikrdt vstfiknut kaZdy antigenni prostiedek
nitrosvalové v objemu 1 ml. Interval mezi injekcemi byl
5 dnl. Injekce byly podavany strfidavé na pravou a levou
stranu do hrudniho svalu. Antigenni prostfedky, Jjejich kon-
centrace a ziskané vysledky jsou dale shrnuty v tabulkéch
9 a 10.



Po podavani antigennich prostfedkl s obsahem ASMP-MG
7274, ASMP-TM7279 a ASMP-CA 9656 doSlo u vSech t#i olkova-
nych koni k Gplnému vyléleni do 4 tydnd po tFeti injekei.

U koni z kontrolni skupiny, jimZ byl vstfiknut nosil A bez

antigenu nebylo moZno pozorovat Zadné znamky vyléceni.

Pfiklad 10

Bezpednost podavani ti#i rdznych antigennich prostfedki
byla sledovéna odkovéanim islandskych koni, trpicich letnim

ekzémem, kontrolnim zvifatim bylo podadvéano placebo.

Antigenni prostfedek byl pFipraven zpusobem podle
priklada 1 aZ 3 a 6 z T. mentagrophytes DSM &. 7279, M.
gypseum DSM &. 7274 a C. albicans DSM &. 9656. OCkovéani
probihalo tak, Ze byl trikrat nitrosvalové vstriknut 1 ml
nosice A s obsahem pPFislusného antigenniho prostfedku. In-
terval mezi injekcemi byl 5 dna. Injekce byly podavéany
stfidavé na pravou a levou stranu do hrudnich svala. Zvi-
Fata byla pozorovéna ke zji3dténi pfipadnych vedlejSich
G¢inkl 3 dny po kaZdé injekci. PouZité antigenni prostred-
ky, jejich koncentrace a dosaZené vysledky jsou shrnuty v
tabulce 11l. Nebylo moZno pozorovat Zadné vedlejSi a&inky,
jako zvySenou teplotu nebo ztratu chuti k jidlu. Pouze v
pripadé jednoho antigenniho prostfedku doS$Slo v misté in-
jekce v misté otoku. Tento mirny vedlejSi Glinek byl po-
zorovan pouze u jednoho koné. U Zadného z koni nebyla po-

zorovéna bolestivost v misté podani.

Priklad 11

Antialergickd G8innost jednotlivych frakci ASMP-TM7279,
ASMP-MG7274 a ASMP-CA9656 a také Glinnost komplexu 1, obsa-
hujiciho ASMP-TM7279, ASMP-MG7274 a ASM-CA9656 byla sledovéana

na laboratornich zvifatech jako na ZivoliSném modelu.



Jednotlivé frakce byly pPipraveny zpusobem podle

ptrikladu 1. Komplex 1 byl pPripraven zpusobem, popsanym v
prikladech 1 a 6.

My3i CF-1 byly sensitizovény podle postupu, uvedeného
pro zkouSku na otok my3$iho ucha v publikaci Gad SC., Dimm
BK, Dobbs DW, Reilly C, Walsh RD, Development and Valida-
tion of an Alternative Dermal Sensitization Test: The Mouse
Ear Swelling Test, MEST, Toxicology and Applied Pharmacolo-
gy, 84, 93 az 114, 1986. Jde o dobfe znamy, uznavany a také
OECD pPrijimany test pro zjidténi Glinnosti alergickych léatek.
Aby bylo moZno prokédzat Géinnost komplexu nebo jeho jednot-
livych frakci proti alergickym reakcim u laboratornich zvi-
rat, mélo by dojit k prevenci otoku uSi, k némuZ by jinak
doSlo pusobenim alergenu. Soulasné byla provedena slepéa

zkou3ka pPi pouZiti dvou odlis3nych alergenu.

ZkouSka MEST byla provadéna na mySich CF-1, které jsou
na pUsobeni alergen nejcitlivéjs$i. Byly uZity mySi CF-1 ve
stédfi 6 aZ 10 tydnu, jimZ bylo po vyholeni pokozky bricha
injek&n& podéno 0,05 ml Freundova pomocného prostrfedku a pak
bylo naneseno 100 mikrolitrd l-chlor-2,4-dinitrochlorbenzenu
DNCB jako alergenu v jednom pokusu, v dal$im pokusu byl mist-
né nanesen alergen z roztole v obdobi ve dni O aZ 4. Po 7
dnech bylo 20 mikrolitru alergenu podano mistné& do jednoho
ucha, na druhé ucho byl nanesen roztok, v némZ byly alergeny
rozpudtdny. Po 24 a 48 hodinach byla méfena tloudtka ucha.
TentyZ postup byl proveden u kontrolni skupiny, jiZ byl mis-
to komplexu Gdinnych latek nebo jeho frakci podan pouze roz-
tok jako placebo.

Bylo prokéazéno, Z%e po podéni jednotlivych frakci
ASMP-TM7279, ASMP-MG7274 a ASMP-CA9656 i po podani komplexu



1, obsahujiciho ASMP-TM7279, ASMP-MG7274 a ASMP-CA9656 do-

chdzi v 90 % ke sniZeni otoku ucha po sensitizaci alergenem

z roztodd a v 87,5 % ke sniZeni otoku ucha po sensitizaci
DNCB 48 hodin po opétném naneseni alergenu ve srovndni s
kontrolnimi skupinami.

Priklad 12

U&innost komplexniho prostfedku, obsahujiciho antigen-
ni frakce ASMP-MG7274 a ASMP-CA9656, pripravené podle pri-
kladu 1, byla prokédzédna olkovanim islandskych koni, trpicich
letnim ekzémem.

Po podéani intradermélnich injekci s objemem 0,4 ml a
S obsahem noside A, obsahujiciho 0,2 mg MG a 0,2 mg CA 3x
po sobé s intervalem 5 dnG mezi jednotlivymi injekcemi do-
8lo k vylédeni odkovanych koni 3 tydny po posledni injekci,
jak je moZno prokédzat podstatnym sniZenim klinickych prfi-

znakQ. PFi tom nebyly pozorovany Z&adné vedlejSi Gcinky.

Priklad 13

U8innost antigenniho prost¥edku, pripraveného zpusobem
podle p¥rikladu 1 (ASMP) z Microsporum gybseum DSM &. 7274
byla prokéazana tak, Ze prostifedek byl pouZit k olkovani mu-
Ze ve stari 41 let, trpiciho ekzémem se zéndtlivou reakci,
svédénim a erozemi pokoZky mezi &tvrym a patym prstem u
nohou.

Tomuto muZi byl pouze jednou intradermdlné vstriknut
objem 0,1 ml noside A s obsahem 0,4 mg ASMP-MG7274. Po 4 aZ
5 dnech po injekci bylo misto infekce vylé&eno.



Sv&déni vymizelo jiZ 24 hodin po podéani injekce. Ne-

byly pozorovany ZAadné zavéiné vedlejsi Glinky.

Priklad 14

U&innost .antigenniho prost¥edku, pfipraveného zpuso-
bem podle pFikladu 1 (ASMP) z Candida albicans DSM &. 9656
pPi 1é8eni neurodermitidy byla prokazana v prib&hu nasledu-

jici zkousSky.

Prostifedek ASMP-CA9656 byl pridan do krému na ruce,
"Kamill Hand und Nagelcreme" (Procter und Gamble) do koned-
né koncentrace 60 mg ASMP-CA9656/ml krému, Prostredek byl
nandSem mistnd na pokoZku v blizkosti obou usSi tfiletého
déviatka, trpiciho v tomto misté neurodermitidou s tvorbou
Zlutavych strupt. Krém byl nanédSen mistné pouze na porusenou
oblast pokoZky po dobu 30 dnad jednou denné. Po této dobé byl
vzhled pokoZky zcela norméalni. Nebyly pozorovany zadné vedlej-

v .

g1 G&inky.

Priklad 15

Byla prokazovana G&innost antigenniho prostfedku, pri-
praveného zpusobem podle prikladu 1 (ASMP) z Microsporum

gypseum DSM &. 7274 pfi léCeni ekzému.

ASMP-MG7274 byl pfidén do krému, byl uZit krém "Kamil
Hand und Nagelcreme" (Procter und Gamble) do konedné koncen-
trace 60 mg ASMP-CA9656/ml krému. Tento krém byl jednou den-
né pod obu 30 dni nand3en na prstenik pravé ruky 30 letého
muZe, trpiciho ekzémem se zanétem, svddédnim a erozi pokozky
v této oblasti. Po uvedeném &asovém obdobi doSlo k Gplnému
vylédeni. Svédéni vymizelo jiZ po n&kolika dnech. Vedlejsi

0¢inky nebyly pozorovany.



Priklad 16

U&innost antigennich prostfedkd, pfipravenych zpusobem
podle prikladu 1 (ASMP) z Microsporum gypseum DSA &. 7274,
Trichophyton mentagrophytes DSM &. 7279 a Candida albicans
DSM &. 9656 byla zkouména vakcinaci koné ve stari 5 let, u
n&jZz nedodlo aZ do dervna k vyméné zimni srsti. Byly uZity
t?i injekcé nitrosvalové v intervalu 5 dnG, byl uzZit objem
1 ml noside A, obsahujiciho 15 mg kaZdého z antigennich pro-
stfedkll ASMP-MG7274, ASMP-TM7279 a ASMP-CA9656, konelna kon-
centrace byla 45 mg ASMP/ml. V prub&hu 15 dnl doS$lo k Gplné
vyméné& srsti, tak jak k ni v tomto obdobi méd dojit. Nebyly

pozorovany Zadné vedlejSi G&éinky.

Priklad 17

Byla prokazovéna G&innost komplexniho antigenniho
prostifedku, pripraveného zpusobem podle prikladu 1 (ASMP)

~

z Microsporum gypseum DSM &. 7274, Trichophyton mentagro-
phytes DSM &. 7279 a Candida albicans DSM &. 9656 pri 1é-
¢eni alopecie.

K pokusu byli uZiti dva koné ve stari 7 let, trpici
alopecii. Jeden z nich mél tri aZ pét a druhy sedm aZ deset
loZisek alopecie na rGznych mistech povrchu téla. Byla uZi-
ta vakcina, obsahujici 10 mg kaZdého antigenniho prostredku
ASMP-MG7274, ASMP-TM7279 a ASMP-CA9656 v 1 ml nosice A, ko-
nednéd koncentrace prostfedku byla 30 mg/ml. Tato vakcina
byla podavéna nitrosvalovou injekci celkem t¥ikrat, interval
mezi jednotlivymi injekcemi byl 5 dni. Do8lo k vymizeni
v3ech loZisek alopecie u obou koni do 10 dnd po poslednim
podani odkovaci latky. V pribéhu lédeni nebyly pozorovany

zadné vedlejsi priznaky.



Priklad 18

Byla prokazovéna G&innost komplexniho antigenniho pro-
stfedku, pripraveného zpusobem podle prikladu 1 (ASMP) z
Microsporum gypseum DSM &. 7274, Trichophyton mentagrophy-
tes DSM &. 7279 a Candida albicans DSM &. 9656 pri léceni
alopecie u koni.

K&l ve stari 10 let trpél alopecii na 10 aZ 12 ruznych
mistech na povrchu celého t&la. K 1léfeni byla pouZita vakci-
na, obsahujici 15 mg kaZdého antigenniho prostfedku ASMP-MG
7274, ASMP-TM7279 a ASMP-CA9656 v 1 ml noside A, koneéna
koncentrace prostredku byla 45 mg/ml. Vakcina byla podéna
nitrosvalové 3x, interval mezi jednotlivymi injekcemi byl
5 dnu. Do3lo k Gplnému vymizeni alopecie na celém povrchu
téla do 15 dnu po podéni posledni injekce. Nebyly pozorova-
ny zidné vedlej$i ulinky.

Priklad 19

Byla prokazovéana G&innost komplexniho antigenniho
prostfedku, pfipraveného zpusobem podle prikladu 1 (ASMP)
z Microsporum gypseum DSM &. 7274, Trichophyton mentagro-
phytes DSM &. 7279 a Candida albicans DSM &. 9656 pri 1é-

Ceni alopecie u psu.

Fena ve stari 3 roky trpéla alopecii na dvou aZ trech
riznych mistech po celém téle. K lé8eni byla uZita vakcina,
kterd obsahovala 10 mg kaZdého z antigennich prostfedki
ASMP-MG7274, ASMP-TM7279 a ASMP-CA9656 v 1 ml nosile A, ko-
neéna koncentrace prostfedku byla 30 mg/ml. Vakcina byla
podana trfikrat nitrosvalové, interval mezi jednotlivymi in-
jekcemi byl 5 dnu. K Gplnému vymizeni mist bez srsti doslo
do 15 dna po posledni injekci. Vedlej$i GEinky nebyly po-
zorovany.



Priklad 20

Byla prokazovéna G8innost antigennich prostfedkd,
pfipravenych zplUsobem podle pfikladu 1 (ASMP) z Microsporum
gypseum DSM &. 7274, Trichophyton mentagrophytes DSM &.

7279 a Candida albicans DSM &. 9656 pri lédeni alopecie u
psa.

Prostifedek byl pouZit u dvou psich samcd ve staZi 5
a 8 let, trpicich alopecii na dvou aZ &tyfech raznych mis-
tech na povrchu té&la. Vakcina obsahovala 15 mg kaZdého an-
tigenniho prostredku ASMP-MG7274, ASMP-TM7279 a ASMP-CA9656
v 1 ml noside A, konednd koncentrace prostfedku byla 45 mg/ml.
Vakcina byla podéna nitrosvalové celkem trikrat, intervaly
mezi jednotlivymi injekcemi byly 5 dn. Do 30 dnd po posled-
nim podani vakciny do$lo k Gplnému vymizeni mist bez srsti.

Nebyly pozorovany zadné vedléjsSi G&inky.
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Pfehled obrazkd na vykresech

Na obr. 1 aZ 4 je zndzorné&no NMR-spektrum frakci ASMP
a AEMP, ziskané Gdaje byly zaznamendny za nésledujicich pod-

minek:

Spektra byla stanovena v DZO pfi 250 MHz a pifi pouZiti
digitalniho NMR-spektrometru BRUKER, model DRX 400 a pPi
lH-frekvenci, rovné 400,13 Mc. Teplota pri zaznamu byla
300 K, 8ifka Sablony byla 14,5 ppm. Chemické posuny Jjsou

zaznamenany prostfednictvim rozpouStédla.

Standardni lH—jednorozmérné spektrum bylo ziskéno pri

pouziti pfislusSného pulsniho programu BRUKER.
Dale jsou uvedeny kopie dokladd o uloZeni jednotlivych

kmend, pouZitych v pribéhu prihlaSky pro pripravu jednotli-

vych frakci a antigennich prostfedka.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpuisob vyroby rozpustného materidlu s antigennim
Gdinkem, obsahujiciho polysacharid a/nebo glykopeptid, ASMP
s rozpustnosti ve vodé, vy znadu jici se tim,
%e se bufiky hub, nadleZejici do skupiny keratofilnich hub ne-
bo kvasinek™ nebo materidl, odvozeny z téchto bunék

- zpracuje pusobenim vodného roztoku zésady,
- pevna a kapalni féze smési se oddéli,

- po oddéleni supernatantu se supernatant zpracovava

pusobenim anorganické nebo organické kyseliny a

- po oddéleni supernatantu se ze supernatantu vysrazi
ASMP.

2. ZpGsob podle ndroku 1, vy znadu jici se

t i m, Ze se buiikky hub nebo materiil, odvozeny z téchto

bunék

- zpracovava pusobenim vodného roztoku KOH nebo NaOH
s koncentraci 0,1 aZ 5 % hmotnostnich pri teploté 20
az 150 °C a¥ 30 hodin,

- smés se odstredi,

- supernatant se zpracovava pusobenim 0,2 az 1,5 M orga-
nické kyseliny nebo 0,05 aZ 1 M anorganické kyseliny,

- po odstiedéni se supernatant zpracovava pusobenim
organického roztoku nebo soli, naptiklad pisobenim
alkoholu, jako niZ8iho alkanolu nebo pusobenim si-

ranu amonného a



- srafenina se odd8li a poptipadé se rozpusti ve vodném

, roztoku.

3. ZpGsob vyroby antigenniho materiélu, nerozpustného
ve vodnich roztocich, obsahujiciho polysacharid a/nebo glyko-
peptid, ANMP, vy znadu jici se tim, Ze se bui-
Ky hub, naleZejici do skupiny keratofilnich hub nebo kvasinek
nebo matertal, odvozeny z téchto bunék

- zpracovava alkalickym vodnym roztokem,
- pevnid a kapalnd féze smési se oddéli a

- pevna fize se zpracovavéi pUsobenim anorganické nebo
organické kyseliny.
4, Zpasob podle ndroku 3, vy znadu jici se
t i m , Ze se na builky hub nebo na materiil, odvozeny z téch-
to bunék

- pisobi KOH nebo NaOH v koncentraci 0,1 aZ 5 % hmotnost-

nich pfi teploté 20 aZ 150 °c az 30 hodin,

- pevna féaze se zpracuje pusobenim 0,2 az 1,5 M organic-

ké kyseliny nebo 0,05 aZ 1 M anorganické kyseliny a

- promyje se vodnym roztokem.

5. Zpusob vyroby antigenniho exogenniho materiédlu,
obsahujiciho polysacharid a/nebo glykopeptid AEMP, v y -
znadugjici se tim, Ze se bunky hub, naleZejici
do skupiny keratinofilnich hub nebo kvasinek nebo material,
odvozeny -z téchto bunék,

- péstuje v kapalném prostredi,

- pevnéd a kapalnd féze smési se oddéli a

- po odd&leni se AEMP ze supernatantu vysrazi.
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6. Zpusob podle ndroku 5, vy zn a & u j

~

tim, Ze
- kultivace trva aZz 250 hodin,
- po odd8leni se k supernatantu prida alkohol a

- sraZenina se oddéli a poptipadé se rozpusti ve vodném
roztoku.

N
|

7. Zpusob podle naroku 5 nebo 6, vy zn a & u j

rd

ci se tim, Ze se

- po oddéleni supernatant lyofilizuje,

- rozpusti se ve vodném roztoku,

- po vysréZeni pfibliZné 1 az 5 objemy alkoholu se sraze-

nina rozpusti ve vodném roztoku a

- roztok se lyofilizuje.

8. ZpUsob podle ndkterého z naroka 1 aZz 7, vy zn a -
ujici se tim, Ze se uziji keratinofilni houby,
nalezejici do nejméné jednoho z nasledujicich rodd hub Tricho-
phyton a/nebo Microsporum a/nebo jde o kvasinky, ndleZejici
do rodu Candida.

9. ZpGsob podle ndkterého z nédroku 1 aZ 7, vy zn a -

dujici se tim, Ze se uZije houba, nalezZejici do

nékteré z néasledujicich &eledi hub:

- Trichophyton equinum,

- Trichophyton mentagrophytes,
- Trichophyton sarkisovii,

- Trichophyton verrucosum,

- Microsporum canis,

- Microsporum gypseum nebo

- Candida albicans.



10. Zpusob podle nékterého z naroka 1 aZ 7, vy -

znadujici se tim, Ze se uzije houba, nale-

?2ejici k ndkterému z nasledujicich kmend hub:
- Trichophyton equinum DSM &. 7276,

- Trichophyton mentagrophytes DSM &. 7279,
- Trichophyton sarkisovii DSM &. 7278,

- Trichophyton verrucosum DSM &. 7277,

~

- Microsporum canis DSM ¢. 7281,
- Microsporum canis var. obesum DSM &. 7280,
- Microsporum canis var. distortum DSM &. 7275,

- Microsporum gypseum DSM &. 7274 nebo

~

- Candida albicans, DSM ¢. 9656.

11. Materiil s antialergickou G&innosti u savci, ob-
sahujici polysacharid a/nebo glykopeptid, vy z n a ¢ u -
jici se tim, Ze je odvozen nebo je moZno jej od-
vodit z keratofilnich hub nebo kvasinek nebo z materialu
t&chto hub zplsobem podle né&kterého z naroku 1 aZz 10.

12. Materidl ASMP, ziskatelny podle naroku 1 nebo 2
nebo nékterého z néaroka 8 az 10.

13. Materidl ANMP, ziskatelny podle naroku 3 nebo 4,

nebo nékterého z naroka 8 aZ 10.

14. Materiil AEMP, ziskatelny podle nékterého z naro-
kG 5 aZ 7, nebo ndkterého z narokid 8 az 10.

15. Materidl podle naroku 1l nebo 12, vy z n a & u -
jici se tim, Ze obsahuje ASMP z kmene T. mentagro-
phytes DSM &. 7279, ASMP z kmene M. gypseum DSM &. 7274 a
ASMP z kmene C. albicans DSM &. 96556.



16. Materidl podle naroku 1l nebo 13, vy zn a & u -

jici se tim, %e obsahuje ANMP z kmene T. mentagro-
phytes DSM &. 7279, ANMP z kmene M. gypseum DSM &. 7274 a
ANMP z kmene C. albicans DSM &. 9656.

17. Material podle néroku 1l nebo 14, vy zn a & u -
jici se tim, Ze obsahuje AEMP z kmene T. mentagro-
phytes DSM-&. 7279, AEMP z kmene M. gypseum DSM &. 7274 a
AEMP z kmene C. albicans DSM &. 9656.

18. Materidl, vy znadu jici se tim, 2Ze
je tvoten jakoukoliv kombinaci materidli podle nékterého z

naroka 11 aZ 17.

19. Materiél podle naroku 18, vy znadc¢u jici
s e tim, Ze obsahuje ASMP a AEMP.

20. Materidl podle néroku 18, vy znadcdu jici
s e tim, Ze obsahuje ASMP a AEMP a ANMP.

21. Materidl podle nédroku 18, vy znadu jici
s e tim, Ze obsahuje AEMP a ANMP.

22. Materidl podle néroku 18, vy znadu jici

s e tim, Ze obsahuje ASMP a ANMP.

23. Vakcina, vy znadujici se tim, ze

obsahuje materidl podle ndkterého z narokd 1 aZz 22.

24. Vakecina, vy znadujici se tim, Ze
obsahuje materiil podle nékterého z néaroki 11 aZ 23 spolu

s vhodnym fyziologickﬁm nosicem.

25. Roztok pro injekdni podadni, vy znadu jici
s e tim, Ze obsahuje materiidl podle ndkterého z néroku
11 az 24.
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26. Materiil podle ndkterého z nérokua 11 aZ 25 pro
farmaceutické pouziti.

27. PouZiti materidlu, obsahujiciho polysacharidy a
glykopeptidy a pfipraveného nebo pfipravitelného z keratino-
filnich hub nebo kvasinek pro vyrobu farmaceutického prostred-
ku pro profylaxi a/nebo 1léCeni alergie.

28. PouZiti materiédlu podle nékterého z néroku 11 aZ
25 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro profylaxi a/nebo
1é8eni alergie.

29. PouZiti materiidlu podle nékterého z néaroka 11 aZ
25 pro vyrobu farmaceutického prostredku pro modulaci odpo-

védi imunitniho systému.

30. Kmen Candida albicans, uloZeny ve sbirce Deutsche
Sammlung flir Mikroorganismen, DSM pod prirustkovym &islem
9656 a jeho mutanty s nizkou pathogenitou a s obsahem mate-
ridlu podle néroku 11.

31. Materidl podle naroku 1l nebo 12, vy zn a ¢ u -
jici s e tim, Ze obsahuje ASMP z kmene M. gypseum
DSM &. 7274 a ASMP z kmene C. albicans DSM &. 9656.

32. Pouziti materidlu podle nékterého z néroku 11 aZ
25 nebo 31, pro vyrobu farmaceutického prostrfedku pro pro-
fylaxi nebo léceni letniho ekzému.

33. PouZiti materidlu podle nékterého z néaroku 1l aZ
25, nebo 31 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro pro-

fylaxi nebo léceni alopecie.
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34. Pouziti materidlu podle nékterého z narokd 11 aZ
25 nebo 31 pro vyrobu farmaceutického prost¥edku pro pro-

fylaxi nebo 1éZeni ekzému.

35. PouZiti materiilu podle né&kterého z narokl 11 aZ
25 nebo 31 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro pro-
fylaxi nebo lé&eni neurodermitidy.

36. Poufiti materidlu podle n&kterého z narokG 11 aZ
25 nebo 31 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro zlepSe-

ni srsti savce.

Zastupuje:
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