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Zpiisob zlepSeni organoleptickych vlastnosti masa nevykastrovanych samci domécich
zvirat

Oblast techniky

Vynilez se tyka metody na zlep3eni organoleptickych vlastnosti, zejména viing, chuti a krehkosti,
masa nevykastrovanych samcii domacich zvifat, zvIasté skotu, ovci a prasat.

Dosavadni stav techniky

Vyhody vykrmu intaktnich misto kastrovanych samct pii pé&stovani domacich zvitat na maso
Jsou zdirazitovany zootechniky—specialisty po nékolik desetileti. Tyto vyhody jsou ve vyssi
rychlosti ristu, zejména u skotu a ovci, v lepsim vyuziti krmnych davek a v kvalité masa
porazeného zvitete, které jsou libovéjsi, ale mé soulasné u viech domécich zvifat vy3si podil
svalové tkan€ (S.C. SEIDEMAN a ost, J. of Animal Acience, 1982, 55 (4) 826-840, a
M. BONNEAU, INRA Prod. Amin., 1988, 1 (2) 133-140).

Hlavni nevyhody takovéhoto p&stovani intaktnich samci, tak jak jsou vyzdvizeny ve vySe
uvedenych prehledech, spogivaji v neptijemném zépachu a chuti masa ze samci prasat a ovci
a v mensi kiehkosti masa z intaktnich samcti skotu a ovci a ovliviiuji proto soudasné praktiky
chirurgické kastrace.

Je skute¢nosti, ze androgenni steroidy, zahmujici androstendiol, androstendion a testosteron,
které jsou rozhodujicimi faktory pro ziskani vyhod v p&stovani domacich zvitat, pokud jde
orychly rist a lep3i vyuziti krmnych davek, jsou i zodpovédné za mensi kiehkost masa,
ziskaného z intaktnich samcii skotu a ovci. Neandrogenni steroidy anebo derivaty 16-andro-
steronu véetné So-androstenu (5a-androst-16-en-3—onu) jsou z&asti zodpovédné u samci
prasat za nepfijemny zépach a chut’ masa, ziskaného potom, co samci dosahli puberty, a tyto
faktory snizuji kvalitu masa a jsou na zabranu jeho marketingu v &erstvém stavu.

Skatol, sloutenina odvozena od tryptofanu a produkovana mikrobialni flérou, pfitomnou ve
vnitinostech, je latkou z&4sti zodpov&dnou za nepiijemny zépach a chuf masa, ziskaného
z intaktnich samci prasat. Jeho vznik zavisi na ekologickych, nutri¢nich a péstitelskych
faktorech. Kumulace skatolu v adiposové tkani je vy3§i v kancich a souci se, Ze je svazana se
sekreci pohlavnich steroidi gonadami.

Pokusné byla zkoumana moZnost snieni anebo odstranéni saméich vlastnosti v mladych
zvitatech a sekrece testikularnich hormontl, zejména testikularnich steroidi, cestou aktivni anebo
pasivni imunoneutralizace proti témto hormontim anebo proti hormontim, zCastnénym na jejich
sekreci, jakymi jsou zejména luteinizaéni hormon nebo LH a hormon gonadoliberin (GnRH),
rovnéz znamy jako hormon, uvoliiujici luteiniza¢ni hormon (LHRH). Na prasatech byly rovnéz
provedeny pokusy o sniZeni hladiny Sc-androstenonu, hormonu ze skupiny 16-androstenu,
vtkdni cestou aktivni imunizace proti této litce (E.D. WILLAMSON a ost., Livestock
Production Science, 1985, 12, 251-264) anebo pasivni imunizaci proti téze latce (R. CLAUS,
Immunization with Hormenes in Reproduction Research, red. Nieschlag, 1975). Je mo#né
pokouset se o zastaveni anebo sniZeni sekrece testikuldrnich steroidti imunoneutralizaci
genodotropniho hormonu LH, ktery je specificky pro dany druh (R.E. FALVO a ost., J. Amin.
Acience, 1986, 63, 986-994), anebo anti—-LHRH imunoneutralizaci endogenniho LHRH. Pouze
aktivni imunizace pomoci anti-LHRH byla doporugena riznymi autory. U prasat se podafilo
docilit sniZzeni c—androstenonu touto metodou (A. CARATY a M. BONNEAU, C.R. Acad. Sci.
Paris 1986, 303, Serie Il (16) 673-676; R. E. FALVO a ost., J. Amin. Sci., 1986, 63, 986-994).
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U ovci doporu¢uje B.D.SCHANBACHER (Am. J. Physiol., 1982, 242, E201-E205) anti-LHRH
imunizaci ke zpomaleni testikuldrniho vyvoje a k vyvolani kastratniho u¢inku u sam¢ich jehiat.
P.S. ROBERTSON (Vet. Rec., 1979, 105, 516-517) popisuje imunologickou kastraci skotu na
bazi anti-LHRH.

Testovani imunoneutralizace na bazi anti-LHRH na laboratornich zvifatech (ARIMURA a ost.,
Endocrinology, 1973, 93, 1092-1103; FRASER, H.M. a ost., J. Endocr. 1974, 63, 399-406;
MAKINO T. a ost., Contraception, 1973, 8 (2), 133-145; CARELLI C., a ost., Proc. Natl., Acad.
Sci., USA, 1982, 79, 5392-5395) a na nékterych domacich zvifatech (JEFFCOATE a ost,,
Theriogenology, 1978, 10 (4), 323-335; ROBERTSON I S. a ost., Veterinary Record, 1979,
105, 556; SCHANBACHER B. D. Am. J. Physiol., 1982, 242, E201-E205) ukazalo, Ze je mozné
dosahnout zastavy sekrece testosteronu, poklesu vahy varlat a jejich pfilehlych Zlaz, zistavy
spermatogeneze a na behavioralni drovni vymizeni libida.

Vysledky této prace podnitily navrat k prvni imunoneutralizaéni metod€, zalozené zejména na
anti-LHRH, aby bylo moZné se vyhnout tradi¢ni chirurgické kastraci pro pé&stitelské ucely.

Tak v US Patentu 4 556 555 je popisovina metoda pasivni imunizace zvifat pred pubertou
s pouzitim antiséra, které obsahuje protilatky proti genadotropinu.

Mezinarodni patentova prihlaska WO 90/11 298 popisuje metodu anti-LHRH imunizace pfi
narozeni; pouziva se LHRH sekvence, spojené v tandemu v navizané k nosi¢ové bilkoviné, aby
byla zlep$ena kvalita masa u prasat.

Mezinérodni patentova pihlaska WO 88/00 056 popisuje metodu imunologické kastrace na bazi
anti—-LHRH, aby se zlep3ilo spoleCenské a sexualni chovani samci a tak byla odstran€éna nutnost
chirurgicka kastrace, ktera ovliviiuje jejich rist. Byci byli o¢kovani ve véku 8 az 40 tydni a pak
dostali nékolik posilovacich davek (boostert)

Vakcina, zalozen4 na anti-LHRH, je poddvana pod obchodnim nizvem VAXTRATE australskou
spole¢nosti WEBSTERS a je pouzivana u krav.

R.E. FALVO a ost. (J. Amin. Sci. 1986, 63:(986-994) imunizovali nékolik skupin byki pomoci
konjugati LHRH s lidskym sérovym globulinem v kompletnim Freundové adjuvantu anebo
s muramylpeptidem jako adjuvantem. Po vakcinaci a pouziti nékolika posilovacich davek
(boostertl) autofi pozorovali vysoké titry anti-LHRH protilatek, aviak museli opétovné pouZit
posilovacich davek (boosteril) aby tento vysoky titr protilatek udrZeli.

I. S. ROBERTSON popisuje metodu imunizace pomoci LHRH, navidzaného k tetanovému
anatoxinu anebo k thyroglobulinu a soudi, Ze tento imunologicky postup by umoZnil pozdni
kastraci s pfiznivym dopadem na vahové priristky. Uzavira viak, ze je nutno dile zkouSet
postupy, které by vedly ke kastraéni metodé pouZitelné v praxi, a to jak z hlediska metody samé,
tak i adjuvantu, nebot’ Freudovo adjuvans je pro praxi zakdzano.

Koneéné A. CARATY a M. BONNEAU (C. R. Acad. Sc., Paris, sv. 303, Serie III, ¢. 16 1986)
provedli imunizaci na bazi anti-LHRH se samci prasat. Autofi soudi, Ze blokada produkce
steroidd 2 az 3 tydny pfed porazkou by poskytla moZnost vyuzit velky potencial zvifat tohoto
typu pro vyrobu masa a soudasné by se odstranily problémy, spojené s kumulaci androsteronu
v andiposové tkani. Uzaviraji viak, Ze bude nutno jesté dale pokrocit v imuniza¢nich technikéch,
neZ bude moZno navrhnout metodu aktivni anti-LHRH imunizace jakoZzto techniku, pouzitelnou
pro péstitelské ucely.

Imunoneutralizace navic vede v praxi k vaznym problémim z hlediska bezpecnosti zdkroku,
zejména pokud jde o mistni reakce, vyvolané vakcinami, zejména olejovitymi vakcinami,
a k nebezpeti, ze maso zvifete bude nepouzitelné, anebo bude niZzsi kvality.
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Navrhy na zlepSeni organoleptickych vlastnosti masa skotu a ovci nebyly dosud podény.

PrihlaSovatel tohoto vynilezu nyni vypracoval primyslové pouzitelny postup, ktery umoziiuje
zlep3eni organoleptickych vlastnosti masa nevykastrovanych samcti domacich zvifat.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem vynélezu je zpisob zlepSeni organoleptickych vlastnosti masa nevykastrovanych
samcl domacich zvifat, pfi némz se vykrmuji nevykastrovani samci skotu, ov&i a vepit,
obsahujici androgenni a neadrogenni steroidy, umoZiiujici vyvoj saméi povahy zvitat.

Podstata vynilezu podle tohoto vynélezu je v tom, Ze se pfed vykmem nebo b&hem ného poda
zvifatim anti-LHRH vakcina k vyvolani primarni imunni odezvy o nizké intenzit& bez
vyznatného nebo dokonce méfitelného Gcinku na gonadalni steroidni sekreci za G&elem
umoznéni rozvoje sam¢i povahy zvifat, natez se zvifatiim krétce pted porazkou poda anti-LHRH
vakcina  kvyvoldni anti-LHRH imunoneutralizace ke zrufeni u¢inku androgennich
a androgennich steroida.

Pi zpisobu podle vynalezu se nejprve podavana anti-LHRH vakcina podava pred vykrmem.
Nejprve poddvani anti-LHRH vakcina se podéva jako vakcina v emulzni forme.

Anti-LHRH vakeina, podavana pred porazkou, se podavéa vepriim pred porazkou s adjuvantem
vodného typu.

S vyhodou se podéava vakcina, podévana pfed porazkou, obsahujici jako adjuvant vodného typu
gel hydroxidu hlinitého nebo saponin, nebo jejich smés.

Vyhodné se vakcina podava ve vodném adjuvantu 15 az 21 dni pted porazkou.
Anti~-LHRH vakcina se podava bykiim a beranim pfed porazkou s adjuvantem v emulzni forms.
Vakcina, podévana pied pordzkou, se v emulzni formé podava 1 az 2 mésice pied porazkou.

Vyhodné se vakcina, podévana pied pordzkou, v emulzni formé podiva 4 tydny az n&kolik
mésicl po podani prvni vakeiny, podavané pied vykrmem nebo b&hem n&ho.

Je vyhodné podavat vakcinu v emulzni formé, pfi¢emz emulze je typu voda v oleji.

Pfi jednom provedeni zplisobu podle tohoto vynélezu se podéavé vakcina v emulzni formé typu
voda v oleji, pfi¢emZ emulze obsahuje smés vysoce &istych mineralnich oleji a neiontovych
povrchové aktivnich latek.

Pfi zpusobu podle vyndlezu se podavaji anti-LHRH vakciny, obsahujici konjugit LHRH,
napojeného na imunogenni nosicovy protein, vybrany ze skupiny, zahrnujici hovézi sérovy
albumin, lidsky sérovy albumin, thyroglobulin, ovalbumin, anatoxinu, tetanus anotoxin, koiiské
globuliny a lidské globuliny.

Vyhodné se vakcina podéva transkutanné na nékolika mistech za pouziti bezjehlového injekéniho
zafizeni vstfikem pod tlakem.

S vyhodou se podava vakcina, obsahujici konjugat, ktery je slozeny z LHRH, napojeného na
imunogenni nosiovy protein, vybrany ze skupiny, zahrnujici koiisky alfa-globulin, kofisky alfa—
globulin frakce IV-1, koiiské alfa-glogulin frakce IV—4 a jejich smési.
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Pfi jiném postupu se podava vakcina, obsahujici LHRH peptid a imunogenni nosi¢ovy protein,
J€Z jsou napojené na karbodiimid.

S vyhodou se podéva vakcina, obsahujici konjugat, slozeny z LHRH (3-10), ktery je napojen na
imunogenni nosi¢ovy protein, vybrany ze skupiny, zahrnujici ovalbumin, kofisky alfa-globulin,
koiisky alfa~globulin frakce IV-1, kofisky alfa~globulin frakce IV—4 a jejich smési.

Nebo se vyhodné podava vakcina, obsahujici LHRH (3-10) peptid a imunogenni nositovy
protein, napojené na karbodiimid.

S vyhodou se vakcina podava transkutinné na nékolika mistech za pouziti bezjehlového
injek&niho zafizeni vstfikem pod tlakem.

V prvnim, preferovaném provedeni této metody se anti-LHRH vakcina poda zvifeti nejlépe ve
forme emulze a nejlépe behem vykrmné faze anebo pied ni, a pak kratce pred porazkou zvifete se
anti-LHRH vakcina aplikuje znovu. Postup lze provést ve dvou oddélenych podanich anebo
metodou fizeného uvoliiovéni.

U prasat je zejména vyhodné poddvat anti-LHRH vakcinu spolu s vodnym adjuvantem, zejména
s gelem hydroxidu hlinitého a/nebo se saponinem. Aplikace se nejlépe provede 15 az 21 dnu pfed
porazkou.

Naopak u skotu, a kde je to vhodné i u ovci, se podani provede pfed porazkou nejlépe s vakcinou
v emulznim adjuvantu, nejlépe 1 a7 2 mésice pred porazkou. Tato aplikace se nejlépe provadi
pfinejmensim 4 tydny a nejlépe nékolik mésicti po prvni aplikaci.

V kaZdém pripadé vakcina v emulzi, uvaZovana pro prvni aplikaci a u skotu pro druhou aplikaci,
Je nejvhodnéjsi ve formé emulze vody v oleji. Lze uvazovat oviem i o jinych emulzich.

Vakcina, nejlépe emulzniho typu, je navrhovana podle tohoto vynilezu tak, aby indukovala
primérni imunitni odpov&d’ nizké intenzity bez méfitelného G&inku na sekreci steroidii gonéadami.
Formulace zaloZend na emulzi je preferovana, i kdyZ jiné formulace Jsou rovnéz pouZzitelné,
pokud vedou k témuZ G¢&inku.

Podéni vakciny pted porazkou je provadéno s vakcinou formulovanou tak, aby v tomto stadiu
zpusobila zdstavu anebo vyznamné omezeni sekrece steroidii, bez nezidouci mistni anebo
celkové reakce, schopné zpiisobit zhorseni vzhledu anebo kvality masa.

Je Zadouci, zejména u prasat, zvolit nasledujici dvé formulace vodnych roztokd konjugatu:
piedné, formulaci na bazi stalé emulze vody v oleji, pFipravené z vysoce €i5téného mineralniho,
ZivotiSného anebo rostlinného oleje a neiontovych povrchové aktivnich latek, a to tak, aby byla
vyvolana imunitni odpovéd’ o nizké intenzité bez méfitelného Gdinku na sekreci steroidd
gonidami, a za druhé, formulaci neemulzifikovanou s gelem kysliéniku hlinitého anebo
saponinu, kterd spousti rychlou a intenzivni imunitni reakci, vedouci k dostatedné produkci
neutralizujicich anti-LHRH protilatek tak, aby byly odstranény anebo snizeny gonadové steroidy
a aby poklesl s tim souvisejici transport skatolu, vzniklého ve vnitinostech.

Emulze, na rozdil od té, kter se ziské s diplnym nebo netiplnym Freundovym adjuvantem, je stald
emulze, umoziiujici ptipravu vakciny pro okamzité pouziti. Zanétliva kozni reakce je velmi slaba
a je lokalizovana do mist aplikace vakciny v obou formulacich; reakce se projevuje pfi vnéj$im
ohledani dobfe ohrani¢enymi pupinky. Jeji vlastni vyvoj se omezuje na dermis. Vyrazka mizi bez
zanechani granulomu, viditelnych pfi porazce zvifete.
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V jiném provedeni této metody se hyperimunni anti-LHRH sérum nebo plazma anebo anti-
LHRH monoklonélni protilatky podaji zvifeti nékolik dnii pfed porazkou, zejména 5 az 15 dni
predem.

Pasivni imunizace na bazi anti-LHRH, vyvolavajici pokles anebo i zastavu sekrece androgennich
a neandrogennich steroiddi, bylo docileno intramuskularnim podanim hyperimunni kofiské
plazmy. Po dovedeni do dostate¢né hladiny, méfené titrem protilitek proti LHRH v séru
imunizovaného zvifete, tato imunizace vede k poklesu plazmového testosteronu od 3. dne; je-li
udrzovéana na téze urovni po nasledujicich 12 dni, je dostate¢na k tomu, aby vyvolala snizeni
tkd‘nového androsteronu na hodnotu pod 0,50 mikrogram/g, pfi kteréZto hodnoté spotfebitel jiz
nezjisti nepiijemny zipach a zvlastni chut’ masa ze samci prasat. Tato metoda pasivni imunizace
ukazuje, Ze udrzovani vyznamného poklesu obsahu testosteronu po 12 dnii je dostatetné pro
snizeni koncentrace testosteronu v tkani pod prahovou hodnotu. Pro tuto pasivni imunizaci lze
uvazovat o pouziti monoklonalnich anti-LHRH protilatek, vylu¢ovanych prasecimi hybridomy
anebo heterohybridomy.

Zpusob podani t&chto formulaci je nejlépe transkutdnni, zejména s pouZitim injekeniho pistroje
bez jehly, a to tryskou pod tlakem, zv1ast& podle patentové prihlasky FR-A~2 652 257.

Metoda podle tohoto vynilezu md velkou vyhodu vtom, Ze je zcela bezpetnd, zejména, Ze
nevyvolava mistni frakce, které by mohly znehodnotit maso.

Zan&tliva reakce kiiZe zistava omezena na mista aplikace obou formulaci a projevuje se pfi
zevnim ohledani formou dobfe ohrani¢enych pupinkd. Jeji vnitini vyvoj zlstavd omezen na
povrchovou dermis. Vyrazka mizi bez zanechani granulomi, zjevnych v dobé porazky zvifat.
Zanétliva reakce, ¢asové omezena na mista aplikace, odraZi toleranci k obéma formulacim
vakciny a je ji docilené jejich transkuténni aplikaci s pouZzitim injektoru bez jehly.

Pro anti-LHRH imunizaci je nutné kovalentni vazba peptidu LHRH nebo jeho fragmentu, které
nejsou imunogenni za ekonomickych podminek pouziti, na imunogenni protein, zvany nosic.

LHRH nebo GnRH, at’ jiz ptirodni nebo synteticky, je slozen z 10 aminokyselin, €islovanych
1 az 10 od aminového konce ke karboxylovému konci, podle tohoto vzorce:

pGlu—His-Trp--Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly.NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tyto symboly podle konvence predstavuji: pGlu, pyroglutamovou kyselinu; His, histidin; Trp,
tryptofan; Ser, serin; Tr, tyrosin; Gly, glycin; Leu, leucin; Arg, arginin; Pro, prolin.

Anti—-LHRH imunogenni konjugéty, popsané riznymi autory, mohou byt pfipraveny, pokud jde
o hapten,

a) s celym LHRH anebo LHRH modifikovanym na jednom nebo vice mistech, aby bylo
docileno z4douci aminoterminalni, karboxytermindlni nebo intermedidrni konjugace,

b) s jednim z jeho peptidovych fragmentd, sloZzenym z 5 aZ 7 aminokyselin, modifikovanych
anebo jinak upravenym, aby bylo docileno Zadouci aminoterminalni, karboxyterminalni
anebo intermedidrni konjugace,

c) s agonistou, nesoucim substituovanou aminokyselinu, nej¢asnéji v poloze 6, aby bylo
docileno intermediarni konjugace.
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Pokud jde o nosi€ovou bilkovinu, je pouZivano hovéziho sérového albuminu, lidského sérového
albuminu thyroglobulinu, ovalbuminu a lidskych nebo koiiskych globulini.

Tak evropska patentova pfihlaska EP-A-181 236 popisuje imunogenni konjuge;tty, obsahujici
nonapeptid anebo dekapeptid se sekvenci, odpovidajici poslednim 8 aminokyselindim molekuly
LHRH, k nimz je ptidan lysin anebo sekvence cystein-lysin na aminoterminalnim konci.

Navic patentova prihliska WO 88/05 308 uvadi konjugaty, pfipravené s pouzitim fragmentd,
obsahujicich 5, 6 nebo 7 sousednich aminokyselin z molekuly pfirozeného peptidu, kde pak
kaZzdy fragment obsahuje N-termindlni pyroglutamovou kyselinu anebo karboxytermindlni
glycinamid a kde je moZné ke kazdému fragmentu pfidat navic dalsi aminokyselinu anebo sles
aminokyselin ke konci, pfipojenému k imunogenni bilkoving.

Konjugatni €inidla spadaji do tfech hlavnich kategorii: aktivagni ¢inidla, homobifunkéni &inidla
a heterobifunkéni &inidla. Kdezto u aktivaénich &inidel je vazba mezi obéma molekulami
uskute¢néna vazbou mezi ob&ma funkcemi jiz pritomnymi, u ostatnich &inidel je vazba
uskute¢néna uhlovodikovym zbytkem, zvanym ligand.

Z aktivagnich €inidel lze jmenovat kyselinu jodistou, pouzivanou k oxidaci oligosacharidovych
zbytkl na aldehydy, snimiZz aminova skupina druhé molekuly, U¢astnici se na konjugatu,
nasledné reaguje.

Karbodiimidy jsou aktivacni ¢inidla, Siroce pouzivana k vazbé antigenii na proteiny; z nich pak
nejvétdiho pouziti dostal zajisté N-ethyl-N"~(3—dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC)
hydrochlorid, ktery umoziiuje provedeni reakce ve vodném prostiedi. Pisobeni karbodiimidii
vede k vytvofeni amidové vazby mezi karboxylovou skupinou jednoho proteinu, aktivovaného ve
formé intermediami O-alkylizomotoviny, a aminovou skupinou, nesenou jinou molekulou.
Jejich vyhoda je ve snadném pouZiti.

Homobifunkéni ¢inidla jsou molekuly, nesouci dvé identické dvé identické reaktivni skupiny,
oddeélené uhlovodikovym fetézcem. Z téchto &inidel Ize jmenovat glutareldehyd, ktery reaguje se
dvéma primarnimi aminovymi skupinami, alkyl- anebo arylizodithiokyandty reagujici
s primdrnimi aminy a thioly, a bisdiazotovany benzidin, ktery se vaZe na aromatické zbytky
tyrosinu. Bismaleinimidy a bisamidinity lze jmenovat pro Gplnost. Hlavni nevyhodou
homobifunk¢nich inidel je nesnadnost regulace vznikajicich konjugatii, jelikoZ tato &inidla
mohou reagovat se dvéma molekulami téhoz charakteru a tak vést ke vzniku oligomerd anebo
polymert.

Chemici, aby tomu zabrénili, vyvinuli heterobifunkéni &inidla, v nichz tyto dvé skupiny maji
odlisné specifity. V obecném pfipadé, jedna z té&chto skupin je ester N-hydroxysukcinimidu,
ktery za mimych podminek reaguje s volnymi aminoskupinami bilkovin a poskytuje jednak
N-hydroxysukcinimid, jednak bilkovinu, spojenou kovalentni vazbou s kopulaénim &inidlem, na
némzZ je druha funkce. Obecné tato funkce miiZe reagovat s thioly, poskytovanymi molekulou, na
niz se véze, at’ jiz jsou to thioly bud od zaitku ptitomné v molekule jako cysteinové zbytky
(mohou tvofit jeji pfirozenou slozku anebo v pFipadé peptidii mohou byt imyslng zabudovény do
molekuly béhem syntézy), anebo jsou poskytnuty takovymi &inidly, jako jsou 2-iminothiolan
nebo N~[3—(2-pyridyldithio)propanoyloxy]sukcinimid (SPDP) po redukci.

Z moznosti popsanych vySe je nejlepsi zvolit cely LHRH. V takovém piipadé se da piednost
pfirozenému LHRH pred agonisty, jako je (D-Lys®-LHRH, coz vyplyva ze srovnani
imunogenni aktivity konjugatd, pfipravenych s pouzitim té&chto dvou peptida.

Karbodiimid ma pfednost pfed glutaraldehydem jakozto &inidlo pro konjugaci pfirozeného
LHRH s alfa—globulinem.
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Lidsky nebo korisky alfa—globulin, frakce IV-1 nebo IV—4, jsou preferovany pred lidskym nebo
hovézim sérumalbuminem.

Je zadouci, aby vakciny obsahovaly tentyZ aktivni princip, pfednostné konjugat alfa—glogulin
s LHRH; LHRH je nejlépe ptirozeny LHRH a alfa-globulin lidského nebo koiiského piivodu jsou
zejména frakce IV-1 a/nebo IV-4. Konjugit je prednostné ziskavan pfidanim 0,5 az 2
objemovych dilé 2,5% roztoku hydrochloridu N-ethyl-N'—(3—dimethylaminopropyl)karbodi-
imidu (EDC) v 0,9% NaCl k 1 objemovému dilu smési alfa— globulinu a LHRH v roztoku,
obsahujicim 2 az 20 mg této smési v 1 ml 0,9 % NaCl. Po promichéni je smés ponechana pies
noc a pak precisténa gelové permeacni chromatografii.

Pokud jde o nosi¢ovou bilkovinu, je mozné pouzit sérovych albuminii, zejména hovéziho nebo
lidského, thyroglobulinu, ovalbuminu, lidského nebo koiiského globulinu a anatoxind, zejména
tetanového anatoxinu.

Pozorovany velky rozsah imunitni odpovédi samcii prasat na karboxyterminalni frakci LHRH
peptidu, konjugovaného pomoci karbodiimidu, anebo jeho agonisty (D-Lys®-LHRH,
konjugovaného pomoci SPDP, s alfa—globulinem, vedle k definici imunogenniho konjugétu na
béazi anti—-LHRH, pouZivajici s vyhodou peptid obsahujici karboxylovy konec LHRH.

V dasledku toho a podle druhého preferovaného provedeni vynalezu pfihlaSovatel nalezl, ze je
velmi vyhodné pouzit nového peptidu, ktery obsahuje poslednich 8 aminokyselin LHRH, tedy
dekapeptidu o slozeni

Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly.NH;
3 4 5 6 7 8 9 10

ktery ma velkou imunogenni aktivitu a pfitom nevykazuje hormonalni aktivitu pfirozeného
LHRH.

Vyhodny je tedy tento novy peptid (3-10) a konjugity tento peptid zahrnujici, navdzany na jednu
zvy$e zminénych imunogennich nosiovych bilkovin, ovalbumin a kofisky alfa—globulin,
zejména na frakce IV—-1 a/nebo IV-4, které jsou preferovany.

V tomto vynélezu je karbodiimid preferovan pfed glutaraldehydem a pfed heterobifunkénimi
¢inidly jako &inidlo pro konjugaci LHRH (3-10) peptidu zejména s kofiskym alfa-globulinem
nebo s ovalbuminem.

Pii prednostné pouzivané ptipravé konjugatu se LHRH (3-10) a nosi¢ova bilkovina, ovalbumin
nebo alfa—globulin, rozpusti kazdy v poméru 2 az 40 mg na 1 ml pufru 0,1M NaCl/0,IM 2—(N-
morfolino)ethansulfonova kyseliny. Pak se p¥ida 0,5 az 2 objemové dily 2,5% roztoku N—ethyl-
N’—(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu v témZze pufru. Hodnota pH se nastavi 1N NaOH. Po
promichani se smés odstavi pfes noc a pak se predisti gelové permeacni chromatografii, ktera
odstrani nenavizany LHRH (3-10), zbytek karbodiimidu a hydrolyzaéni produkty.

Vynalez bude nyni popsin podrobngji pomoci piikladii srovnavacich testd riznych produktd
a vakcinaéni metody podle tohoto vynélezu na strané jedné a na strané druhé pomoci testi, které
prokézaly velky rozsah imunitni odpovédi u samci prasat na karboxytermindlni ¢ast LHRH
peptidu, a test vakcinace na bazi LHRH, provadéné na samcich prasat podle tohoto vynélezu.
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Priklady provedeni vynalezu

1- POUZITI CELEHO LHRH

A. VEtSi imunogenni aktivita konjugatu, zachovavajlclho nejdel3i karboxyterminalni ¢ast LHRH
peptidu a vybér konjugatu, zalozeneho na pfirozeném LHRH pfednostné pied konjugéatem,
ziskanym na bézi agonisty (D-Lys®)-LHRH.

Al. - Anti~-LHRH imunizace intaktnich samci prasat u samci krys.

Porovnani aktivity dvou anti-LHRH vakcin, sloZenych z konjugétii ptirodni formy LHRH (B1
a B2) nebo (D-Lys®)-LHRH (Al a A2) s lidskym albuminem, pfi¢emz konjugity jsou ziskany
pomoci karbodiimidu ve vodni fazi, resp. pomoci SDP, uvedeny do emulze oleje ve vods
a podany intemuskularné prasatiim a subkutanné krysam, vede k témto zavériim:

—  VyS3i aktivita vakciny, zaloZené na pnrozenem LHRH: je zapotfebi men¥iho mnoZstvi
LHRH peptidu ne% konjugovaného (D-Lys®)-LHRH peptidu, aby byl ziskan vétsi pocet
zvirat, davajicich imunitni odpovéd’ (tabulka 1 a 3).

- Uginek davky, ktery se projevuje v ziskéni vétsiho pottu zvifat, davajicich imunitni odpovéd’
se stejnym konjugatem (tabulka 3).

Al.1 - Ptiprava konjugéti (D-Lys®)-LHRH s albuminem pomoci SPDP.

Priprava konjugati (D-Lys®-LHRH s albuminem je provadéna ve tiech stupnich: pfiprava
{N—[3—(pyr1dyldlthlo)propanoyl]—D—Lys }-LHRH, ptiprava N—(3-merkaptopropanoyl)albu-
minu, pak vazba.

{N’~[3—(2-pyridyldithio)propanoyl]-D-Lys*}~LHRH se pfipravi reakci pfebytku SPDP s LHRH
ve vodném roztoku (6 mol SPDP na 1 mol LHRH) a pak po odstaveni reakéni smési pii 4 °C pres
noc, se produkt ziskd odstfedénim. Ten se rozpusti v 8M mocovin& a testuje se pFitomnost
2-pyridyldithioskupin.

N-(3-merkaptopropanoyl)albumin se ziskd pisobenim 0,2 mmol SPDP na 1g lidského
albuminu, rozpusténého ve 100 ml fosfatového pufiu, a po odstaveni reakéni smési pii 4 °C pies
noc a jejim okyseleni na pH 6 redukci dithiothreitolem. Pak se produkt pregisti gelovou
chromatografii. Zkouska thiold a proteinu poskytne tidaj o stupni substituce.

Navizini je provedeno s pouZitim jedné pyridyldithioskupiny a 1,25 thiolovych skupin. pH se
nastavi na 7 az 7,5 a po jedné hodiné€ se vytézek stanovi méfenim uvolnéného 2-pyridinthionu.

Primémy stupefi substituce je odvozen ze ziskaného Gdaje. Koneéné se konjugit pieisti
chromatografii a zkoncentruje ultrafiltraci.

Al.2 - Priprava konjugatu LHRH s albuminem pomoci karbodiimidu.

Hydrochlorid ~ N-ethyl-N'~(3—-dimethylaminopropyl)karbodiimidu v mnozstvi 1000 mg,

rozpustény bezprostfedné pred pouzitim ve 40 ml 0,9% NaCl, se ptida k 300 mg LHRH a 300 mg
lidského albuminu, rozpudténych v 30 ml 0,9% NaCl. Po promichani se smé&s odstavi pfes noc pfi
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laboratorni teploté a chréani se pted svétlem. Pak se smés chromatografuje na Sephadexu G-50;
frakce odpovidajici konjugatu jsou sbirany, pfipadn€ zkoncentrovany a zmrazeny.

Ve frakcich, obsahujicich nenavizany LHRH, se stanovi jeho mnoZstvi a tim primérna hladina
konjugace. Tato hodnota je reprodukovatelnd a kolisd mezi 8 a 10 mg LHRH na 100 mg
albuminu.

Vytézek chromatografie konjugatu a tim i mnozstvi (nebo koncentrace) LHRH jsou odvozeny
z ultrafialovych spekter konjugatu pred a po chromatografii.

A1.3 — Testovaci postupy

Titr protilatek se stanovi technikou, popsanou JEFFCOATEM a ost., Acta Endocr., Copenh.,
1974, 75, 625-635.

Testosteron se stanovuje pfimo v plazmé technikou RIA, pouzivajici testosteron C19-karboxy-
methylether—[1251]histamin jako radioligand.

Vazba na znaleny peptid Se stanovi po substituci riznych peptidd jodem-125 podle
COPPOLANDA a ost., Endocr., 1979 104, 1504-1506 a technikou, popsanou JEFFCOATEM
a ost., Acta Endocr., Copenh., 1974, 75, 625-635.

Al.4 — Znazoréni

— Testy na krysach

e Tabulka 1: odpovéd’ anti-LHRH protilatek, méfena podle stupné vazby LHRH,
znaceného jodem—125

e Tabulka 2: u¢inek anti~-LHRH imunizace na koncentraci plazmového testosteronu
e Davkovani
Vakcina Al : 50 pg konjugovaného (D-Lys®-LHRH,
B1: 12 pg konjugovaného LHRH.
— Testy na intaktnich samcich prasat

e Tabulka 3: odpovéd anti-LHRH protilatek, méfend stupném vazby LHRH, znageného
jédem-125.

e Davkovani
Vakcina Al: 0,5 mg konjugovaného (D-Lys®)-LHRH,
A2: 6 mg konjugovaného (D-Lys*)-LHRH,
B1: 0,15 mg konjugovaného LHRH,

B2: 1,20 mg konjugovaného LHRH,
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Tabulka 1

ODPOVED ANTI-LHRH PROTILATEK, MERENA STUPNEM VAZBY LHRH, .
OZNACENEHO JODEM-125

TESTOVANI PROTILATEK (% pl/€) V SERU

Injekce | Cas —tyden Skupina Al Skupina Bl Titr
50 pg 12 pg ple
D-Lys*-LHRH/HSA/AE | LHRH/EDC/HSA/AEI =50%
Sc 0 - - -
Sc 4 0,0 15,4 <100
7,8 7,6 <100
0,0 35,3 <100
0,0 51,1 100
5 4,3 91,1 1600
14,1 85,3 980
5,9 70,8 270
15,8 94,9 2100
6 0,0 64,3 120
11,3 67,9 220
11,7 96,1 2400
0,0 68,3 280
7 14,5 72,5 400
0,0 92,4 2100
0,0 64,2 200
11,5 67,2 240
8 19,6 70,4 310
0,0 98,8 3200
9,2 68,7 2200
0,0 38,8 310

-10-
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Tabulka 2

TESTOVANI TESTOSTERONU V PLAZME KRYS (ng/ml)

Injekce | Cas - tyden Kontroly Skupina Al Skupina B1
50 ug 12 ug
D-Lys*-LHRH/PDP/AE1 LHRH/EDC/HSA
Sc 0 0,40 - -
0,26 - -~
0,47 - -
0,00 - —
Sc 4 2,25 4,16 2,51
1,05 5,83 2,38
2,34 4,43 3,63
- 4,17 0,58
5 3,80 2,99 0,00
1,76 2,33 0,00
5,05 2,85 0,00
6,67 1,54 0,00
6 2,01 3,26 0,00
4,47 0,09 0,00
4,69 1,10 0,00
1,96 - 0,00
7 2,28 1,32 0,00
1,92 0,89 0,00
1,89 1,59 0,00
1,65 2,17 0,00
8 0,97 1,75 0,00
1,91 1,48 0,00
2,71 1,91 0,00
1,22 2,33 0,00

-11-
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Tabulka 3

ODPOVED ANTI-LHRH PROTILATEK, MERENA STUPNEM VAZBY LHRH,
ZNACENEHO JODEM-125.

TESTOVANI ANTI-LHRH PROTILATEK V SERU (ZRED. 1/50)

Titr (pl/&=50%)
Cas, D-Lys®*~LHRH/PDP/HSA/AEI D-Lys"-LHRH/PDP/HSA/AEI Al
tyden 0.5 pg (A1) 6 pg (A2)
pocet prasat polet prasat podet prasat
211 219 | 231 | 242 | 257 | 205 | 221 | 227 | 245 | 251 221
TO l.inj.
T3 0 0 0 0 0 0 71,8 0 0 0 150
T4 0 0 0 0 0 0 67,3 0 0 0 100
TS 2.inj. 0 0 0 0 0 0 534 0 0 0 50
T6 0 0 0 0 0 142 | 58,5 | 42,1 | 6,6 0 55
T7 0 0 0 0 0 7,5 | 48,5 | 36,7 5 0 <50
T8 0 0 0 0 0 7,7 | 44,1 | 288 5 0 <50
T9 0 0 0 0 0 5 37,5 | 22,6 5 0 <50
Cas, LHRH—-(KARBO)YHSA/AE! LHRH-(KARBO)-HSA/AEI B1 B2
tyden 0,150 mg (B1) 1,2 mg (B2)
podet prasat polet prasat podet poclet prasat
prasat
2131 225 | 247 | 255 | 261 | 209 | 215 | 235 | 241 | 259 247 235 259
T0 L.inj
T3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T5 2.inj 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Té6 0 0 81,2 5 25,1 | 489 | 56,2 | 78,2 | 31,4 | 90,1 200 130 990
T7 0 0 81,7 5 49,1 | 64,7 | 499 | 863 | 523 | 92,9 170 220 880
T8 0 0 80,5 5 36,5 | 54,1 [ 489 | 80,7 | 59,3 | 90.5 150 140 640
T9 0 0 74,4 5 34,5 | 545 | 40,1 | 685 | 51,6 | 89.1 220 220 490

A2 — Srovnavaci test dvou anti-LHRV vakcin, slozenych z konjugatu LHRH s a~globulinem,
pfipraveného pomoci karbodiimidu, resp. konjugitu (D-Lys®)-LHRH s a-globulinem,
pripraveného pomoci SPDP a aplikovanych v emulzi oleje ve vod& intramuskularné (IM) anebo
transkutanné (ID) prasatiim.

A2.1 — Priprava konjugatu (D-Lys®)-LHRH s a—globulinem pomoci SPDP.

Metoda popsana v pfikladu 1 se pouZije pfesné stejnym zptisobem, ale albumin v koncentraci
10 mg/ml se nahradi a—globulinem v koncentraci 6 mg/ml.

Celkovy vytéZek navizaného (D-Lys®)-LHRH je fadové 45 az 50 %.

Je navic mozné modifikovat libovolng stupeii substituce o—globulinu a tak stupefi konjugace tim,
Ze se méni koncentrace SPDP a/nebo a~globulinu b&hem pfipravy MP-a—globulinu.

A2.2 — Pfiprava konjugatu LHRH s lidskym a—globulinem pomoci karbodiimidu (EDC).
PouzZije se metoda popsana v pfikladu Al presné stejnym zplsobem, ale lidsky albumin se

nahradi lidskym o—globulinem. Hladina konjugace je 24 az 28 mg LHRH, vézaného na 100 mg
lidského a—globulinu.

-12-
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A2.3 — Utinnost vakciny, zalozené na konjugitu LHRH s a~globulinem, je vyssi nez u druhé
vakciny. U€innost je vyjadrena v poétu zvirat, které vykazuji uplné vymizeni testosteronu
z plazmy.

Tabulka 4
LHRH-0-globulin. ECD | (D-Lys®)-LHRH-0~globulin. SPDP
(1,2 mg) (6 mg)
M+1ID M+ ID
Vymizeni testosteronu 5/10 2/10

A3 — Velky rozsah imunitni odpovédi samct prasat na aplikaci karboxyterminalni J)eptidové
frakce LHRH, konjugované pomoci karbodiimidu, nebo jeho agonisty (D-Lys’)-LHRH,
konjugovaného pomoci SPDP na lidsky o—globulin.

Tato odpovéd’ se stanovi ze srovnani procenta vazby anti-LHRH a anti~(D-Lys®)-LHRH sér
dvéma znaenymi fragmenty LHRH, a to LHRH (3-10) s deleci aminoterminalni ¢asti s LHRH
(1-10), ktery je ve formé volné kyseliny v disledku delece, provedené v jeho karboxyterminalni
casti. Tyto dvé frakce specificky rozeznavaji protilatky proti karboxyterminalni, resp.
aminoterminalni ¢asti fetézce peptidu.

Rozsahla odpovéd’ na karboxyterminalni ¢ast fetézce peptidu se projevuje v poétu zvifat, ktera
maji protilatky, vazici pouze peptid LHRH (3-10), oproti tém, kterd maji protilatky, vazici
vyluéné LHRH ve formé volné kyseliny (10/58 u anti~-LHRH séra a 3/10 u anti~(D-Lys®)-LHRH
séra).

Z4dné sérum nevykazovalo 100% vazbu LHRH ve formé volné kyseliny, ktera by ukazovala na
specifické rozpoznani aminotermindlni frakce.

Nejéast€jsi byly smiSeny odpovédi, které vykazovaly lepsi rozpoznani aminoterminalni frakce
anti~(D-Lys®~LHRH séry nez anti-LHRH séry. Z anti-LHRH sér pouze 3 z 58 vykazovaly
rozpoznivaci schopnost pro aminoterminalni frakci vy3$i nez 40 %, kde#to u anti~(D-Lys®)—
LHRH sér tato hodnota byla 4 séra z 10.

B - vétsi imunogenni aktivita konjugatu LHRH s o-globulinem, pfipraveného pomoci
karbodiimidu, ve srovnani s konjugatem, pfipravenym pomoci glutaraldehydu.

B.1 - Priprava konjugatu LHRH s o—globulinem pomoci glutaraldehydu.

Objem 2,5 ml roztoku glutaraldehydu, ktery obsahuje 10 mg/ml, se pfida po kapkach béhem
30 min k 10 mg LHRH a 50 mg lidského o-globulinu (Serva), rozpusténych v 5 ml 0,1M
fosfatového pufru o pH 7,5; po kazdém pfidani se promicha. Reakéni smés se ponecha 2,5 h pfi
laboratorni teploté a reakce se zastavi ptidavkem 25 mg bisulfidu sodného, rozpusténého v 5 ml
vody. Konjugat se dialyzuje pti 4 °C proti 150mM NaCl v 10mM fosfitovém pufru o pH 7,5
a pak se zkoncentruje ultrafiltraci.

B2. - Srovnavaci test anti-LHRH vakcin, obsahujicich stejné mnozstvi konjugovaného LHRH na
prasatech (tabulka 7)

_13-
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Tabulka 7

LHRH-a~globulin (pfipr. LHRH-o0~globulin (pfipr.
s karbodiimidem) poddn IM | s glutaraldehydem) podan IM
nebo ID nebo ID

Vymizeni testosteronu z plazmy 5/10 0/10

C- Vy38i imunogeni aktivita konjugatu, zaloZeného na lidském a~globulinu, ve srovnini
s konjugétem na bazi lidského serumalbuminu.

Ukinnost je vyjadena pottem zvifat, ktera vykazuji dplné vymizeni testosteronu z jejich plazmy
(tabulka 8).
Tabulka 8

TESTY NA PRASATECH - INTRAMUSKULIRN{ INJEKCE

LHRH-HSA pfipraveny | LHRH-0—globulin pfipraveny
s karbodiimidem s karbodiimidem
Vymizeni testosteronu z plazmy 0/5 3/5

D - Imunogenni aktivita konjugatu, pouzivajiciho koiisky o—globulin, frakci IV-1, ekvivalentni
konjugatu, zaloZzenému na lidském o—globulinu.

D.1 - Priprava konjugatu LHRH s koriskym o—globulinem pomoci karbodiimidu.

Je pouzito metody presné stejnym zplsobem, jak popsano v prikladu Al, stim rozdilem, Ze

lidsky albumin se nahradi kofiskym o—globulinem (frakce IV-1).

D.2 — Subkutdnni aplikace vakciny v davce 12 pg LHRH, konjugovaného s lidskym anebo
koriskym o—globulinem, krysam dvakrét v intervalu 4 tydni.

Tabulka 9
TESTY NA KRYSACH
LHRH-lidsky o—-globulin LHRH-korisky a—globulin
frakce IV-1 frakce IV-1
Vymizeni testosteronu z plazmy 12/12 12/12

E — Vétsi adjuvantni aktivita emulze oleje ve vodé podle vynélezu oproti jinym emulzim
(tabulka 10).

Testy provedeny na prasatech s pouzitim téhoz konjugatu, slozeného zLHRH a lidského

o-globulinu a ptipraveného pomoci karbodiimidu, aplikovana taz davka transkutanné na
5 mistech.

-14-




10

20

25

30

35

40

CZ 287775 B6

Zkoumané emulze: kapalnd emulze oleje ve vodé (B), emulze podle vynalezu (vzorec
C vtabulce), komeréni emulze, fedéna antigenem (E), a olejovd faze, emulzifikovana
s konjugitem (F).

U v3ech té€chto formulaci bylo kone¢né mnozstvi antigenu v divce stejné.

Emulze byly pripraveny za obvyklych podminek, pouZzivanych témi, ktefi se zabyvaji
formulacemi tohoto typu.

Tabulka 10
Emulze B C E F
vymizeni testosteronu z plazmy 2/5 4/4 1/5 3/5
pocet zvitat, vykazujicich koncentraci 2/5 4/4 3/5 3/5
aldosteronu v tkdni pod 0,5 pg/g

F. — UCinnost pasivni anti-LHRH imunizace na zlepSeni organoleptickych vlastnosti masa,
méfena poklesem androsteronu v tkani.

Tabulka 11

OBSAH ANDROSTENONU V ADIPOSOVE TKANI KONTROLNICH ZVIRAT A ZVIRAT,
PODROBENYCH PASIVNI IMUNONEUTRALIZACI POMOCI HYPERIMUNITN{
KONSKE ANTI-(D-Lys®)-LHRH PLAZMY, PODANE V OBJEMU 300 m! 16., 13.,9.a 5.
DEN PRED PORAZKOU

Kontroly Osetfeno pokusnych
zvitat
Pocet zvirat, vykazujicich koncentraci 2/5 5/5
androstenonu pod 0,50 pg/g adiposové tkané

(signifikantni rozdil pfi riziku o0 = 0,2)

G.- Utinnost a tolerance formulaci, obsahujicich LHRH konjugovany s o—globulinem pomoci
karbodiimidu ve formé emulze vody v oleji (1. vakcina) a v hydroxidu hlinitém a saponinu
(2. vakcina); podany transkutdnné s obsahem stejného mnozstvi LHRH v davce na podatku
vykrmného obdobi, resp. 18 az 21 dnii pfed porazkou, s pouZitim injektoru bez jehly, znamého
jako Pigjet.

Dva testy byly provedeny ve dvou riznych intervalech, a to pro skupiny 1, 3 a 5 v prvnim
intervalu a pro skupiny 2 a 4 ve druhém intervalu (tabulka 12 a 13).

G.1 — Utinnost imunoneutralizace s pomoci anti~-LHRH roste pii stejném objemu vakciny
s poctem mist transkutanni aplikace.
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Tabulka 12
Skupina 1 2 3 4 5
1. vakcina 1 ml 1 ml 1 ml 0,4 ml 0,4 ml
(Smist) | (3mista) | (5mist) | (10 mist) | (2 mista)
2. vakcina 1 ml 1 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
(5 mist) | (5 mist) (2 mista) | (10 mist) | (2 mista)
Vymizeni nebo vyrazny pokles 10/12 10/11 9/12 11/11 8/11
testosteronu (podet zvitat)
Koncentrace androstenonu 11/12 n 10/23 n n
v tkdnipod 0,5 pug/g (potet zvirat)

n = nastaveno

G. 2 - Tolerance k vakcindm je posuzovéna podle vzniku zanétlivé reakce na kiizi, odstupiiované
od 0 do 4, na daném zvifeti podle velikosti pupinkd, objevujicich se po aplikaci; pupinek se
objevuje na kazdém mist& aplikace. Soudet skére vkazdé skupiné je sumarizovan takto:
prum&mé skére na konci prvého tydne po aplikaci (apl. 1) a prim&mé skére v dobé porazky pro
kaZdou vakcinu (S1) (tabulka 13). Nejlepsi tolerance pozorovana p¥i pouZiti vakein ve skupiné 4.

Tabulka 13
TOLERANCE PRI TRANSKUTANNI APLIKACI BEHEM DVOU TESTU

(test 1 se skupinami 1,3 a §, test 2 se skupinami 2 a 4)

Skupina 1 2 3 4 5
Vakcina 1 nebo 2 l.vak. | 2.vak. | 1.vak. | 2.vak. | 1.vak | 2.vak. | l.vak. | 2.vak. | I.vak. | 2. vak.
Podet mist aplikace 5 S 5 5 5 2 10 10 2 2
Ad. 1 42 11 31 i1 41 16 33 11 30 10
Sl 2 4 0 0 5 3 0 0 2 0
Podet zvifat 12 11 12 11 11

II. POUZITI PEPTIDU (3-10)

A. Techniky méfeni anti-LHRH imunitni odpov&di a biologické u&innosti pomoci stanoveni
testosteronu v plazmé a tkani.

Imunitni odpovéd’ anti-LHRH je méfena stanovenim titru protilatek postupem, popsanym
JEFFCOATEM a ost., Acto. Endocr. (Copenh.), 19/4, 75, 625-635.

Vazba na znaCené peptidy se stanovi po substituci riiznych peptidd jédem-125 podle
COPPOLANDA a ost., Endocrinology, 1979, 104, 1504-1506. Stanoveni séra ve smyslu obsahu
té&chto peptidi se provede postupem JOFFCOATA a ost., popsanym vy3e.

Biologicka G¢innost se posuzuje podle snizeného anebo vymizeni testosteronu z plazmy a tkani.
Test testosteronu v plazmé se provadi ptimo s plazmou RIA technikou s pouzitim radioligandu,
kterym je testosteron C19-karboxymethylether ['*IJhistamin (FURUYAMA S. a ost., Steroids,
1972, 16, 415). Test testosteronu v tkani se provadi se vzorkem adiposové tkané pomoci RIA
techniky s pouZitim radioligandu, kterym je So—[*H]androstenon, popsany CLAUSENEM, C. R.
Acad. Sci., Paris, 1974, 229-302). '
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B. Velky rozsah imunitni odpovédi samcl prasat na karboxyterminalni frakci LHRH peptidu,
konjugovaného s o~globulinem pomoci karbodiimidu, nebo jeho agonisty (D-Lys®)-LHRH,
konjugovaného s pomoci SPDP.

B1. Piiprava konjugatu LHRH-lidského ct—globulinu s karbodiimidem

Konjugit se s vyhodou ziskava ptidanim 0,5 az 2 objemovych dili 2,5% roztoku hydrochloridu
N-ethyl-N"—(3~dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) v 0,9% NaCl k jednomu objemu
smési o—globulin/LHRH v roztoku, obsahujicim 2 az 20 mg této smési v 1 ml 0,9% NaCl. Po
promichani se smé&s odstavi pfes noc a pak precisti gelovou permeacni chromatografii.

B2. Priprava konjugati (D-Lys®)-LHRH s lidskym c—globulinem pomoci SPDP.

Ptiprava konjugati (D-Lys®)-LHRH s lidskym o—globulinem se provede ve tiech stupnich,
kterymi jsou pfiprava {N—[3—(2—pyridyldithio)propanoyl]—D—Lyss}—LHRH, ptiprava N-(3-
merkaptopropanoyl) derivatu lidského a—globulinu a nakonec po jedné noci pfi 4 °C odstfedénim
ziskaného produktu, ktery se rozpusti v 8M mocovin¢ a stanovi se 2—pyridyldithioskupiny.

{N’~[3—(2—pyridyldithio)propanol]-D-Lys®}~LHRH se pfipravi reakci piebytku SPDP s LHRH
ve vodném roztoku (6 mol SPDP na 1 mol (D—Lys6)—LHRH), smés se ponecha pfi 4 °C pres noc
a pak se produkt ziska centrifugaci. Produkt se rozpusti v 8M mocoviné a pak se testuje obsah
2-pyridyldithioskupin.

N—(3-merkapropropanoyl)derivit lidského a~globulinu se ziska pisobenim 0,2 mmol SPDP na
0,6 g lidského o~globulinu, rozpusténého ve 100 ml 0,1M fosfatového pufru; po reakci pres noc
pii 4 °C a okyseleni na pH 6 se produkt ziska redukcei dithiothreitolem. Produkt se pak pre€isti
gelovou chromatografii. Primémy stupeii substituce se posuzuje podle stanoveni obsahu
thiolovych skupin a bilkoviny.

Vazba se provede s pouzitim jedné 2—pyridyldithioskupiny na 1,25 thiolovych skupin. Hodnota
pH se nastavi na 7 az 7,5 a pak, po jedné hoding, se stanovi vytézek zméfenim uvolnéného
2-pyridinthionu.

Primémy stupeii substituce je dedukovan ztéto hodnoty. Konjugit se koneén& precisti
chromatografii a zkoncentruje ultrafiltraci. Celkovy vytézek navazaného (D-Lys®)-LHRH je
fadove 45 az 50 %.

B3. Rozsah imunitni odpovédi samci prasat na aplikaci karboxyterminalni frakce peptidu LHRH,
konjugovaného za podminek, popsanych v Al a A2, se stanovi ze srovnini vazebnych schopnosti
anti-LHRH séra a anti~(D-Lys*)-LHRH séra pro dva zna¢ené fragmenty LHRH, (LHRH (3-10)
(LHRH sdeleci v aminoterminalni &asti fetézce) a LHRH (1-10) ve formé volné kyseliny
(LHRH s deleci amidové skupiny v karboxyterminalni ¢asti fetézce). Tyto dvé frakce rozeznavaji
s vét3i specifitou protilatky proti karboxyterminalni frakci na strané jedné a aminoterminalni
frakci na strané druhé.

Odpovéd’ na karboxyterminalni frakci peptidu davaji obecné viechna zvifata, imunizovana
jednim nebo druhym konjugitem (68/68). Séra 3 z 10 zvifat zcelkového poctu
10 imunizovanych konjugitem (D—-Lys6)—LHRH a séra 10 zvifat zcelkového poctu
68 imunizovanych konjugovanym LHRH vazala vyhradné karboxyterminalni frakci. Ostatni
zvifata davaji smiSenou odpovéd’ pfevazné na karboxyterminalni frakci. '

_17 -




10

20

25

30

35

45

50

CZ 287775 B6

Odpov&d’ na aminoterminalni frakci neméa obecny vyskyt (55/68). Zadné sérum nevazalo
specificky LHRH ve formé volné kyseliny.

C. Testy aktivni anti-LHRH imunoneutralizace s pouZitim konjugitu LHRH (3-10) s frakci [V-4

kofiského o~globulinu a konjugdtu LHRH (3-10) s ovalbuminem, pfipravenym pomoci
karbodiimidu.

Cl. - Priprava konjugatu LHRH (3-10) s frakci IV—4 kotiského o-globulinu pomoci karbodi-
imidu.

LHRH (3-10) v mnozstvi 85mg a 170 mg frakce IV—4 kotiského a-globulinu se rozpusti
v 12,8 ml pufru o sloZeni 0,IM NaCl/0,1M 2—(N-morfolino)ethansulfonova kyselina. Pak se
pfidi 212mg N-ethyl-N'—(3—dimethylaminopropyl)karbodiimidu, rozpuiténého v 17 ml
uvedeného roztoku. Hodnota pH se ihned nastavi na 6,0 pomoci 1,3 ml 1N hydroxidu sodného.

Smeés se promicha a odstavi na 16 h pfi laboratorni teplot& a konjugat se pak predisti gelovou
permealni chromatografii, aby se oddélil konjugat od nezkonjugovaného LHRH. Ode&tenim
nezkonjugovaného LHRH lze nastavit mnozstvi navézaného LHRH. Lze tedy tak stanovit
vytéZek vazby.

C2. Priprava konjugatu LHRH (3-10) s ovalbuminem pomoci karbodiimidu.

LHRH (3-10) v mnoZzstvi 60 mg a 120 mg ovalbuminu se rozpusti v 9 ml pufru 0,1M NaCl/0,1M
2~(M-morfolino)ethansulfonova kyselina. Hydrochlorid N-ethyl-N’~(3—dimethylaminopropyl)-
karbodiimidu v mnozstvi 150 mg a rozpu$tény v 12 ml téhoz pufru se pak pFida k roztoku.
Hodnota pH se nastavi na 7,0 pomoci 1N hydroxidu sodného (zhruba 1,9 ml). Smé&s se odstavi
pfes noc pfi laboratorni teploté a pak se vycefi centrifugaci. Supernatant se chromatografuje na
Sephadexu, aby se odstranil konjugit od nezreagovaného LHRH a produktd rozpadu
karbodiimidu. Vytézek vazby LHRH (3-10) lze stanovit z uréeni mnoZstvi nenavazaného LHRH
(3-10).

C3. - Imunitni odpovéd’, biologicka €innost a tolerance k anti-LHRH vakcing, zaloZené na
konjugaci fragmentii LHRH (3-10) a frakce IV—4 koiiského o—globulinu pomoci karbodiimidu.

Formulace sloZené z konjugovaného LHRH (3-10) v emulzi vody v oleji (1. vakcina) a v emulzi
gelu hydroxidu hlinitého a saponinu (2. vakcina) byla aplikovéna transkutann& 6 samcéim prasat
vobjemu 0,4 ml jedna davka, a to na pofatku vykrmného obdobi a 17 dni pied porazkou
s pouZitim injektoru bez jehly, znamého jako Pidjet injektor, tak, e davka byla rozdélena na dva
podily po 0,2 ml, vstfiknuté na 5 mistech.

Imunitni odpovéd” byla maximélni 10 dnii po podéni 2. vakciny. Jednotlivé titry protilatek
(reciproké hodnota zfedéni, pii némz bylo vazano 50 % jédu-125), byly tyto:

Den 10 280 660 2700 3200 4600 1300
Den 16 290 400 2000 2400 3100 8600
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Biologicka uc¢innost této imunitni odpovédi se projevuje vymizenim testosteronu z plazmy od
10. dne po podani 2. vakciny ve vSech 6 zvifatech. Vymizeni testosteronu je za tychz podminek
provazeno vymizenim androstenonu z tkané.

Tolerance k vakcin€ je posuzovana podle vzniku zanétlivé kozni reakce, odstuptiované podle
velikosti pupinki, objevujicich se na kazdém misté vakciny po jejim podani. Mistni zanét zcela
zmizel od 10. dne po aplikaci 2. vakciny.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob zlepSeni organoleptickych vlastnosti masa nevykastrovanych samcti domaécich
zvitat, pfi némz se vykrmuji nevykastrovani samci skotu, ovci a vepii, obsahujici androgenni
a neadrogenni steroidy, umozZziiujici vyvoj saméi povahy zvifat, vyznacujici se tim, Zze
se pred vykrmem nebo béhem ného poda zvifatim anti-LHRH vakcina k vyvolani primarni
imunni odezvy o nizké intenzité bez vyzna¢ného nebo dokonce métitelného G€inku na gonadalni
steroidni sekreci za ucelem umoznéni rozvoje saméi povahy zvifat, natez se zvifatim pied
porazkou poda anti-LHRH vakcina k vyvoldni anti-LHRH imunoneutralizace ke zru$eni u¢inku
androgennich a neandrogennich steroidu.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se nejprve podava anti-LHRH
vakcina podava pred vykrmem.

3. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se nejprve podavana anti-LHRH
vakcina podava jako vakcina v emulzni formé.

4. Zpisob podle naroku 1,vyznacujici se tim, Ze se anti-LHRH vakcina, poddvani
pfed porazkou, podavé veprtim pred porazkou s adjuvantem vodného typu.

S. Zpusob podle naroku4,vyznadujici se tim, Ze se podava vakcina, podavana pied
porazkou, obsahujici jako adjuvant vodného typu gel hydroxidu hlinitého nebo saponin nebo
jejich smés.

6. Zpisob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze se vakcina podava ve vodném

adjuvantu 15 az 21 dni pred porazkou.

7. Zplsob podle naroku 1, vyznacdujici se tim, ze se anti-LHRH vakcina podava
byktim a beranim pfed porazkou s adjuvantem v emulzni forme.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze se vakcina, poddvani pied
porazkou, v emulzni formé podava 1 az 2 mésice pied porazkou.

9. Zpisob podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze se vakcina, podavana pred
porazkou, v emulzni formé& podava 4 tydny az nékolik mésicti po dovani prvni vakciny, podavané
pred vykrmem nebo béhem ného.

10. Zplsob podle naroku 3 nebo 7, vyznadujici se tim, Ze se podava vakcina
v emulzni formé, pficemz je typu voda v oleji.

11. Zpisob podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze se podava vakcina v emulzni

formé typu voda v oleji, pficemz emulze obsahuje smés vysoce Cistych mineralnich oleji
a neiontovych povrchové aktivnich latek.
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12. Zpisob podle niroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se podavaji anti-LHRH vakciny,
obsahujici konjugat LHRH napojeného na imunogenni nosi¢ovy protein, vybrany ze skupiny,
zahrujici hovézi sérovy albumin, lidsky sérovy albumin, thyroglobulin, ovalbumin, anatoxiny,
tetanus anatoxin, kofiské globuliny a lidské globuliny.

13. Zpisob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze se vakcina podéva transkutanné
na n€kolika mistech za pouziti bezjehlového injek&niho zatizeni vstiikem pod tlakem.

14. Zpisob podle naroku 12, vyznaéujici se tim, Ze se podava vakcina, obsahujici
konjugat, ktery se slozeny z LHRH, napojeného na imunogenni nosiovy protein, vybrany ze
skupiny, zahrnujici kotisky alfa-globulin, korisky alfa-globulin frakce IV-1, kofisky alfa—
globulin frakce IV—4 a jejich smési.

15. Zpisob podle naroku 14, vyznaéujici se tim, Ze se podava vakcina, obsahujici
LHRH peptid a imunogenni nosicovy protein, jeZ jsou napojené na karbodiimid.

16. Zpisob podle niroku 12, vyzna&ujici se tim, Ze se podava vakcina, obsahujici
konjugat slozeny z LHRH (3-10), ktery je napojen na imunogenni nosi¢ovy protein, vybrany ze
skupiny, zahrnujici ovalbumin, koiisky alfa-globulin, koiisky alfa-globulin frakce IV-1, koiisky
alfa—globulin frakce IV—4 a jejich smé&si.

17. Zpisob podle naroku 16, vyznadujici se tim, e podiva vakcina, obsahujici
LHRH (3-10) peptid a imunogenni nosi¢ovy protein, napojené na karbodiimid.

18. Zpusob podle naroku I, vyzna&ujici se tim, Ze se vakcina podavé transkutanng na
nékolika mistech za pouziti bezjehlového injekéniho zatizeni vstiikem pod tlakem.

Konec dokumentu

.20 -



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

