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L'invention se rapporte a un procédé de fabrication
d'un antigéne microbien non sélectif et a l'antigéne non
sélectif ainsi obtenu ainsi qu'a la composition pharmaceuti-
que contenant cet antigéne. ,

Un antigéne est par définition un corps étranger qui,
lorsqu'il est 1iIntroduit dans 1l'organisme, provogque la
production par cet organisme d'anticorps luttant contre cet
antigéne.

Il peut étre utilisé comme composition pharmaceutique
préscrite 34 titre curatif mais surtout préventif et donc
comme vaccin.

Un vaccin comprend habituellement un principe actif
caractéristique de la maladie contre laquelle on veut se
prémunir pour que, lorsqu'il sera introduit dans l'organisme,
il y diffuse alors un composé antigéne spécifique de la
maladie provoquant a son tour la création d'anticorps luttant
essentiellement contre cet antigéne spécifique et partant de
la, contre la maladie correspondante.

Pour constituer le principe actif, on utilise alors
des substances d'origine microbienne notamment des microbes
tués ou atténués, et par exemple des bactéries gram positif
(staphylocoque, stréptocogque ...) et gram négatif
(aérobactéries, eschérichia coli ...) qui, inoculées telles
quelles, diffusent en trés grande quantité un
lipopolysaccharide (LPS) qui est spécifique de la bactérie
inoculée, ce qui nécessite de disposer de vaccins propres a
chaque microbe.

A ce principe actif, peuvent étre adjoints des pro-
duits en facilitant 1'administration tel "l'agua pro injec-
tione" et/ou en stimulant l'action tel le peptidoglicane qui
est une forme de muréine.

On sait que cette muréine est un composant de la paroi
des bactéries gram positif et gram négatif et qu'elle
présente des propriétés antigénes (UMSCHAU-pages 223, 224
cahieér 7-1972) mais les formes de muréine jusqu'alors isolées
diffusant peu dans 1l'organisme et ayant un faible poids
moléculaire, cette muréine n'est & ce jour utilisée gqu'en

qualité d'adjuvant d'un principe actif dont elle stimule
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grandement l'action de diffusion d'antigénes spécifiques au
principe actif (FR-A-2.273.067 et 2.320.106) mais n'assure
alors aucune fonction antigéne propre.

De plus dans les dites formes jusqu'alors isolées, les
impuretés et notamment les traces de lipopolysaccharide
présentées dans la muréine avaient dés effets jugés nocifs et
notamment pyrétogénes (UMSCHAU précité).

Un résultat que 1l'invention vise a obtenir est un
procédé de fabrication d'un antigéne microbien qui est non
sélectif.

Est également un résultat de l'invention un tel anti-
géne non sélectif et une composition pharmaceutique qui le
contient qui soient peu onéreux, simples & préparer et ne
présentent pas d'effets nocifs.

A cet effet, 1l'invention a pour objet un procédé de
fabrication notamment caractérisé en ce qu'on isole la
muréine pldre de bactéries et en ce qu'avec cette muréine on
réalise 1'élément actif essentiel de l'antigéne non sélectif.

Elle a également pour objet l'antigéne ainsi obtenu et
la composition pharmaceutigue qui le contient.

L'invention sera bien comprise & l'aide de 1la des-
cription ci-aprés faite, a titré d'exemple non limitatif.

Le procédé de préparaticn de la muréiné plre comprend,
aprés éleévage et isolation des bactéries, différentes phases
de traitement pouvant é&tre suivies d'opérations de contrdle
de la pireté :

1°) Elevage de bactéries :

L'élevage s'opére de maniére connue par exemple dans
une "boiteé de Pétri", en prévoyant une oxygénation dans le
cas ou on souhaite une production accélérée.

Toutes les bactéries conviennent., On choisit de ce
fait la moins chére et la moins pathogéne telle par exemple
la "eschérichia c¢oli" que 1l'on rencontre normaleméent dans
l1'intestin et qui est non pathogéne a 1'état normal.

2°) Isolation des bactéries :

Les bactéries ainsi produites sont ensuite isolées de
leur milieu de culture par centrifugation par exemple dans
des tubes a essai.
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A ce stade, les bactéries obtenues sont évidemment
complétes c'est a dire comprennent leur cytoplasme et la
membrane qui 1l'entoure.

Cette membrane qui est elle-méme structurée par de la
muréine est par ailleurs formée de 1lipopolysaccharide, de
couches superficielles lipoprotéiques et d'une lipoprotéine
liée & la dite muréine.

I1 faut donc traiter ces bactéries pour en isoler la
muréine plre.

3°) Traitement des bactéries :

- premiére phase

La premiére phase consiste en une isolation de la
muréine et des peptides en liaison covalente avec la muréine
dont les peptides de Braun.

Cette isolation s'opére par dissolution du reste des
bactéries & 1l'aide d'un détergent et par exemplé dans une
solution & quatre pour cent de dodécylsulfate de sodium
communément dite solution SDS.

Afin d'obtenir une dissolution compléte, cette solu-
tion est maintenue A& sa température d'ébullition pendant
environ quarante minutes puis est laissée en repos pendant
environ quinze heures, ce qui avantageusement peut étre fait
pendant une nuit, -

- deuxiéme phase :

Ensuite une centrifugation a chaud, et plus précisé-
ment A une température comprise entre trente et quarante
degrés celsius, permet ie retrait complet du détergent et
donec d'isoler 1la muréine, les peptides de Braun et les autres
peptides liés & la muréine.

- troisiéme phase :

La muréine et les peptidds ainsi isolés sont déposés
dans une solution tampon dite "solution tampon A" maintenue a
un pH de 7,8 et qui pour gquatre litres de solution comprend
17,5 millilitres de 0,5 mole K32904 et 128,2 millilitres de
0,5 mole NazﬁPOA.

Dans cete sciution, on ajoute une peptidase, c'est a
dire une enzyme protéolytigue active sur les peptides et ce a
raison de soixante douze milligrammes de peptidase pour vingt
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a cinguante grammes de masse bactérienne.

La peptidase donnant le meilleur résultat &st 1la
parnicréatine.

- quatriéme phase :

Par dose, par exemple de deux cents millilitres chacu-
ne, l'ensemble obtenu est ensuite transféré dans un sac a
dialyse gui plonge dans une solution dont le volume est
environ dix fois supérieur a celui de la dose du susdit
ensemble et par exemple de deux litres.

Cette solution est constituée par la méme solution
tampon que celle ci-dessus citée et dénommée '"solution tampon
A" mais dans laquelle, de préférence, aura été ajouté un peu
de chloroforme.

Pour deux litres de solution, seront suffisantes
quelques gouttes de chloroforme et par exemple cing ou six
gouttes.

Le sac a dialyse est laissé ainsi plongé dans 1la
solution pendant quinze heures a une température de trente
sept degrés celsius afin que la pancréatine et les peptides
diffusent bhien dans le tampon et gque seul la muréine et peut
étre un peu de peptides reéstent dans le sac qui est alors
sorti du dialyseur.

- cinquiéme phase : .

Dans le sac contenant donc de la muréine et peut étre
un peu de peptides, on rajoute scixante douze milligrammes de
peptidase et 3a nouveau de la "solution tampon A" puis on
replonge 1é sac dans de la "solution tampon A" dans les mémes
proportions de un A dix que ci-dessus et on laisse poser le
tout pendant vingt heures & trente sept degrés celsius avant
de ressortir le sac.

- sixiéme phase :

Le contenu du sac est alors passé dans une centrifu-
geuse oG il subit une accélération de vingt mille g pendant
cinquante minutes & une température de quatre degrés celsius
environ.

- septiéme phase :

La matiére lourde ainsi isolée par la derniére centri-

fugation citée est alors mise en suspension dans un mélange



10

15

20

25

30

35

2552668

dans un rapport un pour un d'une part, d'une nouvelle
solution tampon dite '"solution tampon B" et d'autre part
d'eau additionnée de pronase (strept. Griseus).

Pour la masse de matiére qui aurait é&té obtenue a ce
stade si lors de la premiére dialyse citée avait été trajtée
une dose de deux ceénts millilitres, le mélange comprendrait
cinquante deux millilitres de "solution tampon B" et
cinquante deux millilitres d'eau additionnée de pronase.

La "solution tampon B" qui est maintenue a un pH de
7,4 comprend pour un litre 29,2 millilitres de 0,5 mole
KH2P04 et 124 millilitres de 0,5 mole Na2HPO4.

Pour cinquante deux millilitres d'eau additionnée de
pronase, celle-ci comprendrait trois milligrammes de prcnase.

La matiére ainsi mise en suspension est alors enfermée
hermétiquement puis laissée pour incubation pendant quinze
heures a cinquante huit degrés ceisius environ.

- huitiéme phase

Aprés incubation, 1l'ensemble est passé dans une cen-
trifugeuse ol il subit une accélération de vingt cing mille g
pendant une heure et demie a quatre degrés celsius,

Cette opération est répétée trois fois.

- neuviéme phase

La matiére lourde isolée est mise en suspension dans
la quantité maximale d'une solution de deux pour cent dtun
détergent, tel le SDS8, dans de 1l'eau, laquelle sclution est
portée a une température d'ébullition pendant dix minutes
puis est laissée en repos douze heures dans la solution a
trente sept degrés celsius.

- dixiéme phase

Aprés ce repos, l'ensemble est passé par deux fois
dans la centrifugeusé dans laquelle il est traité a chaud et
plus précisément A une température comprise entre trente et
quarante deégrés ceélsius.

- onziéme et derniére phase :

Un lavage par passage d'une irés grande quantité d'eau
& quatre degrés celsius permet alors d'obtenir de la muréine
plre sous forme liquide mais qui peut 8tre lyophilisée.

4°) Contrdle de plreté de la muréine
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Le contrdle de 1la plreté peut s'opérer de maniére
classique par soumission d'un échantillon de muréine a l'hy-
drolyse de 4 moles Hcl & cent cing degrés celsius pendant
douze heures avec une élimination des vapeurs d'acide
chlorhydrique a l'aide d'une pompe a vide.

Au terme de cette opération le reste est passé au
chromatographe en fine couche.

On voit alors que ne subsistent gue cing éléments dont
deux sucres et trois amino-acides : Ala, Glu, Méso DAP
(diaminopimélique).

5¢) Préparation de l'antigéne non sélectif :

L'antigéne non sélectif est constitué exclusivement de
cette muréine pidre sauf 2 y adjoindre une '"aqua pro in-
jectione".

L'administration de cet antigéne peut se faire par
tout moyen connu tel que voie buccale (ampoule ou aéroscl) ou
piqure intra-veineuse mais de préférence elle se fera par
piqure intra-musculaire.

Le dosage est sans grande importance, les essais in
vivo ayant montré que des doses importantes ne sont pas
nocives et que tout au plus il y a rejet.

Pour des raisons économiques, on se rapprochera de la
dose Jjugée suffisante pour assurer une immunité non spécifi-
que pendant une premiére année, laquelle dose est de dix
milligrammes pour un adulte et de six a sept milligrammes
pour un enfant de vingt kilos.

Ensuite, un rappel pourra é&tre fait avec une dose
encore pius faible.

Ce nouvel antigéne est utilisable en thérapeutique
humaine ou vétérinaire pour faciliter 1la résistance aux
infections d'origine virale ou bactérienne.

Il trouve de nombreuses applications thérapeutiques
comme en témoignent les expériences suivantes et, a ce titre,
il entre dans la réalisation de composition pharmaceutique
isolément ou en présence de tout excipient ou adjuvant
compatible.

a) Expériences vétérinaires

- sur les renards :
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Dans un é&levage dd renards, trois cent neuf animaux

avaient une infection du tube digestif : une colibactériose.

Une centaine de bétes a regu le traitement traditionneél par

antibiotique qui n'a donné aucun résultat et les bétes sont

mortes. Pour les autres renards, aprés une injection

intramusculaire de muréine, tous ont été sauvés sauf un qui

était beaucoup trop atteint,
Ensuite, certains ayant été abattus pour leur fourrure

on a pratiqué des autopsies. Celles-ci ont démontré une

absence totale de bactéries pathogénes et l'existence d'une

flore bactérienne normale. Les autres renards qui ont été

conservés pour la

et des descendants

Il est & noter que l'effet de la muréine a été
diat car dix Jjours aprés l'injection,

vaient retrouvé un

reproduction c¢nt eu une grossesse normale
normaux.,

immé-
tous les renards a-

grand appétit.

- sur les chiens :

Six chiens étaient

des streptocoques.

les lévres et entre les doigts.

injection
Les
été

ies trois autreés

intramusculaire de

guéris dans les quinze Jjours qui
(dogue)

infectés par des staphylocoques et
Ils avaient du pus dans les oreilles, sur
Ils ont été traités par une

cing milligrammes de muréine.

trois plus petits (basset d'artois, pékinois, braque) ont

ont suivi. Par contre,

sont morts, probablement parce que

la dose était trop faible.

b) Expériences humaines (cas désespérés, essais avec

accord du corps médical et deés patients)
- infection de 1l'appareil génital féminin :

Tro is femmes étaient atteintes d'une infection puru-

lente permanente des trompes, des ovaires et des annexes,

Elles avaient en cutre de trés fréguentes angines chroniques

purulentes. Aprés une injection intra-musculaire de dix mil-

ligrammes de muréine, les patientes ont guéri dans les quinze

jours. Mé&me les angines sont disparues.
- furonculose

Cing perscnnes deux sexes étaient atteintes de

uronculose sur les fesses et 1'appareil géunital. Il y a eu

[WH

totale dans quinze Jours difune injection
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intra-musculaire de dix milligrammes de muréine.

- infections rénales :

Une injection de dix milligrammes sur un sujet atteint
d'une infection des sacs de Bowman. Quinze Jjours aprés
lt'injection, ia fiévre 4%z2it tombée et lés urines ne
contenaient pius de trace d'infection.

- infection de la vessie (bactérie Proteus SP) :

Le sujet était paralysé et avait en outre une infec-
tion de 1la vessie. I1 étajit soigné sans résultat avec une
composition de treize antibliotiques. Aprés une injection de
dix milligrammes de muréine, la fiévre est tombée, les urines
exemptes d'infecticn et les douleurs ont disparu.

Infermations générales

Le traitement se fait par administration d'une seule
dose de muréine {environ dix milligrammes par personne) sous
forme de piqures intra-musculaires {(ce qui est plus efficace)
ou sous-cutanées, ou intra-veineuses. L'administration par
"spray" est possible mais la dose doit étre augmentée,

L'effet 'vaccin" obtenu persiste pendant un an, ulté-
rieurement des rappels sont nécessaires mais des doses plus
faibles suffises.

Les sxpériences in vitro ont donné un résultat positif
sur ‘toutes les bactéries traitées (gram positif et gram
négatif),

11 est A noter que beaucoup de laboratoires dévelop-
pent un produit proche de la muréine (bi-peptide de muramyle)
mais que c¢ produit est un adjuvant et n'a donc qu’une action
stimulante alors gqueé la muréiné a cause de son poids
moléculaire important, est elle méme antigéne.

Elle réagit pendant la division dés bactéries.

Avantagéusement, elle peut étre utilisée dans la lutte
contre 1a cancer.

Sans que 1'on soit certain de l'explication du
chénoméne, on constate trois cas de guérison d'étres humains
atteints dtun cancer du  poumon au niveau du coeur
(inocpérable]). '

De méme, la muréine guérit le cancer de Bomirski

{cancer mélanoma) : an a infecté gquarante hamsters dont vingt
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ont été vaccinés et vingt gardés comme sujets témoins.

Tous 1les témoins sont morts alors que les sujets
vaccinés n'ont pas été atteints.

Il semble notamment que la muréine favorise la recons-—
titution des membranes dont la défaillance avait permis le
développement anarchique des cellules cancéreuses et
interdise ainsi toute prolifération.

Pour les personnes qui ne peuvent fabriquer d'anti-
corps (opération coeur ouvert, ...) l'injection peut se faire

dans du sérum,
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REVENDICATIONS

1. Procédé de fabrication d‘'un antigéne microbien non
sélectif CARACTERISE en ce qu'on isole la muréine plre de bacté-
ries et en ce qu'avec cette muréine plre on réalise 1'élément
actif essentiel de l'antigéne non sélectif.

2. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce
qu'en vue d'isoler la muréine plre, aprés élevage et isolation
des bactéries, il comprend différentes phases de traitement dont
principalement

- une isolation de la muréine et des peptides en liaison
covalente avec la muréine par dissolution & 1ltaide d'un
détergent suivie d'une centrifugation & chaud,

- préparation d'une solution tampon dite ''solution tampon
A" maintenue & un pH de 7,8 et gqui pour quatre litres de soiu-
tion comprend 17,5 millilitres de 0,5 mole KH PO4 et 128,2
2HPO4,

- dépdt des matiéres isolées dans cette '"solution tampon

2
millilitres de 0,5 mole Na

A" dans 1laquelle on ajoute une peptidase a raison d'environ
socixante douze milligrammes pour une masseé bactérienne comprise
entre vingt et cinquante grammes et transfert par dose
successive dans un sac a dialyse qu'on plonge dans une '"solution
tampon A" dix fois supérieure en volume & celui de la dose
transférée dans le sac qui est laissé pendant environ quinze
heures dans 1la solution portée A trente sept degrés celsius
avant d'étre sorti du dialyseur,

- dans le sac a dialyse ainsi sorti, aux matiéres retenues
par l'opération précédenté, on ajoute environ la méme masse que
ci-deéssus d'une peptidase et de la '"solution tampon A" puis on
replonge 1lé sac dans de la ‘''solution tampon A" dans les mémes
proportions dé un & dix par rapport & la pocheé, dans laquelle
solution, qui est portée a trente sépt degrés celsius, le sac
est laissé environ vingt héures avant d'en &tre ressorti et que
son contenu soit passé dans une centrifugeuse ol il subit une
accélération de 1l'ordre de vingt millé g pendant environ
cinquante minutes a uné tdmpérature de quatré degrés celsius,

- préparation d'une solution tampon dite 'solution tampon
B" qui est maintenue & un pH de 7,4 qui comprend pour un litre
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29,2 millilitres de 0,5 mole KH2PO4 et 124 millilitres de 0,5
mole NazHPO4,

- la matiére lourde isolée par la derniére céntrifugation
citée est misé en suspension dans un mélange constitué a égalité
en volumé d'une part de la "sclution tampon B" et d'autre part
d'eau additionnée de pronase a raison de trois grammes de
pronase pour cinquante deux millilitres d'eau additionnée et
cette suspension est enfermée hermétiquement ét laissée pou
incubation pendant environ quinze heures a uné température de
l‘ordre de cinquante huit degrés celsius,

- on passe la matiére incubée dans une centrifugeuse ou
elle subit une accélération de l'ordre de vingt cing mille g et
ce environ pendant une heure et demie et a guatre degrés celsius
et on répéte cette opération trois fois,

- on met la matiére lourde ainsi isolée en suspension dans
une quantité maximale d'une solution de deux pour cent de déter-
gent dans de l1l'eau que l'on porte a épullition pendant environ
dix minutes puis qu'on laisse reposer environ douze heures a
trente sept degrés celsius aprés quoi l'ensemble est passé par
deux fois dans une centrifugeuse a chaud,

- enfin on lave les matiéres lourdes isolées par passage
d'une grande quantité d'éau a quatre degrés celsius.

3. Procédé selon la revendication 2 caractérisé en ce que
le détergent utilisé est du dodécylsulfate de sodium (SDS).

~

4. Procédé selon la revendication 2 ou 3 caractérisé en ce

que la centrifugation A chaud s'opére a une teémpérature comprise

entre trenteé et quarante degrés celsius environ.

[AS]
jvlg
1S

5. Procédé sélon l'une quelconque deés revendications
caractérisé en ce que la peptidase est de la pancréatine.

6. Procédé selon l'une queélconque des reévendications 2 & 5
caractérisé en ce qué, pendant au moins la premiére phase de
dialyse, dans la "solution tampon A" dans laguelle plonge le sac
a dialyse, est ajouté un peu de chloroforme.

7. Procédé selon la revéndication & caractérisé en ce que
e chloroforme est apporté a raison d'environ cing & six gouttes
pour deux litres de “"solution tampon A",

8. Procédé salon l'une quelconqus des revendications 2 a 7

]

caractérisé en ce gue, lorsque lors de la premi

{
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dialyse la dose mise dans le sac est de deux cents millilitres,
la solution de suspension utilisée pour la phase incubation com-
prend proportionnellement cinguante deux milligrammmes de "solu-
tion tampon B" et cinguante deux milligrammes d'eau additionnée
de pronase.

9, Antigéne microbien non sélectif CARACTERISE en ce gu'il
est obtenu selon le procédé d'au moins l'une des revendications
1 a 8.

10. Composition pharmaceutigue CARACTERISEE en ce qgu'elle
contient un antigéne selon la revendication 9.
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