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A taldlmény térgya adjuvéns készitmény, mely

(1) egy metabolizalhaté olajat és

(2) egy vagy tobb emulgedlészert tartalmaz, ahol az
emlitett olaj és az emlitett emulge4lészer olajcsep-
pecskéket tartalmaz6 olaj-a-vizben emulzié form4-
jdban van jelen,

A leirds terjedelme: 24 oldal (ezen beliil 1 lap dbra)

melyre jellemz6, hogy az olajcseppek szdmanak leg-
aldbb 80%-a 0,5 pm-nél kisebb atmérdj, és a készit-
mény polioxi-propilén-polioxi-etilén témbkopolimer-
51 vagy tokolt6l mentes.
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A jelen taldlmany vakcindk hatdsossdgénak fokoz4sdra
alkalmas immunolégiai adjuvénsokra vonatkozik, ezen
beliil olaj-viz emulzi6kat tartalmazé adjuvénsokra, me-
lyek egy metabolizalhaté olajat és emulgedlészert tar-
talmaznak olaj-a-vizben emulzié form4jsban, ahol az
olajcseppek szdmanak legaldbb 80%-a 0,5 pm-nél ki-
sebb atmér6ji és a készitmény témbkopolimertsl men-
tes.

A rekombindns technolégidval el&allitott dj alegy-
ség vakcindk (subunit vaccines) megjelenésével foko-
z6dott az igény a biztonsdgos és hatékony adjuvdnsok
el6dllitdséra. A hagyoményos €16 virust tartalmazé
vakcindk nem igényeltek adjuvansokat. Az elpusztitott
virusok alkalmazdséval létrehozott vakcindk 4ltaldban
sokkal er6sebb immunogenicitdssal rendelkeznek, mint
az alegység vakcindk, és sokkal hatékonyabban mii-
kodnek adjuvdnsok nélkiil, vagy azokkal egyiitt, me-
lyek az immun vélaszt stimuldlé képességgel rendel-
keznek. Az j, rekombindns eredeti alegység vakcindk
a biztonsdg, és a termelési koltségek szempontjabél a
hagyoményos vakcindkkal szemben jelentSs elénySk-
kel rendelkeznek, és 4ltaldban izol4lt fehérjékbdl, vagy
fehérje elegyekbdl dllnak, melyek a teljes virussal
Osszehasonlitva korldtozott immunogenicitdssal ren-
delkeznek. Az ilyen anyagokra a jelen talslmany sordn
dltaldnossdgban mint molekuldris antigénekre hivatko-
zunk, ezzel megkiilonboztetjiik ezeket az eddig vakci-
naként alkaimazott teljes szervezetektdl (vagy azok
részeitdl). Ezek a vakcindk a betegség gatlasdnak eléré-
séhez sziikséges teljes hatékonysaguk kifejtéséhez je-
lentds immunstimulator képességgel rendelkez6 adju-
véansokat igényelnek.

Jelenleg az Amerikai Egyesiilt Allamokban humén
alkalmazdsra engedélyezett adjuvdnsok kizdrélag a
tims6 s6i lehetnek (alum). Ezeket az adjuvansokat al-
kalmazzdk az egyes vakcindkban, igy péld4ul a hepati-
tisz B, a gyermekparalizis, a veszettség és az influenza
ellen, de ugyanakkor ném alkalmazhaték més, péld4ul
sejt-kOzvetitett immunitss stimuldlds4t igényls véde-
lem esetén. A beszdmolok azt mutatjék, hogy a timsé
alkalmazdsdnak tokéletesitésére irdnyul6 eljarasok si-
kertelennek bizonyultak a szaméarkshogés és a tifuszos
vakcindk hatékonysdgdnak fokozdsdira, és csak kis
mértéki hatdst értek el az adenovirus vakcindk eseté-
ben. A tims6 s6k esetén felmeriilt problémak kozé
tartozik a granulémék induk4ldsa a befecskendezés he-
lyén, és a tims6 készitmények médosuldsa az egyes
tételek esetében.

A teljes Freund-féle adjuvéns (complete Freund’s
adjuvant) (CFA) hatékony immunstimuldtor, melyet
kisérleti jelleggel szdmos antigén esetében sikeresen
alkalmaztak. A CFA hdrom alkot6t tartalmaz: egy
4svényi olajat, egy emulzifik4l6 anyagot, példdul Ar-
lacel-A-t, és elolt mikrobaktériumot, példdul Myco-
bacterium tuberculosist. A vizes antigén oldatot ezek-
kel az alkot6kkal elegyitjiik, igy viz-olaj emulziét
hozunk létre. Azonban a CFA szdmos mellékhatdst
okoz, igy fdjdalmat, kelések képz6dését és l4zat, ezek
megakaddlyozzdk a humdn és az éllategészségiigyi
célokra torténd felhaszndldsit. A nem teljes Freund-
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féle adjuvins (incomplete Freund’s adjuvant) (IFA) a
CFA-hoz hasonl6 anyag, de nem tartalmaz bakteri4lis
alkot6t. Bar az IFA az Amerikai Egyesiilt Allamok-
ban humdn alkalmazasra nem engedélyezett, mds or-
szdgokban szdmos vakcina tipus esetében alkalmaz-
zdk. Az IFA-t sikeresen alkalmaztik humaén esetek-
ben, igy példdul a gyermekparalizis és az influenza
ellen, valamint szdmos 4llati vakcindhoz, beleértve a
veszettséget, a kutya-betegséget és a szdj- és korém-
fdjast. A kisérletek eredményei szerint mind az olaj,
mind az emulzifikdl6 anyag, melyet az IFA-ban alkal-
maztak, az egereknél rdkot okoz, ez azt mutatja, hogy
humaén alkalmaz4ds esetén célszerii lenne egy alterna-
tiv adjuvéns bevezetése.

A muramil-dipeptid (MDP) a mikobakteridlis sejt-
fal-komplex legkisebb egysége, mely a CFA esetében
megfigyelt hatdsjavit6 aktivitdst hozza létre; 1dsd Ello-
uz és tdrsai (1974) Biochem. Biophys. Res. Comm.,
59:1317. Az MDP szamos szintetikus analGgjat hoztdk
létre, melyek széles kord adjuvans hatdssal és mellék-
hatdsokkal rendelkeznek [Chedid és tarsai (1978) Prog.
Allergy, 25:63]. Az a hirom analGg, melyek kiilénos-
képpen megfelelGek a vakcina adjuvdnsként torténé
alkalmazdsra, az MDP treonil szdrmazéka, lasd Byars
és tarsai (1987) Vaccine, 5:23; az MDP N-butil szdrma-
z€ka, 14sd Chedid és tdrsai (1982) Infect. and Immun.,
35:417; és a muramil-tripeptid lipofilezett szdrmazéka,
lasd Gisler €s tdrsai (1981) Immunomodulation of Mic-
robial Products and Related Synthetic Compounds, Y.
Yamamura és S. Kotani, eds., Excerpta Medica, Ams-
terdam, p. 167. Ezek a vegyiiletek hatdsosan stimuldl-
Jjak a humorilis és a sejt-kdzvetitett immunitést, és csak
kis mértékd toxicitdssal rendelkeznek.

Egy sokat igér§ lipofilezett MDP szdrmazék az
N-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutaminil-L-alanin-2-
[1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3,3-(hidroxi-foszforil-oxi)]-
etilamid (MTP-PE). Ez a muramil-tripeptid foszfolipid
végz5déseket tartalmaz, amelyek lehetévé teszik a mo-
lekula hidrof6b részének a kornyezet lipid részével
valé asszocidcidjat, mig a muramil-tripeptid rész a kér-
nyezet lipid részével asszocislédik. Igy maga az MTP-
PE is szerepelhet emulzifikdl6 szerként, stabil olaj-a-
vizben emulzick 1étrehozdsakor.

A jelen feltaldl6k MTP-PE-vel elvégzett laborat6ri-
umi kisérletei azt mutattik, hogy az az adjuvans haté-
sosan stimulélta az anti-HSV gD antitestek titerét a
herpes simplex virus gD antigén ellen, és ezt a hatast
rendkiviili mértékben fokozta, amikor az MTP-PE és a
gD inkdbb az olajba (IFA) szabadult ki, mint a vizes
kozegbe. Mivel az IFA humin célokra torténg alkalma-
z4sat nem engedélyezték, az MTP-PE-t és az antigént
mis olaj-szolgéltaté rendszerekben is megvizsgaltuk.
Tengerimalacokban a 0,008% Tween 80-at tartalmazé
4%-os szkvalén emulziéban a HSV gD nagyon j6 im-
munitdst mutatott. Ez a szubkutan tln torténd 4tnyo-
mdssal emulgedlt készitmény, a MTP-PE-LO (kevés
olaj) meglehetGsen labilis volt. Mindazon4ltal a készit-
mény a tengerimalacok esetében magas antitest titere-
ket mutatott, és az immunizalt tengerimalacok esetében
megfeleld védelmet mutatott a HSV indukélds esetén.



1 HU 212924 B 2

A készitmény az 4llat talpdba torténd beadds esetén
mutatta a legnagyobb aktivitdst, de intramuszkuléris
adagolds esetén is elfogadhaté antitest titereket muta-
tott. Ezeket az eredményeket két beszamol$ ismerteti
(Sanchez—Pescador és tdrsai, J. immunology 141,
1720-1727, 1988; a Technological Advances in Vacci-
ne Development, Lasky és tdrsai, ed., Alan R. Liss,
Inc., p. 445-469, 1988). Az MTP-PE-LO készitmény
hatdsosnak bizonyult tengeri malacokban az élesztd
sejtek 4ltal termelt HIV burok fehérjék ellen adott
immunvilasz stimulédldsa sordn. Az MTP-PE készit-
mény mind az ELISA antitest titereket, mind a virus
semlegesitS antitest titereket magas szinten stimulalta.
Ugyanakkor ugyanez a készitmény nagyobb allatokon,
példaul kecskén és babuinon vizsgilva nem volt hat4-
sos. fgy egyértelmd, hogy humisn célokra, illetve na-
gyobb dllatok esetében molekuldris antigének céljabol
tovabbi adjuvins készitmények vizsgilata sziikséges.

A fenticknek megfelelen a jelen taldlmany tirgya
a molekuldris antigénekre adott immunvaélasz stimuld-
lasédra alkalmas adjuvins készitmény létrehozdsa, mely
nagy emlsok esetén alkalmazhato.

MeglepS mdédon gy taldltuk, hogy kielégitS adju-
vans készitményt ad egy metabolizdlhatd olajat és egy
emulgealdszert tartalmaz6 anyag, melyben az olaj és az
emulgedldszer 1 pm atmérdnél kisebb cseppecskéket
tartalmazé olaj-a-vizben emulzi6 form4jdban van jelen,
és amelyben a vegyiilet valamely tombkopolimertsi
vagy tokoltél mentes. Az ilyen tobmbkopolimereket az
olaj-a-vizben emulzié létrehozdsdnél eddig alapvetS
fontossdgtinak hitték. A készitmény adott esetben egy
immunstimuldlé anyagot is tartalmazhat (ahol adott
esetben az immunstimul4lé anyag az emulge4l6 anyag-
gal azonos is lehet).

A talilmény térgya adjuvans készitmény, mely
(1) egy metabolizélhat6 olajat és
(2) egy vagy tobb emulgedlészert tartalmaz, ahol az

emlitett olaj és az emlitett emulgedlészer olajcsep-

pecskéket tartalmazé olaj-a-vizben emulzié forma-
jéban van jelen,
ahol az olajcseppek szdmanak legalabb 80%-a 0,5 im-
nél kisebb atmérdjd és a készitmény témbkopolimert6l
vagy tokolt6l mentes.

Laboratériumi vizsgélatokban, melyeket az aldbbi
példdkban részletesen ismertetiink, a taldlmdny szerinti
adjuvénsok meglepSen jobbnak bizonyultak, mint az
olyan olajat és emulgedlGszert tartalmazé adjuvins ké-
szitmények, melyekben az olajcseppek a taldlméany
szerinti méretnél jéval nagyobbak voltak. Az US-A
4 409 209 szdmii szabadalmi leirds két lipofil foszforil-
muramil peptidet ismertet; azonban nem tesz emlitést
emulziékrél. fgy taldlmanyunk targy4tél alapvetden el-
tér, jollehet, a taldlmanyunk szerinti adjuvans adott
esetben tartalmazhat ilyen vegyiileteket.

Az US-A 4 693 998 szdmii szabadalmi leirds mura-
mil peptideket ismertet. Ezen dokumentum 21. oszlop4-
nak 61. és azt kdvet§ sorai viz-az-olajban emulzi6kat is-
mertetnek, melyek az ott emlitett muramil-peptidek al-
kalmazisaval késziiltek. Ugyanakkor a taldlmany szerinti
adjuvéns Iényege, hogy az olaj-a-vizben emulzid.
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Az US-A 4 168 308 (Re—Issue no. 32 393) szamu
szabadalmi leirds speciélis gyogyszerek, igy fdjdalom-
csillapitok, izomlazit6k és vazodepresszénsok bevitelé-
re alkalmas rendszert ismertet. Az ott ismertetett rend-
szer lipofil gy6gyszerhordozé rendszer. A leirds sehol
nem tesz emlitést immunstimuldciérdl, adjuvansokrél
vagy vakcindkrél. A taldlményunk szerinti anyag nem
egyszeriien maga a szubmikrondlis olaj-a-vizben emul-
zi6, hanem szubmikronalis olaj-a-vizben emulziés ad-
juvdns, és azoknak megfelel§ alkalmazisa.

Az US-A 4 784 845 szamii szabadalmi leirds emul-
zidkat alkalmazé gyégyszeradagoldsi rendszert ismer-
tet. A rendszer szubmikrondlis olaj-a-vizben emulzié-
kat alkalmaz hidroféb gyégyszerek szolubilizdldsara.
Az emulzidk olajtartalma 5-50%. A leirds szerint az
emulziérészek kis mérete elonyds az adagolds esetén
esetleg felléps tiidSkapilldris-elzar6ddsok lehetdségé-
nek csokkentésére. Ugyanakkor semmilyen emlitést
nem tesznek arr6l, hogy milyen az emulziérészecskék
mérete, és hogy az befolydsolnd az adjuvans tulajdon-
sdgokat. A hivatkozott leiras egyaltaldn nem tesz emli-
tést immunstimuldciérél, adjuvansokrél és vakcindk-
r6l, hanem csak és kizardlag gy6gyszeradagolé rend-
szert ismertet.

A taldlmdny szerinti adjuvins készitmények alkot6-
részei dltaldnosan ismertek, bar eddig még nem keriil-
tek alkalmazdsra ilyen Osszetételben, ilyen médon, és
ilyen cseppecske 4tmér§ alkalmazisa esetén. Tehdt az
alkotdk, bir az aldbbiakban dltaldnosan és részletesen
ismertetjiik azokat, a szakmdban j6l ismertek, €s az itt
alkalmazott kifejezések, mint példdul az emulgeélészer
az immunstimuldlé szer, a muramil-peptid és a lipofile-
zett muramil-peptid, a szakmai gyakorlattal rendelke-
z6k szdmdra szintén j6! ismertek, €s igy nem szorulnak
tovabbi részletes ismertetésre. Az emlitett készitmé-
nyek egyik alkotdja metabolizdlhat6, nem-toxikus olaj,
mely elSny0s esetben 6-30 szénatomot tartalmaz, bele-
értve, mégpedig korlatozdsok nélkiil az alkdnokat, al-
kéneket, alkineket és az ezeknek megfelel§ savakat és
alkoholokat, ezek étereit és észtereit valamint mind-
ezek elegyeit. Az olaj nGvényi eredetd, allati eredetid
vagy szintetikusan elGéllitott olaj lehet, mely a kezelt
alany testében metabolizdlédhat, és amely a kezelt
alanyra nézve nem toxikus. A kezelt alany 4llat lehet,
tipikusan emlé8s, elényds esetben humén. Az 4svdnyi
olajok és hasonléképpen a toxikus desztillalt petréleum
olajok a taldlmdny tirgykorébe nem tartoznak bele,
alkalmazdsuk alapvetden ki van zérva.

A taldlmdny szerinti készitményt alkoté olaj hosszi
szénldncii alkdn, alkén, alkin lehet, ezek sav- vagy
alkohol-szdrmazékai vagy ezek séinak szabad savas
formiéja, vagy egy észter, mint példdul mono-, di-, vagy
tri-észter, mint példaul az 1,2-propandiol, vagy a ha-
sonlé poli-hidroxi-alkoholok trigliceridjei és észterei.
Az alkoholok mono- vagy polifunkciondlis savak, pél-
d4ul ecetsav, propansav, citromsav és hasonlék alkal-
mazdsdval lehetnek acilezve. A hosszu szénldncid alko-
holok éter szdrmazékai, amelyek szintén olajok, és
megfelelnek az itt felsorolt kritériumoknak, szintén al-
kalmazhatdk.
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Az alkdn, alkén vagy alkin rész, és ezek sav vagy
alkohol szdrmazékai 6-30 szénatomot tartalmazhatnak.
Ez a rész egyenes vagy eldgazé ldncszerkezettel ren-
delkezik. Teljesen telitett lehet, illetve egy vagy tébb
kettGs-, illetve harmas-kotést tartalmazhat. Azokban az
esetekben, amikor mono- vagy poli-észter, illetve éter
alapi bézist alkalmazunk, a zsirsav vagy zsiralkohol
részben megtaldlhaté 630 szénatom a limit4l6 ténye-
z§, és nem a teljes szénatomsz4m.

Szimos metaboliz4lhat6 olaj, elsGsorban az 4llati, a
névényi illetve a hal eredetid olajok alkalmazhaték a
taldlményban. A kezelt gazdaszervezet 4ltal metaboli-
zdlhat6 olaj, illetve az olaj-komponens keléseket, gra-
nulémékat, rdkot, vagy (dllatgyégydszati alkalmazis
esetén) a vakcindval kezelt madarak, vagy 4llatok hiis4t
~ a nem-metabolizalt olajnak a fogyaszt6ra gyakorolt
mérgezd hatdsa kovetkeztében — fogyasztdsra alkal-
matlanna teszik.

A ndvényi olajok forrdsai az aldbbiak lehetnek:
mogyord, mag, illetve gabona eredetiiek. A legegysze-
ribben beszerezhetSek a foldimogyor olaj, a széjabab
olaj, a k6kuszdi6 olaj, az oliva olaj és a di6 olajak. A
csira olajak az aldbbiak lehetnek: a pérsifrany olaj, a
gyapotmag olaj, a napraforg6 olaj, a szezdmmag olaj és
hasonlék. A gabona eredetii olajok csoportjdban a ku-
korica olaj a legdltalinosabb, de mds gabona eredetii
olajok is alkalmazhatSk, példdul a biza, a zab, arozs, a
rizs és hasonlék.

A glicerin és az 1,2-propdndiol 6-10 szénatomsz4-
mu zsirsav észterei, melyek a gabona eredetd olajok
kozott a természetben nem fordulnak elS, megfelels
kiinduldsi anyagok, di6, illetve gabona olajok hidroli-
zisével, szepardldsdval és észterezésével 4llithatok els.
Ezek a terméket NEOBEER néven beszerezhetSk
(PVO International, Inc., Chemical Specialities Divisi-
on, 416 Division Street, Boongon, NJ, stb.)

Allati eredetii olajok szintén alkalmazhatdk a tal4l-
mény szerinti vakcindkhdl. Az dllati eredetd olajok és
zsirok fiziol6gids koriilmények kdzott dltaldban szildrd
halmazillapotiak, mivel trigliceridek form4j4ban for-
dulnak el6, és a novényi vagy a hal eredetii olajokkal
szemben magasabb telitettségi fokkal rendelkeznek.
Ugyanakkor a zsirsavak az 4llati eredeti zsfrokbdl
részleges vagy teljes triglicerides elszappanositdssal
kaphat¢k, igy szabad zsirsavat kapunk. Az emlds tej
eredetd zsfrok és olajok metabolizdlhaték, és igy a
taldlméany eljdrdsdban gyakorlatilag alkalmazhatok. Az
4llati forrdsokbdl kaphaté tiszta olajok kinyerésére al-
kalmas szepardlds, tisztitds, elszappanositds, és més
eljarasok a szakmdban &ltaldnosan ismertek.

A legtobb hal eredetii olaj kénnyen visszanyerhet
és metabolizdlhaté. Igy példdul a tSkehal m4j olaj, a
cdpa mdj olaj, a bilna olaj és a cetvel§ olaj tartozhat a
taldlmény sordn alkalmazhaté hal eredetii olajok k&zé.
Szdmos eldgaz6 szénlanci olajat szintetizaltak bioké-
miai Gton, 5-C-izoprén alkalmazésédval, amelyekre 4l-
taldnosan mint terpenoidokra hivatkozunk. A cdpa m4j
eredetd olaj eldgazé szénldnci terpenodiot tartalmaz,
mely a szkvalén néven ismert 2,6,10,15,19,23-hexame-
til-2,6,10,14,18,22-tetrakoza-hexaén, ami a taldlméany
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szerint elényben részesitett vegyiilet. a szkvaldn a
szkvalén telitett analégja, mely kdnnyen beszerezhet§
az altalanosan ismert forrdsokbdl, illetve megkaphaté a
szakmdban ismert eljarasokkal.

Az emlitett adjuvans és vakcina készitmények olaj
komponense 0,5-20% ko6zotti mennyiségben lehet je-
len, de elényGs esetben nem tSbb, mint 15%, kiilonle-
ges esetben 1-12% kozott véltozhat. A leginkabb eld-
ny0s az 1-4% kozotti mennyiség alkalmazasa.

Az adjuvdns készitmény vizes része pufferelt séol-
dat lehet, illetve el6nyos esetben természetesen eredeti
viz. Mivel az emlitett készitményeket parenterilis ke-
zelésre szantdk, elényos a vakcinaként alkalmazott
végs6 oldatot pufferolni, igy az elegy ozmolalitdsa
azonos a normdl fiziol6gids folyadékokéval, és ezdltal
megakadalyozhat6 a készitmény és a fiziol6gids folya-
dékok kozott eltérS ionkoncentracié kovetkeztében
fellépd, a kezelés utdn tapasztalhaté felpuffadds, és a
készitmény gyors adszorbedlédasa. A normil fiziol6gi-
4s korilményekkel megegyez6 pH érték fenntartdsa
c€ljabol tehat eldnyos a séoldat pufferoldsa. A készit-
mény egyes alkotdi, példdul a glikopeptidek stabilitd-
sdnak érdekében egyes esetekben sziikséges lehet a pH
értékek egyéni szinten torténd fenntartdsa. Szamos fizi-
olégiailag elfogadhatd puffert alkalmazhatunk, melyek
koziil elényben részesitett a foszfat puffer alkalmazasa.
Mis pufferek is alkalmazhat6k, igy példdul az acetat, a
trisz, a bikarbonat, a karbondt, és a hasonlék alkalmaz-
hat6k a foszfit puffer helyettesitésére. A vizes alkoté
pH értéke elényos esetben 6,0-8,0 kozotti érték lehet.

Amennyiben az adjuvénst kiinduldsi anyagként al-
litjuk el§, az emulzié vizes komponenseként elGnyd-
sebb a természetes eredetd viz alkalmazisa. A sGkon-
centrici6 novekedése egyre nehezebbé teszi a kivant
kicsiny cseppecske méret elérését. Amennyiben a vég-
s6 vakcina készitményt adjuvansbdl allitottuk elS, az
antigén anyagot megfeleld ozmolalitdssal rendelkezd
pufferben adhatjuk a rendszerhez, és igy kapjuk meg a
kivant vakcina készitményt.

Az emlitett készitményben alkalmazott vizes alkoté
mennyisége az a mennyiség, ami egységnyi mennyisé-
g készitmény eléréséhez sziikséges. Ez a fent emlitett
tobbi alkot6val egyiitt 100% elegy eléréséhez sziiksé-
ges vizes alkotd mennyisége, ami a készitmény meny-
nyiségének eléréséhez sziikséges.

A gybgyszerészeti gyakorlat nagy szdmi emulgedlé
és szuszpenddl$ anyagot alkalmaz. Ezek kozé a termé-
szetes eredetd anyagok, példdul a fa eredetd gumik, a
novényi fehérjék, a cukor alapi polimerek, mint az
alginat, a cellul6z és hasonl6k tartoznak. Egyes oxipo-
limerek vagy polimerek a szénldncon hidroxil-csopor-
tot vagy mds hidrofil szubsztituenst tartalmaznak, ilye-
nek példaul a povidon, a polivinil-alkohol, és a glikol-
éter alapid mono- illetve bifunkciondlis vegyiiletek. Az
emulgedld és szuszpendald anyagok harmadik csoport-
jédba a hosszd szénldncd zsirsav eredetd vegyiiletek
tartoznak, melyek szintén alkalmazhaték a talalmany
megvalGsitisa sordn. A fenti anyagok koziil szdmos
alkalmazhat6, amennyiben nem toxikus.

Az alabbi példik a megfelel§ emulgedld szerckre
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(amelyekre az aldbbiakban mint feliiletaktiv anyagok-
ra, illetve detergensekre hivatkozunk) vonatkoznak,
melyek a jelen talilmdny megvalsitdsa sordn alkal-
mazhat6k:

1. Vizoldhat6 szappanok, példdul natrium-, kdlium-,
ammoénium- €s alkdn-amménium-sok, kiilondsképpen
a nétrium-, kilium-faggyi és a kékuszdié alapu szap-
panok.

2. A szintetikus, anionos, nem-szappan detergen-
sek, amelyek a szerves kénsav reakci6termékek vizold-
hat6 s6i, melyek molekulaszerkezetében a 8-22. szén-
atom kozott alkilgyok taldlhatd, és egy gyok, melyet a
szulfonsav, és a kénsav-észter-gydkok csoportjabél vi-
lasztunk ki. Ezekre példdk a faggyd, vagy kékuszdié
olaj eredetd nétrium- és kélium-alkil-szulfatok; a nétri-
um- és kélium-alkil-benzén-szulfonitok; a natrium-al-
kil-gliceril-éter-szulfondtok; a natrium-kékuszdiéolaj-
zsirsav-monoglicerid-szulfonatok és -szulfitok; a kén-
sav-észterek natrium- és kdlium-s6i, melyeket egy mél
magasabb renddi zsiralkohol és megkézelitSleg 1-
6 mdl etilén-oxid reakci6ja termékeként kapunk; a nat-
rium- és kalium-alkil-fenol-etilén-oxid-éter-szulfon4-
tok, amelyek molekuldnként 1-10 egységnyi etilén-
oxidot tartalmaznak, és amelyekben az alkil-gysk 8-12
szénatomot tartalmaz; az izetionsavval észterezett zsir-
savak nédtrium-hidroxiddal semlegesitett reakciGtermé-
kei; a metil-taurid zsirsav-amidj4nak nétrium- és kali-
um-s6i; és a SOs-szulfondlt C,;—C,, alfa-olefinek n4t-
rium- és kalium-soi.

3. Az alkilén-oxid-csoportok szerves, hidroféb ve-
gyiilettel torténd kondenzaciGja sordn 1étrejévé szinte-
tikus, nem-ionos detergensek. A hidroféb csoportokra
jellemzGek a propilén-oxidnak a propilén-glikollal, al-
kil-fenolokkal, a propilén-oxid és az etilén-diamin kon-
denzicids termékeivel, a 8-22 szénatomos alifss alko-
holokkal és a zsirsavak amidjéaval alkotott kondenzAci-
6s termékei.

4. A nem-ionos detergensek, mint péld4ul az amin-
oxidok, a foszfin-oxidok és szulfoxidok szemipoléris
tulajdonségokkal rendelkeznek. A hosszii szénldnci
tercier amin-oxidok ko6zé tartozik a dimetil-dodecil-
amin-oxid, és a bisz-(2-hidroxi-etil)-dodecil-amin. A
foszfin-oxidokra a 3 304 263 sz4mi amerikai egyesiilt
allamokbeli, 1967. februdr 14-én engedélyezett szaba-
dalmi lefrdsban taldlunk példakat, péld4ul a dimetil-do-
decil-foszfin-oxid, és a dimetil-(2-hidroxi-dodecil)-
foszfin-oxid.

5. Az R'-SO-R? 4ltaldnos képleti, hosszi szénldn-
ci szulfoxidok, melyekben R! és R? helyettesitett vagy
nem-helyettesitett alkil-gyok, az elbbi 10-28 szénato-
mot tartalmaz, mig az R? 1-3 szénatomot tartalmaz.
Ilyen péld4ul a dodecil-metilszulfoxid, és a 3-hidroxi-
tridecil-metil-szulfoxid.

6. Az amfolitikus detergensek kozé tartozik a 3-do-
decil-amino-propionét és a nétrium-3-dodecil-amino-
propan-szulfonit.

7. Az amfoterionos szintetikus detergensek kozé
tartozik a 3-(N,N—dimetil-N-hexadecil-aménio)—pro-
pén-1-szulfondt és a 3-(N,N-dimetil-N-hexadecil-amé-
nio)-2-hidroxi-propén-1-szulfonit.
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Tovébbad a jelen taldlmany soran az alabbi emulzifi-
kal6 szerek Gsszes tipusat alkalmazhatjuk: (a) a zsirsa-
vak, a gyanta savak, és a tall olaj szappanjai (azaz
alkali s6i); (b) alkil-arén-szulfonatok; (c) alkil-szulfé-
tok, beleértve a feliiletaktiv anyagokat, melyek eldga-
z6, illetve egyenes szénldnci, hidroféb csoportokkal
rendelkeznek, valamint a primer és a szekunder szulfat
csoportok; (d) a hidroféb és a hidrofil csoport kozott
belsG kotést tartalmazé szulfitok és szulfonétok, példa-
ul az acilezett metil-tauridok, és a szulfitozott zsirsav
monogliceridek; (e) a polietilén-glikol hosszid szénlan-
cl savas észterei, példdul a faggyi olaj észter; (f) a
hosszi szénldnci alkoholok és merkaptdnok polieti-
1énglikol-éterei; és (h) a zsir-acil-dietanol-aminok. Mi-
vel a feliiletaktiv anyagok osztilyozdsa t6bbféle szem-
pontbdl torténhet, a fent felsorolt feliiletaktiv anyagok
tobb osztdlya 4tfedi a felilletaktiv anyagok elGzdleg
mdr ismertetett osztdlyait.

Szamos, a biol6giai rendszerekben torténd alkalma-
z4sra tervezett és felhaszndlt emulgediGszer van. Ilyenek
példdul a Sigma Chemical Company, Catalog of Bioche-
mical and Organic Componds, 1987, 310-316. oldaldn
felsorolt biolégiai detergensek (feliiletaktiv anyagok).
Ezeket a feliiletaktiv anyagokat négy alapcsoportba so-
rolhatjuk be: anionos, kationos, amfoterionos és nem-io-
nos vegyiiletek. Az anionos feliiletaktiv anyagok kozé
tartozik az alginsav, a kaprilsav, a kélsav, az 1-dekén-
szulfonsav, a deoxi-kélsav, az 1-dodekdn-szulfonsav, az
N-lauril-szarkozin és a taurokélsav. A kationos feliiletak-
tiv anyagok kozé tartozik dodecil-trimetil-amménium-
bromid, a benzalkénium-klorid, a benzil-dimetil-hexade-
cil-amménium-klorid, a cetil-piridinium-klorid, a metil-
benzetSnium-klorid és a 4-picoline-dodecil-szulft. Az
amfoterionos feliiletaktiv anyagok kozé tartozik a 3-[(3-
kélamidopropil)-dimetil-amménio]-2-hidroxi- 1-propdn-
szulfondt (4ltaldnosan ismert roviditése a CHAPS), a 3-
(k6lamido-propil-dimetil-amm6nio)-2-hiroxi- 1-propan-
szulfondt (4ltaldnosan ismert roviditése a (HAPSO), az
N-dodecil-N,N-dimetil-3-amménio- 1-propén-szulfonat
€s a lizo-alfa-foszfatidil-kolin. A nem-ionos detergensek-
re példak az aldbbiak: dekanoil-N-metil-glukamid, dieti-
lén-glikol-monopentil-éter, n-dodecil-béta-D-gliikopira-
nozid, a zsiralkoholok etilénoxid kondenzitumai (keres-
kedelmi forgalomban Lubrol néven), a zsiralkoholok po-
li-oxi-etilén-éterei (kiilonosképpen a C;,~C,, szénldnci
zsiralkoholoké), a poli-oxi-etilén-szorbitén-zsiralkoho-
lok éterei (kereskedelmi forgalomban Tween néven) és a
szorbitdn-zsiralkoholok éterei (kereskedelmi forgalom-
ban Span néven).

A feliiletaktiv anyagok koziil el6nyben részesitett
csoport a szorbitdn-alapi, nem-ionos detergensek cso-
portja. Ezeket a feliiletaktiv anyagokat a szorbitol de-
hidratdlasaval kaphatjuk meg, igy 1,4-szorbitdn kelet-
kezik, ami ezutdn egy, vagy tobb zsirsav ekvivalenssel
reagdl. A zsirsavval helyettesitett rész tovabb reagdlhat
etilén-oxiddal, igy a feliiletaktiv anyagok mdsodik cso-
portja jon létre.

A zsirsavval szubsztitudlt szorbitin feliiletaktiv
anyag elGdllitdsa az 1,4-szorbitdn zsirsavval, mint pél-
déul laurilsavval, palmitinsavval, sztearinsavval, olein-
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savval, vagy hasonl6é hosszid szénldncii zsfrsavval valé
reakcidjival torténik, és igy 1,4-szorbitdn-monoészter,
1,g-szorbitan-szeszkviészter vagy 1,4-szorbitdn-triész-
ter keletkezik. Ezeknek a feliiletaktiv anyagoknak az
dltaldnos neve példaul szorbitdn-monolaurét, szorbi-
tdn-monopalmitdt, szorbitdn-monosztearat, szorbitdn-
monooledt, szorbitdn-szeszkviol4t és szorbit4n-triolet.
Ezek a feliiletaktiv anyagok SPANR, vagy ARLACELR
néven a kereskedelembdl 4ltaldnosan beszerezhetdk, a
kiilénboz8 mono-, di- és tri-észter-szubsztituslt szorbi-
tdnok kozott betd vagy szdm jelzéssel tesznek kiilonb-
séget.

A SPANR és az ARLACELR feliiletaktiv anyagok
hidrofilek, olajban oldhat6k és diszpergdlhat6k. Vizben
oldhatatlanok, de diszpergilhat6k. Az emlitett feliilet-
aktiv anyagok hidrofil-lipofil) egyensiilydnak (hydro-
philic-lipophilic balance; HLB) értéke 1,8-8,6 kozott
véliozik. A feliiletaktiv anyagok els4llitasa 4ltalanosan
ismert eljardsokkal torténhet, vagy a kereskedelembél
altaldnosan beszerezhetSk, példdul az ICI America’s
Inc., Wilington, DE cégtél, ATLASR mérkanéven.

A feliiletaktiv anyagokhoz kapcsol6dé csoport poli-
oxi-etilén-szorbitdn-monoészter és  poli-oxi-etilén-
szorbitdn-triészter lehet. Ezeknek az anyagoknak az
elddllitisa az etilén-oxidnak az 1,4-szorbit4n-monoész-
terrel vagy az 1,4-szorbitan-triészterrel valé reakci6ja-
val torténhet. A polioxi-etilén a liofil szorbitdn-mono
vagy tri-észter feliiletakt{v anyagot hidrofil feliiletakt{v
anyagg4 alakitja, mely vizben 4ltaldnosan oldhaté és
diszpergdlhat6, mig szerves folyadékokban véltozé
mértékben oldhato.

Ezek a kereskedelembsl TWEENR néven beszerez-
het§ anyagok alkalmasak az olaj-a-vizben tipusii emul-
zi6k, és diszperzi6k létrehozéasdra vagy az olajok szolu-
bilizélds4ra, és a vizmentes kendcsoket vizoldhat6va és
lemoshatév4 teszik. A TWEENR feliiletaktiv anyagokat
rokon szorbitdn monoészterekkel, vagy triészterekkel
elegyithetjiik, igy elsegithetS az emulzi6 stabilitdsa. A
TWEENR feliiletaktiv anyagok HLB értéke ltaliban
9,6-16,7 kozott van. A TWEENR feliiletaktiv anyagok
a kereskedelembdl 4ltaldnosan beszerezhet6k, példaul
az ICI America’s Inc., Wilington, DE cégt6l, ATLASR
mérkanéven.

A nem-ionos feliiletaktiv anyagok harmadik csoport-
Jja, melyet 6nmagdban vagy SPANR, ARLACELR és
TWEENR feliiletaktiv anyagokkal elegyftve alkalmazha-
tunk, a poli-oxi-etilén-zsirsavak, melyeket az etilén-oxid
hosszi szénldncii zsirsavval torténé reakci6javal 4llitha-
tunk el§. Ebb4l a tipusbél a legaltaldnosabban beszerez-
het6 feliiletaktiv anyagok szilsrdak, MYRJR kereskedel-
mi néven futnak és a sztearinsav poli-oxi-etilén szérma-
zékai. AMYRJR feliiletaktiv anyag a TWEENR feliiletak-
tiv anyaghoz hasonl6 hidrofil, vizoldhaté és vizben disz-
pergdlhat6. a MYRIJR feliiletaktiv anyag a TWEENR fe-
liletaktiv anyaggal vagy a TWEENF/SPANR vagy AR-
LACELR feliiletaktiv anyag elegyével vegyithets és igy
emulzi6k képzésére alkalmazhat6. AMYRIR feliiletaktiv
anyag a kereskedelembdl 4ltalénosan beszerezhetd, pél-
déul az ICI America’s Inc., Wilington, DE cégt6l, AT-
LASR mdrkanéven.
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A poli-oxi-etilén alapi nem-ionos feliiletaktiv
anyagok negyedik csoportja a poli-oxi-etilén-zsirsav-
észterek, melyek lauril-, acetil-, sztearil- és oleil-alko-
hol eredetfiek. Ezeket az anyagokat a fenti feljards
szerint dllithatjuk el§, etilén-oxid és zsiralkohol reakci-
6jdval. Ezeknek a feliiletaktiv anyagoknak az 4ltaldnos
neve BRIJR. A BRUR feliiletaktiv anyag hidrofil™
vagy liofil lehet, a feliiletaktiv anyagban talalhaté poli-
oxi-etilén rész méretétdl fiiggben. Ezeknek az anya-
goknak az elGdllitdsa éltaldnosan ismert eljarasokkal
torténhet, vagy a kereskedelembdl dltaldnosan besze-
rezhetSk, példaul az ICI America’s Inc. cégtél.

Mas, a taldlmény gyakorlati megvalésitdsa esetén ha-
tdsosan alkalmazhat6, nem-ionos feliiletaktiv anyagok
lehetnek az aldbbiak: a poli-oxi-etilén, poliol-zsirsavész-
terek, a poli-oxi-etilén-éter, a poli-oxi-propilén-zsirsav-
észterek, a poli-oxi-etilént tartalmazé méh viasz szdrma-
zékok, a poli-oxi-etilén-lanolin szdrmazékok, a polioxi-
etilén-zsirsav-gliceridek, a glicerol-zsirsav-észterek,
vagy mds, a 12-22 szénatomos hosszii szénldnci zsirsa-
vak poli-oxi-etilén-sav alkohol- vagy -éter szdrmazékai.

A taldlmany szerinti adjuvdnsokat és vakcina ké-
szitményeket tobbfazisi rendszerekre oszthatjuk, els-
nyds az emulziéképzs, 7-16 kozotti HLB értékkel ren-
delkezS nemionos feliiletaktiv anyagok kivilasztdsa.
Ezt az értéket egy nem-ionos feliiletaktiv anyag, péld4-
ul TWEENR alkalmaz4s4val kaphatjuk meg, vagy a
feliiletakt{v anyagnak, mint olyannak, példdul szorbi-
tdn-mono-, di- vagy triészter alapu feliiletaktiv anyag-
gal; szorbitdn-észter-poli-oxi-etilén-zsirsavval; a szor-
bitdn-észternek a poli-oxi-etilén-lanolin szdrmazékkal
alkotott elegyével; a szorbitdn-észter feliiletaktiv anyag
nagy HLB értéki poli-oxi-etilén-zsirsav-éter feliiletak-
tiv anyaggal t6rténé elegyitésével; vagy a polietilén-
zsir-éter feliiletaktiv anyaggal, vagy poli-oxi-etilén-
szorbitdn-zsirsavval térténd elegyitésével érhetjiik el.

A taldlmény gyakorlati szempontjébél a nem-ionos
feliiletaktiv anyagok onmagiban torténd alkalmazdsa
sokkal el6nyosebb, kiilonosen a TWEENR feliiletaktiv
anyag, mint a nem-ionos feliiletaktiv anyagok alkalma-
zdsa. A TWEENR 80 felilletaktiv anyag, mas néven
mint poli-oxi-etilén 20 szorbitdn poliszorbdt 80. a leg-
ink4bb el6nyos a fenti feliiletaktiv anyagként.

A kielégitd mértékli szemcseméret csokkenést a
0,02 tdmeg%-2,5 tomeg% (w/w) mennyiségd feliilet-
aktiv anyag jelenléte befolyasolhatja. elényds a 0,05—
1% kozotti mennyiség, még eldnyssebb a 0,01-0,5%
kozotti mennyiség alkalmazdsa.

A taldlmany gyakorlat szempontjab6l nem fontos a
cseppecskék szemcsemérete elérésének médja. Egy el-
jdras erre, mellyel szubmikronélis méretd olajcseppe-
ket hozhatunk 1étre, az 4ltaldnosan ismert emulzifik4-
16k, mint példdul a 110Y szdm modell alkalmazisa,
mely a Microfluids, Newton, MA cégt6l szerezhetd be.
Mis 4ltaldnosan ismert emulzifikdl6k példdul a Gaulin
Model 30CD (Gaulin, Inc., Everett, MA), és a Rainnie
Minilab Type 8.30H (Miro Atomizer Food and Diary,
Inc., Hudson, WI). Az emlitett emulzifikal6k mikodé-
sének alapja a kis nyildson keresztiil, nyomds hatdsdra
létrehozott erSteljes nyiréers. Amennyiben a 110Y mo-
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dell 5000-30 000 psi mellett iizemel, a keletkez§ olaj-
cseppek mérete 100-750 nm kozott lesz.

Az olajcseppek mérete fiigg a detergensnek az olaj-
hoz viszonyitott ardny4tél (az arany névelése csokkenti
a szemcseméretet), a miikddési nyomast6l (a mikodési
nyomds novelése csokkenti a szemcseméretet), a hé-
mérséklettdl (a homérséklet névelése csokkenti a
szemcseméretet), €s az amfipatikus immunstimuldlé
szerek adagoldsatél (az emlitett szerek adagoldsdnak
hatds4ra csokken a szemcseméret). A cseppecskék mé-
rete az alkalmazott detergenssel, olajjal, immunstimu-
1416 anyaggal (amennyiben alkalmaztunk), és a kiv4-
lasztott mdkodési koriilmények hatdsdra véltozik. A
cseppecskék méretét méret szerinti osztdlyozé beren-
dezés alkalmazéisdval értékelhetjiik, ilyen példaul az
dltaldnosan ismert Sub-Micron Particle Analyzer (Mo-
del N4MD), melyet a Coulter Corporation gyirt, és a
paraméterek az elGbbiekben felsorolt dtmutatdsok sze-
rint véltozhatnak, amennyiben a részecskék szemcse-
mérete minden esetben 1 p 4tmér6 alatt van, eldnydsen
esetben 0,8 p 4tmérd alatt, vagy a leginkdbb elényds
esetben 0,5 W 4tméré alatt. Ez alapvetGen 80%-ot jelent
(szdm szerint), elSnyds esetben legaldbb 90%-ot. A
részecskék méret szerinti eloszldsa a Gauss-gorbének
felel meg, igy a részecskék dtlagos dtmérdje kisebb,
mint a megéliapitott hatdrok.

A jelen taldlmdny egy olyan olaj emulzi6 létrehoza-
séndl alkalmazhat6, melyen nincs jelen az eddig kielé-
gitd immunogenitdst biztositénak vélt, a szubmikron
olaj emulziék esetében alkalmazott m4sik komponens,
nevezetesen a poli-oxi-propilén-poli-oxi-etilén (POP-
POE) t6mbpolimer, melyet, mint az adjuvinsokhoz
alkalmazhat6 anyagot a 4 772 466, és a 4 770 874 sz4-
mi amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leir4s-
ban és a 0 315 153 A2 szdmi eurdpai szabadalmi le-
irdsban taldlunk meg.

Egy, a taldlmény szerinti adjuvdns készitmény egy
metabolizdlhat6 olajat ‘tartalmaz a vizben és egy a
POP-POE kopolimert5l eltér6 emulgeédlészert. Az
emulgedlészernek nem kell specifikus immunstimul4lé
aktivitdssal rendelkeznie, mivel — a szubmikron méret-
tartomédnyba esG olajcseppek esetén — maga az olaj
Osszetevd is funkciondlhat adjuvédnsként. Azonban fo-
kozott immunstimul4lé aktivit4s érheté el, ha az 6ssze-
tétel valamely ismert immunstimul4lé szert tartalmaz.
ezek az immunstimuldlg szerek az emulgedlészertdl és
az olajtél eltéré anyagok lehetnek, vagy az immunsti-
muldlé szer és az emulgeslészer ugyanaz a molekula
lehet. Az el6bbi esetre példdk az elslt mikobaktérium-
mal, mint példdul Mycobacterium tuberculosissal és
ezek szubcelluldris komponenseivel elegyitett metabo-
liz4lhat6 olajok. Tovabbi immunstimul4lé szerek lehet-
nek még a muramil-peptidek, amelyek az emlitett bak-
tériumok sejtfaldnak alkotéi. A kapcsolt emulzifikd-
16/immunstimuldlé szerek muramil-peptidek lehetnek,
melyeket a Sanchez-Pescador és tdrsai ismertetnek,
lasd fent. Ezek az anyagok bazikus N,N-acetil-mura-
mil-peptidet (egy hidrofil rész) tartalmaznak, mely
mint immunstimullé csoport szerepel, és tartalmaznak
egy lipofil részt, mely a keletkezS vegyiilet feliileti
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aktivitdsdnak tulajdonsdgat biztositja. Az ilyen vegyii-
letek, éppligy mint mds amfipitids immunstimuldlé
szerek, mind immunstimulélé szerként, mind emulge4-
l6szerként szerepelnek a taldlmdny gyakorlati megva-
16sitdsa sordn. Tovdbba a jelen taldlmdny gyakorlati
megvaldsitidsa szempontjdbél lehetséges egy amfipati-
4s immunstimulalé szernek, és egy masik, nem amfipéa-
tids emulgedldszernek az elegyitése. Péld4ul egy lipofil
muramil peptid, és egy alapvetGen szubsztituilatlan
(azaz alapvetSen hidrofil) muramil dipeptid elegyitése.

A taldlmény szerinti el6nyben részesitett immunva-
lasz stimuldlé muramil peptidek (vagy, pontosabban
glikopeptidek) az N-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglu-
tamin eredetd, és ehhez kapcsol6dé vegyiiletek cso-
portjdnak alkot6i, melyeket Ellouz és tirsai (1974)
Biochem. & Biophys, Res. Comm., 59 (4): 1317 hat4-
roztak meg, és ami a legkisebb hatdsos immunoldgiai
adjuvédns aktivitdssal rendelkezG egység, ami az M.
tuberculosisban, a teljes Freund-féle adjuvdns mikro-
bakteridlis alkotdjdban elSfordul. Szdmos dipeptiddel
és polipeptiddel szubsztitudlt muramilsav szdrmazékot
hoztak létre, melyek megfelel§ immunstimulalé aktivi-
tdssal rendelkeztek.

Bar az emlitett glikopeptidek a véltozékony vegyii-
letek kozé tartoznak, édltaldnosan jellemezhetSk az (I)
dltaldnos képlettel, ahol a pirdn gyiir(i oxigénjei hidro-
gén-, alkil-, acil-csoporttal, vagy mas hasonl6 csoport-
tal vannak szubsztitudlva, vagy N-alapi szubsztituens-
re vannak kicserélve, kiilonosképpen a 6. poziciGban
lev6 oxigén; a 2-amino-csoport egy acil-csoport, vagy
hasonlé; a laktil oldalldnc médositva van, péld4ul etil-
lel, vagy mds kétértékd alkil-résszel; és a peptid funk-
ciét tovabb derivatizdlhat6 peptid, vagy dipeptid t6lti
be. A piranozil vegyiilet furanozil anal6gja immunhat4-
st aktivitdssal rendelkezik, és a taldlmény eljdrdsa so-
rdn alkalmazhatd.

A taldlmény szerinti glikopeptidek kozé tartoznak
azok a diszacharidok, és tetraszacharidok, melyek me-
zoalfa, epszilon-diamino-pimelinsavhoz kapcsol6dnak,
l4sd a 4 235 771 és a 4 186 194 szdmd amerikai egye-
siilt 4llamokbeli szabadalmi lefrdsban.

A taldlmany gyakorlati megvaldsitdsa esetén alkal-
mazhaté glikopeptideket ismertetik a 4 084 971,
4 101 536, 4 153 684, 4 235 771, 4 323 559,
4 327 085, 4 185 089, 4 082 736, 4 369 178,
4 314 998, 4 082 735 és 4 186 194 szdmi amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirasok. Az emlitett
szabadalmakban ismertetett glikopeptideket itt referen-
ciaként emlitettik meg, mivel az itt felsoroltak egy
részét alkotjdk. A taldlmdany gyakorlati megvaldsitdsa
esetén a JP 40 792 227, JP 4 079 228, és a JP
41 206 696 szamii japdn szabadalmi leirdsok vegyiile-
tei szintén alkalmazhatdk.

Az emlitett vegyiiletek elGéllitasdra vonatkozo elja-
rasokat az irodalom kozli, és a szakmai gyakorlattal
rendelkezdk szdmdra 4ltaldnosan ismertek. A prepara-
tiv eljardsokra taldlhaték példdk a 4 082 736 és a
4 082 735 szamii amerikai egyesiilt dllamokbeli szaba-
dalmi leirdsokban. Tovabbd hasonl6 preparativ eljara-
sokra taldlhatunk még példikat az itt referenciaként
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megemlitett amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi

leirdsokban.

R 1-22 szénatomos tartalmazé nem-szubsztitudlt, il-
letve szubsztitudlt alkil-gyok, vagy 6-10 szénato-
mot tartalmaz6 nem-szubsztitudlt illetve szubsztitu-
alt aril-gyok;

R! és R? azonos lehet, vagy kiilonbsz8, mégpedig hid-
rogénatom vagy 1-22 szénatomot tartalmazé acil-
gyok;

R3 hidrogénatom, 1-22 szénatomot tartalmazé alkil-
gyok vagy 7-10 szénatomot tartalmazé aril-gyok;

R* hidrogénatom vagy alkil-gyok;

n=0, vagy 1;

X ésZ egymdstdl fiiggetleniil alanil-, valil-, leucil-,
izoleucil-, alfa-amino-butiril-, treonil-, metionil-,
ciszteinil-, glutamil-, glutaminil-, izoglutamil-,
izoglutaminil-, aszpartil-, fenilalanil-, tirozil-, lizil-,
omnitinil-, arginil-, hisztidil-, aszparginil-, prolil-,
hidroxiprolil-, szeril- vagy glicil-csoport;

R’ a termindlis aminosavon tetszés szerint észterezett
vagy amiddlt karboxil-csoport;

Y -NHCHRSCH,CH,CO-csoport, ahol R® egy tetszés
szerint észterezett vagy amidalt karboxil-csoport.
Az alkil-csoport, amennyiben masképpen nem je-

16ljiik, 1-7 szénatomot tartalmaz6 egyenes vagy eliga-

26 szénldncd gyok, példaul metil-, etil-, propil-, butil-,

pentil-, hexil- vagy heptil-gyok illetve egy izomer. Az

alacsonyabb szénldnci alkil-csoportok 1-4 szénatomot
tartalmaznak.

Egy tetszés szerint észterezett vagy imid4lt karbo-
xil-csoport lehet maga a karboxil-csoport, vagy a kar-
boxil-csoport alacsonyabb szénatomszdmu alkanollal,
mint példdul metanollal, etanollal, propanollal vagy
butanollal észterezve, illetve karbamoil-csoport, ami a
nitrogén-atomon nincs szubsztitudlva, vagy mono-
szubsztitudlt illetve biszubsztitudlt, példdul alkil-cso-
porttal, kiilondsen alacsonyabb szénatomszdmii alkil-
csoporttal, aril-csoporttal kiilénésen fenil-csoporttal,
vagy aralkil-csoporttal fGleg benzil-csoporttal. A kar-
bamoil-csoport alkilidén-gy6kkel lehet szubsztitulva,
példaul butilidén- vagy pentilidén-gyskkel. Tovabba a
karbamoil-csoportban R’ a nitrogén-atomon karbamo-
il-metil-csoporttal lehet szubsztituslva.

Kiilondsen elonyssek a (IT) dltaldnos képletd vegyii-
let azon képviseldi, ahol R és R! azonos vagy kiilénboz4,
€és hidrogénatom, vagy egy 1-22 szénatomot tartalmazé
acil-gydk; R? metil-csoport; R? hidrogénatom; X L-ala-
nil-; Y D-izoglutaminil-csoport; és n = 0.

A glikopeptidek masik elGnyben részesitett csoportja a
(ID) 4ltaldnos képleti vegyiiletek azon képviseldi, ahol R
és R hidrogénatom vagy egy 1-22 szénatomot tartalmazé
acil-gyk; R? hidrogénatom; R* metil- vagy butil-csoport;
X L-valil, L-szeril-, L-treonil-, L-alfa-amino-butiril-,
vagy L-alanil-csoport; és Y D-izoglutaminil-csoport.

Specidlis példak az aldbbi vegyiiletek:
N-acetil-muramil-L-alfa-amino-butiril-D-izoglutamin;
6-O-sztearoil-N-acetil-muramil-L-alfa-amino-butiril-
D-izoglutamin;
N-acetil-muramil-L-treonil-D-izoglutamin;
N-acetil-muramil-L-valil-D-izoglutamin;
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N-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutamin-D-glutamin-
n-butil-észter;
N-acetil-dezmetil-D-muramil-L-alanil-D-izoglutamin:
N-acetil-muramil-L-alanil-D-glutamin;
N-acetil-muramil-L-szeril-D-izoglutamin;
N-acetil-(butil-muramil)-L-alfa-aminobutil-D-izoglu-
tamin; €s
N-acetil-(butil-muramil)-L-alanil-D-izoglutamin.

Az immunstimul4l6 anyagok hatdsos mennyisége az
amennyiség, ami az antitest mennyiségének ndvekedését
befolydsolja, amennyiben egy antigénnel egyiitt alkal-
mazzuk, szemben azzal a titer szinttel, amit akkor ka-
punk, amikor a glikopeptidet 6nmagiban alkalmazzuk
(az oOsszkészitmény 0,0001-10% kozotti mennyisége).
Minden egyes glikopeptid rendelkezik egy hatdsos dézis-
tartoménnyal, ami a m4sik glikopeptidétdl eltérhet. fav
éltalanos dézistartomanyt, amely minden egyes, a taldl-
mény targykorén beliil es6 glikopeptidre pontos értéket
ad, nem adhatunk meg. Azonban, mint 4ltaldnos szabadly.
megdllapithatjuk, hogy a vakcindban a glikopepud
0,001-5% kozotti (w/v) mennyiségben lehet.

Elényosebb esetben 0,01-3% ko6zotti (w/v) meny-
nyiségben.

A legtobb fent emlitett glikopeptid hidrofil vegyii-
let. Ezért alkalmazasuk egy kiilén emulzifikalo szerrel
torténik (ami, mint fent mar emlitettiik, immunstimula-
16 szer lehet). Egyes esetekben a fent emlitett vegyiile-
tek lipofiles tulajdonsdgokkal rendelkeznek, igy példa-
ul a cukor-részen zsirsav szubsztituenst, és/vagy aril-
szubsztituenst tartalmaznak, kiilonosképpen azok.
amelyek a 14-22 szénatom kozott egy, vagy tobb acil-
gyokot tartalmaznak, és kiilonosképpen azok, amelyek
egynél tobb acil szubsztituenst tartalmaznak. Ugyanak-
kor a peptid rész karboxilat-csoportjan, vagy oldallan-
cédn keresztiil kapcsol6dé lipid rész létrehozasival is
elérhetiink a muramil-peptideknél lipofiles tulajdonsa-
gokat. Amennyiben a lipid-csoportot a terminalis kar-
boxil-csoporton keresztiil kapcsoljuk a peptid részhez.
a vegyiiletek elGnyben részesitett csoportjat kapjuk.
Ezt a kapcsolédast egyszertien kialakithatjuk, igy pél-
d4ul a termindlis karboxildt és az 14-22 szénatomot
tartalmazé zsiralkohol kozotti észter kotés létrehozdsa-
val, vagy egy kétfunkci6ji csoport, példdul etanol-
amin alkalmazdsdval, ami a lipidhez észter vagy amid
kotésen keresztiil kapcsolja a karboxildtot. Kiilonds-
képpen elény0s a taldlmany gyakorlati megval6sitisi
esetén a foszfolipidek alkalmazdsa, mivel a foszfat-
csoport konnyen kapcsol6d6 funkciondlis csoport. Egy
konnyen kapcsolédé foszfolipid a diacil-foszfogliceri-
dek csoportja. A foszfatidil-etanol-amin egy konnyen
beszerezhetd, a természetben elSforduld vegyiilet, me-
lyet egy amino-kotésen keresztiil konnyen kapcsolha-
tunk a peptid rész termindlis karboxildt-csoportjdhoz.
Mas, a termindlis karboxildt-csoporthoz kapcsolédo li-
pidek az aldbbiak lehetnek: az acil-glicerolok, a foszfa-
tidil-kolin, a foszfatidil-szerin, a foszfatidil-inozitol. a
foszfatidil-glicerol, a kardiolipin, s szfingomielin.

Szdmos amfipdtids immunstimuldlé peptid rendel-
kezik a (III) 4ltaldnos képletnek megfeleld szerkezettel.
ahol R, RI-R%, X, Y, Z és n a fent ismertetett jelen-
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tésnek felel meg. L a lipid-részt jeloli, melyet, mint
lipid-részt, fent ismertettiink.

Osszefoglalva, a molekula muramil-sav része és pep-
tid része egyiitt egy hidrofil részt alkot. A molekuldban
egy lipofil tulajdonsigokkal rendelkezd részt is talalunk.
A lipofil tulajdons4got 4ltaldban a hosszii szénldncd hid-
rokarbon-csoportok hozzédk létre, melyek jellemz6 mo-
don, zsirsavak formdjsban vannak jelen. A zsirsavak
vagy mds szénhidrogén-tartalmi gyokok a cukor hidro-
xil-csoportjéhoz kapcsol6dhatnak, vagy a molekula pep-
tid részéhez kozvetleniil, mint példdul zsirsavnak a pep-
tid részben jelen levd amino-csoporttal torténd reakci6ja
dltal, illetve egy kapcsol6 csoporton (linking group) ke-
resztiil, mint péld4ul egy hidroxi-alkil-amin alkalmazés4-
val, mely amidkotésen keresztiil hoz 1étre kétést a peptid
karboxilsav csoportjan, vagy egy lipid funkcionélis cso-
portja, mint példaul egy foszfat csoport. A liofiles mura-
mil-peptidek létrehozdsanél kiilonésen elénydsek a fosz-
folipid részek. Az el6nyben részesitett vegyiiletek cso-
portjdba tartoznak a hidroxi-alkil-amin részen keresztiil a
foszfolipid részhez kapcsolt muramil-dipeptidek és tri-
peptidek. Ezek a vegyiiletek a (IV) 4ltaldnos képlettel jel-
lemezhetdk, ahol R, R'-R*, X, Y, Z és n jelentése a fenti-
ekben megadott és L jelentése OH— vagy -NRSR” 4ltal4-
nos képletd csoport, ahol R® és R7 jelentése egymist6l
figgetleniil hidrogénatom, kisszénatomszamii alkilcso-
port vagy lipid rész. Egy példa és egy kiilondsképpen el-
Onyben részesitett vegyiilet az N-acetil-muramil-L-ala-
nil-izoglutaminil-L-alanin-2-[1,2-dipalmitoil-sn-glicerin
-3-(hidroxi-foszforiloxi)]-etil-amid (réviditve MTP-PE).

A fent ismertetett hatéanyagok elegyitésével kap-
hatjuk meg az adjuvéns készitményeket, mielstt a vak-
cina eldéllitdsa céljabél az adjuvdanst az antigénnel ele-
gyitenénk. Az antigén kifejezés valamely olyan anyag-
ra vonatkozik — beleértve egy proteint, vagy protein-
poliszacharidot, protein-lipopoliszacharidot, polisza-
charidot, lipopoliszacharidot, virus alegységet, egész
virust, vagy egész baktériumot — ami az 4llat vérdramé-
ba jutva annak szoveteibe keriil, az 4llatban specifikus
antitestek képzddését okozza, és a homolég antitestek-
kel in vivo, vagy in vitro specifikusan reagil. Tov4bb4
stimuldlja az antigén elleni receptorokkal rendelkezs
T-limfocitédk proliferdci6jat, €s reagdl a limfocitdkkal,
igy elinditva a sejt-kozvetitett immunitdsban adott vé-
laszok sorozatdt,

A definici6ba egy haptén is beletartozik. A haptén
az antigén molekula vagy antigén komplex része, mely
annak immunoldgiai specifitdsdt hatdrozza meg. A hap-
tén 4ltaldnosan egy, a természetben el6fordulé antigé-
nekben taldlhat6 peptid vagy poliszacharid. A mester-
séges eredetd antigének esetében ez egy kis molekula-
tdmegd anyag lehet, mint péld4ul egy arzalinsav-szér-
mazék. A haptén in vivo vagy in vitro specifikusan
reagdl a homol6g antitesttel vagy T-limfocitdval. A
lehetséges deszkriptorok antigéndetermindnsok, anti-
gén szerkezet( csoportok és hapténes csoportok.

A taldlmany szerinti vakcina készitmények az antigén
hatdsos mennyiségét tartalmazzak. Ez az adjuv4nssal ele-
gyitve az antigénnek olyan mennyiségét adja melynek ha-
tdsdra a kezelt alany specifikus, és kielégitd mértéki reak-
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ci6t ad, ami a késGbb bekovetkez§ virus, baktérium, gom-
ba, mikoplazma vagy parazita fertozése esetén azzal
szemben nyijt védelmet, amelyek ellen immunizélva lett.

A szakmai gyakorlattal rendelkezék 4ltal jol ismert
eljarasokkal termelt antigének dltaldnosan ismert forré-
sokb6l szerezhetSk be. fgy példdul az itt referenciaként
emlitett 4 434 157, 4 406 885, 4 264 587, 4 117 112,
4 034 081 és 3 996 907 szamu amerikai egyesiilt 4lla-
mokbeli szabadalmi lefrdsban a macska leukémia virus
ellen alkalmazhaté antigén elGallitisdnak eljardsat is-
mertetik. Egyéb antigéneket hasonlé eljarasokkal allit-
hatunk el6. A taldlmany hatdskorén beliil esd antigének
koz€ a teljes inaktivalt virus részecskék, az izoldlt virus
fehérjék és fehérje alegységek, a teljes sejtek és bakté-
riumok, a sejt membréanok, a sejtfal fehérjék és hason-
I6k tartoznak. A taldlmaény szerinti vakcinét madarak és
eml3sok betegségek és fertGzések elleni immunizéldsé-
ra alkalmazhatjuk, az aldbbi estekben, korldtozdsok
nélkiil: kolera, diftéria, tetanusz, szamark6hogés, influ-
enza, kanyar6, agyhdrtya gyulladds, mumpsz, plakkok
képzbdése, poliomielitisz, veszettség, Rocky Moutain
kiiitéses 1az, rubeola, himld, tifusz, hastifusz, macska
leukémia virus és sdrga laz.

Nem adhatunk 4ltaldnos meghatdrozast arra vonat-
kozélag, hogy a taldlmany szerinti eljarasok koziil az
egyes antigének esetében melyik ad specifikus méd-
szert. Az antigén hatdsos mennyiségének mikodése
hatdrozza meg a hozza tartozé aktivitdst és tisztasdgot.
Meg kell tervezni, hogy a taldlmany szerinti adjuvans
készitmények a teljes sejtekkel, vagy virusokkal szem-
ben ugyanigy alkalmazhaték-e, mint a rekombindns
DNS eljardsokkal, vagy szintézissel elGallitott tisztitott
antigén vagy virus vakcindk esetén.

Mivel a taldlmdny szerinti adjuvans készitmények
stabilak, az antigén emulziét egyszerd razéssal elegyit-
hetjiikk. M4s eljardsok, mint példdul az adjuviéns és az
oldat, vagy az antigén szuszpenzié kis résen tonénd
gyors dtnyomdsa (példaul hipodermikus tii) szintén al-
kalmazhatdk a vakcina készitmények létrehozaséra.

A fentiekben a taldlmanyt ltaldnosan ismertettiik. az
alabbiakban kovetkezs részletes példédk és hivatkozasok,
melyeket szemléltets példikkal egyiitt kozliink, anélkiil,
hogy — amennyiben kiilon nem jeléltitk — azok a talal-
mdny oltalmi korét korldtoznak, a jobb megértést segitik.

1. példa
A példdk sordn, amennyiben kiilon nem emlitjiik,
az aldbbi dltalanos eljarasokat alkalmaztuk.

Anyagok :

A MTP-PE-t a CIBA-GEIGY-t4] szereztiik be (Ba-
sel, Switzerland). A szkvalént és a TWEEN 80-at a
Sigma Chemical Co.-t6] (St. Louis, MO). A CFA-t és
az IFA-t a Gibco-tdl (Grand Island, NY). Az alumini-
um-hidroxidot (Rehsorptart) a Reheis Chemical Co.-t6l
(Berkeley Heights, NJ) szereztiik be.

Az emulziok készitése
1. eljaras - fecskend? és td. Foszfat pufferes fizio-
16gias séoldattal (PBS) késziilt 4% szkvalént, 0,008%
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TWEEN 80-at, 250 pg/ml MTP-PE-t, és az antigént
tartalmazé elegyet 23-as 4tmérGjd tdn nyomtunk &t
hatszor. Az igy kapott emulzi6é 10 p koriili szemcsemé-
rettel rendelkezd olaj cseppecskéket tartalmazott, és
MTP-PE-LO-ként jeloltiik.

2. eljaras — Kirkland emulgeitor. A fenti elegyet 6t-
szor Kirkland emulzifikdlén nyomtunk 4t. Az igy kapott
emulzi6 1-2 p k6zotti szemcsemérettel rendelkezd olaj
cseppecskéket tartalmazott, és MTP-PE-LO-KE-ként
jeloltiik. A Kirkland Products, Walnut Creek, CA) az 4lta-
lanosan ismert késsel-élezett homogenizétor (mint péld4-
ul a Gaulin Model 30CD, és a Rannie Minilab Type
8.30H) kis méretd véltozata, mely a munkatérben 4ltal4-
ban 1000 psi mellett mkodik.

3. eljards — mikrofluidiz4l6, 0,3—18% szkvalén és
0,2-1,0 mg/ml MTP-PE elegyét TWEEN 80-al vagy
anélkiil nyomtuk 4t a mikrofluidiz4lén (Microfluidizer,
Model No. 100Y, Microfluidizers Newton, MA) 5000—
30 000 psi mellett. Altaldban 50 ml emulziét 5 percig
vagy 100 ml emulzi6t 10 percig elegyitettiink a mikro-
fluidizdléban. A kapott emulzié 100-750 nm k&zotti
szemcsemérettel rendelkezS olaj cseppecskéket tartal-
mazott, a szkvalén, az MTP-PE, a detergens koncent-
racijatél és a mikrofluidizdléban mikods hdmérsék-
lettSl és nyomadstdl fiiggSen.

A fenti adjuvans készitmény létrehozdsa utdn az ol-
dathoz antigént adtunk. Az antigén emulzi6t rizéssal ele-
gyitettiik. CFA és IFA alkalmaz4sa esetén a PBS-ben levs
antigént a CFA és az IFA azonos mennyiségével elegyi-
tettiik. Az elegyet hipodermikus téin t6rténé dtnyomadssal
emulgedltuk, amig stir(i emulzit nem kaptunk.

Antigének

A Herpes simplex virus (HSV) rgD2 egy rekombi-
nins fehérje, melyet kinai horcsog petefészek sejtekbdl
(Chinese hamster ovary cells) dllitottuk €16, genetic engi-
neering cljdrdsok alkalmazédsdval. A fehérje szabalyos
megcsonkitott kapcsol6d6 régiét (normal anchor region)
tartalmaz, melynek eredményeket egy glikozildlt fehérje
szabadult ki (szekretdlédott) a szovettenyészet kdzegébe.
A gD2-t CHO koézegben 90%-osndl jobban megtisztitot-
tuk. A humén immunhidnyos virus (human immundefici-
ency virus) (HIV) env-2-3 a HIV burok fehérjék egy re-
kombindns viltozata, melyet genetic engineering eljards
alkalmazdsival Saccharomyces cerevisiae-ben hozha-
tunk létre. A fehérje a HIV gp120 teljes fehérje szerkeze-
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tével rendelkezik, de a tisztitds Gtjan az élesztGbdl kinyer-
ve nem glikozilalt és nem denaturalt. A HIV gp120 egy
teljesen glikozildlt fehérje, a gp 120 CHO fehérjékben
szekretal6dott valtozata, melyet a gD2-nél fent ismerte-
tett eljarashoz hasonl6an nyerhetiink.

Az immunizdlt dllatok

Egereket intraperitondlis, intramuszkuldris és
szubkutdn tton szdmos adjuvans/antigén készitmény-
nyel injekciéztunk. A tengerimalacokat a talpukba
vagy intramuszkuldris uton injekciéztuk. A nyulakat,
kecskéket és babuin majmokat intramuszkuldris dton
injekci6ztuk.

Az immunvdlasz elemzése

Az immunizél6 antigénnel szemben termelt antitest
titereket ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
eljaras alkalmazasaval vizsgaltuk.

2. példa

Az MTP-PE-LO készitmény vizsgdlata nagy dlla-

tokban

(Osszehasonlité példa)

Szamos kisérletet végeztiink, el6szor a HIV env
2-3 antigénnel, majd utdna a HSV gD fehérjével,
MTP-PE-LO (nem mikrofluidizalt) készitmény alkal-
mazdsdval a nagyobb 4llatokban kialakulé immunsti-
mulilé hatds vizsgilata céljabél. Ezeket a kisérleteket
az aldbbiakban ismertetjiik.

1. HIV env 2-3

a) Tengerimalacok. A tengerimalacokat a talpukon,
vagy intramuszkuldris tton immuniziltuk, S0 pg/dézis
env 2-3 alkalmazéisaval. A vakcinit MTP-PE-LO ké-
szitmény form4jdban alkalmaztuk (4% szkvalén,
0,008% TWEEN 80, 50 pg/dézis MTP-PE) vagy tim-
s6ban abszorbedlva (0,7% aluminium-hidroxid). A szé-
rumokat egy héttel az immunizalds utdn gydjtottiik, és
az anti-env 2-3 antitesteket ELISA eljarassal analizél-
tuk. Az eredményeket az 1. tdbldzatban foglaltuk ossze.
Az MTP-PE-LO készitmény a talpba vagy intramusz-
kuldrisan magas anti-env 2-3 antitest titereket adott.
Ezzel szemben a timsé esetében mindkét tdton jéval
alacsonyabb antitest titereket kaptunk. Ezek a kisérle-
tek az MTP-PE-LO készitményeknek a tengerimala-
coknél mutatott hatdsossagat tiikrozik.

1. tabldzat

A kiilonbozd adjuvdnsok dsszehasonlitdsa a kiilonbézd injektdldsi médok az env 2-3 specifikus antitestek esetében®

B env 2-3 ELISA titerek
Adjuvéns csoport | Allat l?:;:lizs Az immunizalds szdma
! 0 2 3 4 5 6 7
839 FP <<110° | 135500 | 382100 | 343100 | 401800 | 338000 | 382700
MTP_PE 4% 840 FP << 100 | 331700 | 588700 | 542300 | 392900 | 359000 | 292100
szkvalén 0,008% 841 FP <<100 | 247800 | 330900 | 301100 | 285800 | 334400 | 383700
TWEEN 80 842 FP <<100 108100 | 570300 | 694300 | 344400 | 289800 | 220300
843 FP <<100 | 65000 b - - - -
844 FP <<100 25 000 - - - - -
atlag FP <<100 152000 | 468 000 | 470000 | 356000 | 330000 | 295000
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env 2-3 ELISA titerek
Adjuvéns csoport Allat Beadfis Az immunizélds szdma
médja
0 2 3 4 5 6 7
845 M <<100 12 300 19 600 23 800 15100 20000 27 300
MTP-PE 4% 846 M <<100 10400 20 500 43 600 44 800 121100 | 42000
szkvalén 0,008% 847 IM <<100 29 700 80 000 136 800 | 156000 | 144500 | 164 400
TWEEN 80 848 IM <<100 447000 | 640000 | 400000 71 000 674000 | 533000
849 M 350 10 600 78 700 0000 533 000 nt 200 000
850 M <<100 340 000 - - - -
tlag M <<100 142 000 168 000 183 000 164 000 240 000 193 000
863 FP <<100 <<100 ntd nt nt nt nt
864 FP <<100 2500 4100 86 000 47 700 21 000 6000
tims6 865 FP <<100 2400 26 400 80 400 83500 39 200 4500
866 FP <<100 15 100 103900 | 124100 | 107 100 56 700 16 800
867 FP <<100 2200 8800 14 500 11 900 11 400 12 300
868 FP <<100 6500 44 500 34 000 18 800 12 800
tlag FP <<100 5700 38 000 68 000 54 000 28 000 12 000
869 M <<100 <<100 300 2600 2000 1600 2300
870 M <<100 <<100 130 220 330 270 300
tims6 871 M <<100 <<100 1200 4300 4900 3000 1600
872 M <<100 <<100 300 900 920 770 1700
873 M <<100 <<100 990 41 100 79 800 27900 15 500
874 M <<100 <<100 940 17 300 13 200 10 600 8600
atlag IM <<100 <<100 640 11 000 17 000 7000 5000

2 A tengerimalacokat havonta 50 ,m” g/dézis mennyiségli env 2-3 alkalmazdsdval immunizéltuk a két kiilonb6z6 adjuvinssal, a talpukon
(footpad; FP), intramuszkuldris (IM) tton. A szérumokat az egyes immuniz4ldsok utén egy héttel gydijtottiik.

b -7 az 4llatok elpusztulasa miatt nem kaptunk adatokat.

¢ <<100 1:100 szérumhigitds mellett nem kaptunk ELISA jeleket.
4 Nem vizsgéltuk.

b) Kecskék. Pér kecskét elészor 1 mg env 2-3-al,
majd 500 pg mennyiségd, 0-500 pg kozott véltozé
mennyiségi MTP-PE-t tartalmaz6 MTP-PE készit-
ménnyel immunizaltunk. A pozitiv kontroll 4llatok az
els6 immunizaldst CFA alkalmazédsdval kaptdk, majd
a mésodik immunizdldst IFA alkalmazisdval. Egy
csoport 100 pg env 2-3-t kapott az elsd immunizalds
sordn, majd 50 pg-ot a 100 mg MTP-PE-t tartalmazé
MTP-PE készitménnyel torténé mdsodik immuniz4-
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lds sordn. Amint a 2. tabldzatban lathatjuk, minden
Freund-féle adjuvénst kapott kecske magas antitest
titert adott 2700-62 800 kozotti értékkel. Ezzel szem-
ben a legtobb MTP-PE készitménnyel kezelt kecske
negativ volt az anti-env 2-3 antitestekre nézve. A
valaszt adé dllatokndl is csak 100—600 koézotti titere-
ket kaptunk. Ezek az eredmények élesen szembenall-
nak a fent ismertetett, a tengerimalacok esetében ka-
pott adatokkal.

2. tdbldzat
' Az env 2-3-al és kiilonbozd MTP-PE doézisokkal immunizdlt kecskékben kaport antitest vdlasz
Adjuvins készftmény Allatok szdma 5 Env 2-3 EILISA tier -
b
Freund-féle 2295 <<100 43 200 62 800
2296 <<100 2700 7500 -
C
2ST+0 g MTP-PE 2297 <<100 <100 <100
2298 <<100 100 300
ST+20 yig MTP-PE 2290 <<100 <100 <100
2302 <<100 100 200
ST+50 pg MTP-PE 2301 <<100 <<100 <100
2302 <<100 <<100 <100
ST+100 pg MTP-PE 2302 <<100 <<100 100
2304 <<100 <<100 <100

11
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Adjuvins készitmény Allatok szima 5 Env 2-3 F;L[SA titer :
ST+250 ug MTP-PE 2305 <<100 <100 600
2306 <<100 <<100 <100
ST+500 pg MTP-PE 2307 <<100 <100 <100
2308 <<100 <<100 <100
ST+1000 pg MTP-PE 2309 200 500 200
2310 <<100 <<100 <<100

28T az alacsony szénatomsz4mi olajkészitmény; 4% szkvalén, 0,008% TWEEN 80.
b A <<100 Jelolés az olyan env 2-3 ELISA titereket jeléli, melyek 1/100 szérumhigitisok mellett nem voltak magasabbak a héttémél.
© A <100 jelslés az olyan env 2-3 ELISA titereket jeloli, melyek 1/100 szérumhigitdsok mellett a httémél magasabbak, de a mérés sordn kapott

legnagyobb jel felénél kisebb voltak.

c) Kutydk. Vaddszkopdkat (beagle dogs) hdrom hetes
intervallumokban 250 pg mennyiségd env 2-3 MTP-
PE-LO-ban késziilt elegyével (100 pg MTP-PE), vagy
csak MTP-PE-LO készitménnyel immunizéltunk. Az
egyes immuniz4ldsok utdn 10 nappal az 4llatokat vérez-
tettiik, és ELISA eljdrdssal meghatdroztuk az anti-env 2—
3 titereket. A 3. tdbldzat eredményei szerint az env 2~3-al,

€s adjuvanssal kezelt kutydkban kialakult az env 2-3 ti-
ter, de ezek a titerek a tengerimalacoknal kapott szinthez
képest (a két 4llat esetén kapott legnagyobb titerek 1700
és 6300) alacsonyak voltak, igy nem megfeleldek. To-
vabba ezeknek az dllatoknak sem homol6g (SF2), sem
heterolég (BRU, vagy Zr6) HIV torzsek esetében nem si-
keriilt a virust semlegesitG antitestek termelése.

3. tabldzat
MTP-PE-LO adjuvdnsban alkalmazott env 2-3-al immunizdlt vaddszkopok szérumdban kapott semlegesitd antitest
titerek és ELISA eredmények

Env 2-3 semlegesitd titerek
Allatok szdma | Immuniz4l6 szer Immuniz4ls ELISAHIV-SF2|  HIV-BRU HIV-Zc6

it titer

env 2-3 el6 vérezt. <<100° <20° <20 <20

MT;)(;(? E;LO 2 1300 <20 <20 <20

1375 3 1700 <20 <20 <20

4 900 <20 <20 <20

MTP-PE 5 400 <20 <20 <20

6 300 <20 <20 <20

7 300 <20 <20 <20

env 2-3 elé vérezt. <<100 <20 <20 <20

MIEP Z Lo 2 3500 <20 <20 <20

1376 3 6300 <20 <20 <20

4 5100 <20 <20 <20

MTP-PE 5 2100 <20 <20 <20

6 2200 <20 <20 <20

7 2000 <20 <20 <20

MTP-PE-LO el vérezt. <<100 <20 <20 <20

2 <<100 <20 <20 <20

3 <<100 <20 <20 <20

1371 O-MTP-PE 4 <<100 <20 <20 <20

kontroll

5 <<100 <20 <20 <20

6 <<100 <20 <20 <20

7 <<100 <20 <20 <20

12
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Env 2-3 semlegesit? titerek
Allatok szdma | Immuniz4lé szer iz4l
ImmunizAl6 ELISAHIV-SF2| HIV-BRU HIV-Z16
#t titer

MTP-PE-LO el vérezt. <<100 <20 <20 <20

2 <<100 <20 <20 <20

3 3 <<100 <20 <20 <20

1378
O-MTP-PE 4 <<100 <20 <20 <20
kontroll

5 <<100 <20 <20 <20

6 <<100 <20 <20 <20

7 <<100 <20 <20 <20

? A kutysk Biocin adjuvansban (100 pg MTP-PE) 250 pg env 2-3-t kaptak, intramuszkuldrisan, 21 naponként. a vérmintdkat az egyes

injekci6zdsok utdn 10 nappal gydjtottiik.

b A <<100 Jeldlés az olyan ELISA titereket jeloli, melyek esetén 1/100 szérumhigitdsok mellett nem kaptunk eredményeket.
¢ A <20 jelolés az olyan semlegesit$ titereket jeloli, melyek esetén semlegesitG hatdst nem tapasztaltunk a mérés sordn legtoményebbre

koncentrélt (1-20) szérumhigitdsok.

d) Sertések. A sertéseket 1 mg mennyiségii env 2-3
MTP-PE-LO-ban késziilt elegyével (100 ug MTP-
PE) 21 naponként immunizaltuk. A kontroll 4llatok
csak adjuvdnst kaptak. Az egyes immunizéldsok utdn

eredményei szerint a kezelt dllatok koéziil kettd csak
alacsony anti-env 2-3 titert adott (140, illetve 100),
tovibbd ezeknek az dllatoknak sem homolég (SF2),
sem heterolég (BRU, vagy Zr6) torzsek esetében nem

10 nappal az dllatokat véreztettiik, és ELISA eljdrdssal 25 sikeriilt detektilhaté mértéki virust semlegesits titere-
meghatéroztuk az anti-env 2-3 titereket. A 4. t4bldzat ket elémi.
4. tdbldzat
MTP-PE-LO adjuvdnsban alkalmazott env 2-3-al immunizdlt sertésekben kapott semlegesitd antitest titerek, és
ELISA eredmények®
Allatok széma |  Antigén | Immunizélds széma Env 2-3 semlegesité titerck
ELISA titer HIV-SF2 HIV-BRU HIV-Zr6

el6 vérezt. <<50° <204 <20 <20

2 <50° <20 <20 <20

3 70 <20 <20 <20

1371 eny2-3 4 70 <0 <20 <20

5 80 <20 <20 <20

6 70 <20 <20 <20

7 140 <20 <20 <20

el6 vérezt. <<50 <20 <20 <20

2 100 <20 <20 <20

3 70 <20 <20 <20

1372 env 2-3 4 70 <20 <20 <20

5 60 <20 <20 <20

6 90 <20 <20 <20

7 90 <20 <20 <20

el6 vérezt. <<50 <20 <20 <20

2 100 <20 <20 <20

3 70 <20 <20 <20

1373 adjuvéns kontr. 4 70 <20 <20 <20

5 60 <20 <20 <20

6 90 <20 <20 <20

7 90 <20 <20 <20
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Allatok széma | Antigén | Immunizélés szdma Env 2-3 semlegesitd titerek

ELISA titer HIV-SF2 HIV-BRU HIV-Zr6

el§ vérezt. <<50 <20 <20 <20

2 <<50 <20 <20 <20

o 3 <<50 <20 <20 <20

1374 adjuvéns kontr. 4 <50 <20 <20 <20

5 <<50 <20 <20 <20

6 <<50 <20 <20 <20

7 <<50 <20 <20 <20

2 A sertések Biocin adjuvénsban (100 g MTP-PE) 1 mg env 2-3-t kaptak, intramuszkuldrisan, 21 naponként. A vérmintikar az egyes

injekciézdsok utdn 10 nappal gydjtottik.

b A <<50 jelolés az olyan titereket jeloli, melyek esetén 1/50 szérumhigitdsok mellett nem kaptunk eredményeket.
© Kis mértékd, de detekt4lhaté jeleket kaptunk 1-50 szérumhigitdsok mellett.
4 A mérés sorfn a legtéményebbre koncentralt (1-20) szérumhigitdsok esetén sem tapasztaltunk semlegesitd hatdst.

€) Majmok. Rhesus makdkdkat 30 napos intervallu- 20 anti-env 2-3 titereket. Az 5. tdblazat eredményei sze-

mokban 250 pug mennyiségl env 2-3 MTP-PE-LO-
ban késziilt elegyével (100 png MTP-PE) immunizal-
tunk. Az egyes immunizédldsok utdn 1 héttel az dliato-
kat véreztettiik, és ELISA eljardssal meghatdroztuk az

rint a kutydkhoz hasonléan minden egyes allat esetén
kialakult a env 2-3 antitest titer, de ezek a titerek
300-3100 kozotti értékeket mutattak, ami jéval alacso-
nyabb a tengerimalacoknal kapott értékeknél.

5. tdbldzat
MTP-PE-LO adjuvdnsban alkalmazott env 2-3-al immunizdlt Rhesus makdko env 2-3 specifikus antitestek titere

Allatok Antigén Szim Elgre vérez- Immunizélds
tetest 1 2 3 4 5 6
1189 <<100 <<100 300 700 400 400 300
Env 2-3 1190 <<100 <<100 <<100 800 800 900
1191 <<100 <<100 500 2000 1300 1900
1192 <<100 <<100 1100 900 400 400
(atlag) <<100 <<100 780 1100 700 900
1197 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100
Adjuvins kontroll 1198 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100
1199 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100
1978 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100
(atlag) <<100 <<100 <<100 <<100 <<100 <<100

2 Az dllatok Biocin adjuvédnsban (100 pg MTP-PE) 250 mg antigént kaptak intramuszkuldrisan, 30 naponként. A vérmintdkat az egyes

immunizéldsok utdn egy héttel gyfdijtottiik.

2. HSV gD

a) Kecskék. Az adjuvdns készitmények sorozatit
gD2-vel kecskéken vizsgdltuk. Az dllatokat 100 pg
gD2-nek szdmos adjuvénssal alkotott elegyével immu-
nizaltuk. A mdsodik, és a harmadik immunizdlds utdn
10 nappal az 4llatokat véreztettiik, és ELISA eljrdssal
meghatdroztuk az anti-env 2-3 titereket. Az adjuvénso-
kat alkalmaztuk. CFA (1°), majd IFA (2° & 3°), 100 pug
MTP-PE-t tartalmazé IFA, 0,8 mg/ml aluminium-hid-
roxid (alum), MTP-PE-LO (100 pg MTP-PE), MTP-
PE-LO-KE (100 pg MTP-PE-LO-KE (12% szkva-
1én, 5,0 mg MTP-PE). Az ELISA eredményeket a 6.
tablazatban foglaltuk ossze. Egy CFA/IFA-val kezelt
allat és MTP-PE-LO-KE-vel (5 mg MTP-PE) kezelt
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llat esetén magas antitest titert tapasztaltunk (2187—
13 172). Egy CFA-IFA-val kezelt dllat, az Osszes tim-
folddel kezelt dllat, és egy MTP-PE-LO-KE-vel
(5 mg MTP-PE) kezelt 4llat adott kdzepes antitest ti-
tert (569-1489). Az MTP-PE-LO alkalmazisédval ke-
zelt dllatok alacsony anti-gD2 titereket adtak (46—
323). gy, amint ezt fent, az env 2-3 esetén megjegyez-
tiik, az MTP-PE-LO készitmény kecskék esetén nem
felel meg a magas antitest titerek kialakitdsa céljabol.
Az emulzié Kirkland-féle emulziéval torténé médosi-
tasa (1-2 mm olajcseppecske méret) sem javitott az
adjuvans teljesitményén. Ugyanakkor 6ridsi javuldst
tapasztaltunk az adjuvéns teljesitményében MTP-PE
jelenlétében (5,0 mg-ig).
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6. tdbldzat
Az adjuvdns hatékonysdga gD2 esetén kecskéken
. 2. 3.
Csoport Allat Adjuvéns -
immunizilds utdn kapott ELISA titer
2187 13172
1 3606 CFA/IFA
3609 738 770
1489 781
2 3610 tims$
3611 921 522
3 3612 MTP-PE-LO (100 ug 77 194
3613 MTP-PE) 145 323
4 3614 MTP-PE-LO-KE 123 227
3614 (100 ug MTP-PE) 56 46
MTP-PE-LO-KE 142 569
5 3624 (12% szkvalén 5,0 mg
MTP-PE) 615 2291

b. Babuin majmok. Fiatal babuin majmokat immuni-
zéltunk tims6val, MTP-PE-LO-KE-vel, MTP/IFA-val
és IFA-val elegyitett gD2-vel. Ezenkiviil egy dézis-fiig-
gési vizsgalatot végeztiink timséval, és MTP-PE-LO-
KE-vel elegyitett gD2-vel. A 2-3 évnél fiatalabb (3,4-
12 kg) babuin majmokat a combjukban intramuszkuldri-
san hdrom alkalommal immuniz4ltunk, két-hdrom hetes
intervallumokban. A szérumot hdrom héttel az elsG két
immunizdlds, és két héttel az utolsé vakcina adag utdn
gytjtottiik, a gD2-specifikus antitestek ELISA eljaréssal
torténd meghatdrozésa céljabol. Az adott idGpontokban a
teljes vérsejt analizis (total blood cell analyses; CBC) cél-
Jabol az Gsszes vért levettiik. A 100 Lg mennyiség,
alumhoz kotott gD2-vel immunizilt babuin majmokban
3349+550 kozotti anti-gD2 antitest titerek alakultak ki.
Ezek a titer értékek nem mutattak szignifikdns eltérést a
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hérom vizsgélt antigén dézis (10, 25, 10 pg fehérje) ese-
tén. A 250 pg MTP-PE-LO-KE-vel emulgedlt gD2 10,
vagy 100 pug mennyiségével kezelt, vagy az 50, vagy
1000 ug MTP-PE-LO-KE-vel emulgealt gD2 25 pug
mennyiségével kezelt dllatok négy csoportjdndl kapott
antitest vdlaszok azokhoz a csoportokhoz voltak hasonlé-
ak, melyeket a gD2/tims6 (1300-3900) vakcina 250 pg
MTP-PE-LO-KE-vel emulgedlt gD2 25 pg mennyisé-
gével kezelt csoportnal kaptunk. A timséval immunizalt
4llatok esetén kapott titerek értéke koriilbeliil 1%-a volt
az MTP/IFA vakcindk alkalmazdsdval immunizalt dlla-
tokndl kapott értékeknek, mig az MTP-PE-LO-KE-vel
immunizalt 4llatok esetén kapott titerek értéke 0,5-1,3
kozott volt az MTP/IFA vakcindk alkalmaziséval immu-
nizalt dllatokhoz képest. Az eredményeket a 7. tablazat-
ban foglaltuk dssze.

7. tdbldzat
Babuin majmokon végzett HSV vakcina kisérletek: antitest titerek®
Adjt:;;n(sr:gs)s ze- gD2 dézis (mg) dézis (mg) ELISA titerek”
1° vér 2° vér 3" vér MTP-PE/IFA®

1 timsé 400 10 287 (+123) 1002 (+366) 1566 (+350) 0.6
2 tims6 400 25 1075 (+785) 880 (+343) 1993 (+1156) 0.8
3 tims6 400 100 720 (+184) 1882 (+489) 3349 (+550) 13
4 MTP-PE/LO 50 25 140 (+63) 788 (+331) 1320 (+430) 05
5 MTP-PE/LO 250 10 217 (+103) 2490 (+995) 3244 (+1582) 1.3
6 MTP-PE/LO 250 100 57 (+34) 925 (+254) 2439 (+510) 1.0
7 MTP-PE/LO 1000 25 91 (+70) 1097 (+565) 3883 (+2401) 1,6
8 MTP-PE/TFA 250 25 24 101 (+5423) (62 775 (+28 643) (3_22 33%) 100
9IFA 25 2591 (+2280) | 7631 (+6563) |66 132 (+75095) 624

2 Minden 4llatot gD2-vel IM immuniz4ltunk, a combba; 4 dllat/csoport

b 50% végpont antitest titer, geometrikus eljards, +SD.

¢ A pozitiv gD2-specifikus limfoproliferativ vélaszt ad6 4llatokat >3,0 stimul4ciés indexxel jeloltiik.
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A vakcindk hatdsdra kdros mellékhatdsokat egy 4l-
latn4l sem tapasztaltunk, és a CBC profilok is megfele-
16ek voltak.

30 000 psi), alameritett fecskendd tipusd emulzifikdl6. A
szkvalén, a TWEEN 80 és az MTP-PE koncentracidk, és
a fizikai paraméterek, mint példdul a hdmérséklet, és a
miikddési nyomds alapjdn szdmos sorozatot hoztunk 1ét-

3. példa 5 re, a szemcseméretet és a stabilitdst véltoztatva. A mik-

Az MTP-PE-LO-MF taldlmdny szerinti készit- rofluidizdl6val létrehozott kiilonbdz6 emulzidkra a 8.

mény hatdsa a nagy dllatok immunitdsdnak stimu- tabldzatban soroltuk fel példikat. A fizikai paraméterek-

ldldsdban nek, és az emulzi6 dsszetételének viltoztatdsaval 1 p-tél

Amint a 2. példdban bemutattuk, nagy illatok esetén 0,2 p-ndl kisebb szemcseméret kozotti olajszemcse mé-
a fecskendGvel és tdvel (megkozelitdleg 10 p koriili 10 retet értiink el. Amint a 8. tdbldzatban lathat6, az emulzi6
szemcseméret), illetve Kirkland emulzifikdléval (1-2 p szemcseméretét csokkent§ paraméterek kozé tartozik a
koriili szemcseméret) létrehozott MTP-PE-LO készit- detergens mennyiségének novelése, az MTP-PE, és a
mény nem felelt meg a vakcina antigének j6 immunsti- szkvalén ardnyanak novelése, a midkodési nyomds nove-
muléldsa céljabsl. (Human adatokat nem mutatunk be.) 1ése, és a mikodési hémérséklet novelése. A tovabbiak-
Kisebb szemcseméret és stabil emulzidk kialakitdsdhoza 15 ban ezeket a kis szemcseméretd emulziékat, mint a vak-
110Y mikrofluidizdl6 modellt (microfluidizer model cina antigének adjuvédns anyagait, kecskéken €s babuin
110Y) alkalmaztuk. A késziilék nagy nyomdsd (5000- majmokon vizsgéltuk.

8. tdbldzat

Az MTP-PE-szkvalén TWEEN 80 dsszetételének és fizikai paramétereinek hatdsa
Az emulzickat mikrofluidizdloval dllitottuk elé

“(’[ng}jf SZI(‘;Oa)lé“ TWI(S;;\' 80 Mj‘;'o‘)iml Vizes fazis | Hom. (‘C) T]’é‘l’,‘g‘gs Meéret (m)
A 0,01 2 0,004 0 H,0 40 5 0,23
B 0,20 2 0,004 0 H,0 40 5 0,17
c 1,00 2 0,160 5 H,0 0 10 0,19
D 0,50 2 0,000 5 H,0 40 10 0,16
E 0,50 2 0,000 0 H,0 40 10 0,17
F 1,00 4 0,000 0 H,0 30 10 0,19
G 1,00 4 0,000 0 H,0 20 10 0,20
H 1,00 4 0,000 0 H,0 0 15 0,20
1 1,00 4 0,000 0 H,0 0 10 0,29
] 1,00 4 0,000 0 H,0 0 5 039
K 1,00 4 0,160 0 H,0 0 10 022
L 1,00 4 0,016 0 H,0 0 10 027
M 1,00 6 0,000 0 H,0 0 10 029

1. A HSV gD2 vizsgdlata kecskéken

A gD2-hoz alkalmazott els§ mikrofluidizdlé 4%
szkvalén, és 100 pg/ml MTP-PE emulzié volt,
TWEEN 80 nélkiil MTP-PE-LO-MF # 13; az MTP-
PE-LO-MF készitmények szdmjelzése onkéntes, és azo-
kat csak mint referencia szdmokat vezettiik be). Az anya-
gokat mikrofluidizalé késziilékben 4llitottuk eld, az olaj-
szemcse méret 0,8 p koriil volt. A kecskéket 21 napon in-
tervallumokban intramuszkuldrisan a fenti gD2 készit-
mény 100 pg mennyiségével immunizaltuk. A kecskéket
el6szor 100 pg gD2 CFA-ban lev§ elegyével, majd m4-
sodszor IFA-ban lev§ elegyével immuniziltuk, mig a
harmadik immunizilds a kontroll voit. A mdsodik, és a
harmadik immuniz4l4s utdn tiz nappal az 4llatokat vérez-
tettilk, és ELISA eljdrdssal meghatdroztuk az anti-gD2
antitest titereket. Az eredményeket a 10. tdbldzatban fog-
laituk Gssze. Minden MTP-PE-LO-MF-el kezelt dllat
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szignifikdns anti-gD?2 titereket adott. Ezeket a titereket,
1661-2966, kozvetleniil osszehasonlitottuk a  két
CFA/IFA kontroll kecske esetén kapott titerekkel (140—
24 296). Az MTP-PE-LO-MF-el kezelt dllatok esetén
kapott titerek szignifikdnsan magasabbak voltak mint a
fecskenddvel, és tivel, illetve Kirkland-féle emulzifika-
I6ban elGéllitott MTP-PE-LO készitménnyel kezelt
kecskék (lasd 6. tdblazat). Egy mésodik kisérletben a
kecskéket 21 naponként 100 pg gD2-vel kezeltiik, mely
MTP-PE-LO-MF #16 készitményben volt. A készit-
mény 4% szkvalént, 500 pg/ml MTP-PE-t, és O
TWEEN 80-at tartalmazott. Az olajcseppecskék mérete
0,5-0,6 pu kozott volt. Amint ezt a 10. tdbldzatban is lat-
hatjuk, a készitmény még az el6z6nél is magasabb anti-
test titereket adott. Igy az olajcseppek méretének csok-
kentésével, és/vagy az MTP-PE mennyiség fokozasival
az emulzi6 adjuvans teljesitménye javult.
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9. tdbldzat
Az MTP-PE-LO-MF #13 adjuvdnsként térténd vizsgdlata, gD2 esetén, kecskéken
p . 3.
Csoport Allatok szdma Adjuvéns Antigén - 2 - - -
immunizalds utdni ELISA titer
I 4519 CFA/IFA gD2 (100 pg) 9868 24269
4520 CFA/IFA gD2 (100 ug) 140 980
5 4598 MTP-PE-LO-MFa| gD2 (100 pg) 2996 2207
4599 MTP-PE-LO-MF gD2 (100 ug) 1661 N.Tb

2 4% szkvalén, 100 pg/ml MTP-PE, 0 TWEEN 80, H50, olajszemcsék mérete megkozelitsleg 0,8 p.
Y N.T. Nem vizsgéltuk. Az illatok nem az immunizal4ssal kapcsolatosan pusztultak el.

10. tdbldzat
Az MTP-PE-LO-MF #16 adjuvdnsként tirténd vizsgdlata, gD2 esetén, kecskéken

Alatok immuniz4lasi . . 2. 3.
4m. Adjuvéns Antigén - - - -
$zama immuniz4lds utdni ELISA titer
5013 MTP-PE-LO-MF #16 gD2 (100 ug) 1299 386
5014 MTP-PE-LO-MF #16 gD2 (100 ug) 6657 2806
5015 MTP-PE-LO-MF #16 gD2 (100 pg) 8206 1943
5016 MTP-PE-LO-MF #16 gD2 (100 pg) 7886 1514

2 MTP-PE-LO-MF #16 — 4% szkvalén, 500 pg/ml MTP-PE, 0 TWEEN 80, H,0. Az olajszemcsék mérete megkozelitSleg 0,.5-0,6 p.

2. A HIV env 2-3 és a gp120 vizsgdlat kecskéken

A mikrofluidizatorban kapott készitményeket a
CFA/IFA és a MTP-PE-LO-MF adjuvénsok alkalmaz4-
sdval dsszehasonlitottuk a HIV antigén env 2-3-al és a
gpl120-al. Az dllatokat 21 napos intervallumokban
100 ug gpl20 antigénnel immunizdltuk, melyet
CFA(I'YIFA(2° & 3°), MTP-PE-LO-MF #14 (4%
szkvalén, 500 pg/ml MTP-PE, 0 TWEEN 80, foszfit
pufferes fiziol6gids séoldat), MTP-PE-LO-KE (4%
szkvalén, 100 pg/ml MTP-PE, 0,008% TWEEN 80,
foszfat pufferes fiziolégids séoldat, Kirkland-féle emul-
zifikdtorban emulgedlva), és MTP-PE-LO-MF #15 (4%
szkvalén, 100 pg/ml MTP-PE, 0,008% TWEEN 80,
foszfat pufferes fiziologids s6oldat, mikrofluidizitorban
emulgeélva) jelenlétében alkalmaztunk. Az 4llatokat to-
vabba 100 pg HIV antigén env 2-3-al immunizaltuk me-
lyet CFA/IFA, illetve MTP-PE-LO-MF #14 Jjelenlété-
ben alkalmaztunk. Az eredményeket a 11. t4bl4zatban
foglaltuk Gssze. Az env 2-3 esetében az MTP-PE-LO-
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MEF #14 alkalmazéséval immuniz4lt 4llatok két immuni-
zdlas esetén a CFA/IFA dllatokkal egyenértékd titereket
mutattak, mig hdrom immunizélas esetén a CFA/IFA 4l-
latokndl magasabb titereket mutattak. A gp120 esetében
kapott eredmények nem voltak vildgosak. Az MTP-PE-
LO-MF #14 dllatok tobb viltozast mutattak, mint a
CFA/IFA illatok. fgy a mikrofluidizlé csoport f6 titere
alacsonyabb, mint a CFA csoporté, de az egyes MTP-
PE-LO-MF #14 készitményekkel kezelt dllatok éppen
olyan magas titereket mutattak, mint a CFA/IFA csoport
dllatai. A két kiilonbozs eljardssal (Kirkland emulzifiks-
16, illetve mikrofluidizalé) emulzifikalt, azonos adjuvans
komponenseknek (4% szkvalén, 100 pg/ml MTP-PE,
0,008% TWEEN 80, foszfat pufferes fiziol6gids séoldat-
ban) a gp120-al valé Gsszehasonlitdsa az emulzi6 szem-
cseméretének fontossagit illusztralta. A Kirkland emulzi-
fik4l6 dltal kapott anyag {6 titere az emlitett immunizdlds
utdn 632 volt, mig a mikrofluidiz4lé 4ltal kapott anyag f6
titere az emlitett immunizalds utdn 3277 volt.

1

11. tdbldzat
Az MTP-PE-LO-MF adjuvdnsként térténd vizsgdlata, HIV antigén env 2- illetve gp120 esetén

i ELISA titer
Csop. Allatok szdma |  Adjuvins Antigén 5. immon. utdn Genometrikus 3 Smmun. utén Genometrikus
) un. médszer +SD |~ ’ médszer +SD
5018 CFA/IFA gp120 900 1861+539 7300 6630+996
(100 mg)
gpl20
| 5019 CFA/IFA (100 mg) 3700 5700
5020 CFA/IFA £p120 2000 7100
(100 mg)
gpl20
5021 CFA/IFA (100 mg) 1800 3400

17
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ELISA titer
Csop. Allatok széma | Adjuvéns Antigén . . | Genometrikus |, . in Genometrikus
2. immun. utén moédszer +SD 3. immun. ut moédszer +SD
5022 CFA/IFA env2 (100 mg) 2400 3000
2 5023 CFA/IFA env2 (100 mg) 4600 2235+680 3400 5074+1378
5024 CFA/IFA env2 (100 mg) 2400 8900
MTP-PE-LO-|  gpl20
5026 MF #142 (100 mg) 0 800
3 5027 gp120 300 101+1089 500 13244994
(100 mg)
gpl20
5026 (100 mg) 3407 5800
MTP-PE-LO- env2
5030 ME #142 (100 mg) 7900 19 500
4 5031 env2 (100 mg) 4600 2351+1688 6600 9896+2493
5032 env2 (100 mg) 300 6900
5033 env2 (100 mg) 2800 10 800
MTP-PE-LO-|  gpl120
5034 K (0o me) 0 800
5 5035 gp120 1400 7214416 600 632432
(100 mg)
gpl120
5037 (100 mg) 400 700
MTP-PE-LO- gpl20
5038 MF #15C (100 mg) 1000 5100
6 5040 gp120 0 10+333 2300 32774767
(100 mg)
gp120
5041 (100 mg) ] 3000

3 MTP-PE/LO-MF #14 — 4% szkvalén, 500 pg/ml MTP-PE, 0 TWEEN 80, foszfat pufferes fiziolégids séoldat, mikrofluidizdtorban emulgedlva
b MTP-PE-LO-KE - 4% szkvalén, 100 pg/ml MTP-PE, 0,008% Tween 80, foszf4t pufferes fiziolégias séoldat, Kirkland-féle emulzifikatorban

emulgedlva

¢ MTP-PE-LO-MF #15 — 4 % szkvalén, 100 pg/ml MTP-PE, 0,008% TWEEN 80, foszfit pufferes fiziolégids s6oldat, mikrofluidizitorban

emulgedlva

3. AHIV env 2-3, és a gp120 vizsgdlata babuin

majmokon

titest virus semlegesitd titereket. Az eredményeket a 12.

40 tibldzatban mutatjuk be. MTP-PE-LO-MF #1 esetén a

Babuin majmokon HIV env 2-3-at, és gp120-at vizs-
galtunk MTP-PE-LO-MF #1 készitménnyel (2% szkva-
1én, 500 pg/ml MTP-PE, 0 TWEEN 80, H,0, olajszem-
csék mérete megkozelitSleg 0,17 p), mint adjuvanssal.
Kontrollként MTP-PE-t alkalmaztunk, IFA-ban és tim-
séban. Az éllatokat egy hénapos intervallumokban im-
munizéltuk. A mésodik immuniz4l4s utdn két héttel az 41-
latokat véreztettiik, és meghatdroztuk az anti-env 2-3 an-

gp120-al szemben mutatott antitest titerck magasabbak
voltak, mint MTP-PE-IFA esetén. Az anti-env 2-3 tite-
rek az MTP-PE-IFA alkalmazisdval kezelt csoportok
esetén az MTP-PE-LO-MF #1-hez hasonl6 értékek vol-

45 ' tak. A tims6 esetén elért anti-gp120 titerek az MTP-PE~

LO-MF #1 titerekhez hasonléak voltak, de a timsé ese-
tén elért anti-env 2-3 titerek alacsonyabbak voltak, mint
az MTP-PE adjuvins esetében.

12. tdbldzat
Az MTP-PE-LO-MF #1 adjuvdnsként torténd vizsgdlata, HIV protein env 2, illetve gp120 esetén

Csop. Aliatok sz4ma Adjuviéns Antigén ;?:;i{;gg;ﬁgn Seml;g:sgtt:rantl-

2947 MTP/IFA (350 2p120 (55 mg) <100 <10

mg
1 2948 MTP-PE) gp120 (55 mg) <100 <10
2949 gp120 (55 mg) 3000 <10
2550 MTP/IFA (250 env2 (25 mg) 400 <10

m

2 2451 MTP-PE) & env2 (25 mg) 34 400 30
2952~ env2 (25 mg) 142 300 200

18
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Csop. Allatok szdma Adjuvins Antigén 2‘12?;%2;;;1:2“ Semizfzi;::rantl-
2953 gp120 (55 mg) 51 000 200
3 2957 MTP_PE]_ ;‘ O-MF gp120 (55 mg) 43 000 35
2595 pgl120 (55 mg) 800 50
2956 MTP—PE-LO-MF env2 (25 mg) 600 <10
4 2957 #1 env2 (25 mg) 14 400 35
2958 env2 (25 mg) 87 400 >250
5 2964 tims6® £gpl20 (55 mg) 56 000 150
2965 tims6 £gp120 (55 mg) 100 <10
6 2966 timsé env2 (25 mg) 4900 80
timsé env2 (25 mg) 700 <10

2 MTP-PE-LO-MF #1 - 2% szkvalén, 500 pg/ml MTP-PE, 0 TWEEN 80, H,O. Az olajszemcsék mérete megkozelitdleg 0,17 p.

bog mg/ml aluminium-hidroxidhoz kétstt timsé antigén.

4. példa

Tovdbbi adjuvdns/antigén készitmények

A fenti példdkban ismertetetteken kivill szdmos
mds, a taldlmény szerinti antigént és adjuvénst tartal-
maz6 vakcina készitményt allitottunk elS. Ezek influ-
enza és maldria antigéneket, valamint a HIV-hez és a
HSV-hez kapcsol6d6, a fenti példdkban emlitettektdl
eltér6 antigéneket tartalmaztak. A citomegalovirus
(CMV), és hepatitis C virus (HCV) antigéneket fent
mér ismertettiik, ezeket a fent més ismertetett adjuvans
készitményekhez hasonléan alkalmazhatjuk.

Antigének

Az dltaldnosan ismert forrdsokb6l beszerezhet§ inf-
luenza antigének alkalmasak a taldlmény szerinti vak-
cina készitményekben torténé felhasznalds céljara. Az
aldbbi példdkban bemutatdsra keriild antigéneket az
aldbbi cégek gyartjdk: a FluogenR-t a Parke-Davis; a
Duphar-t a Duphar B. V; és az A41 influenza vakcindt
az Instituto Vaccinego Pozzi.

A taldlmény szerinti vakcina készitményekben torténd
felhaszndlds céljara alkalmas maldria antigéneket a
336 288 sz4mui amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi
bejelentés ismerteti, benyujtva 1989. 4prilis 11-én, amely
megfelel az EP-A 467 965 sz. kozrebocsétasi iratok, és a
4 826 957 sz4mu amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadal-
mi lefrds ismerteti, bejegyezve 1989. mdjus 2-4n.

Tovabbi, a taldlmany szerinti vakcina készitmé-
nyekben torténd felhasznélds céljdra alkalmas HIV an-
tigéneket ismertet a 490 858 szdmii amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi bejelentés, benyiijtva 1990.
mércius 9-én (megfelel az EP-A 519 001 sz. kozrebo-
csdtdsi iratnak). Tovabbi HIV antigének taldlhaték a
181 150 szdmd eurdpai kdzrebocsétasi iratban (1986.
mdjus 14.).

Tovéabbi, a taldlmany szerinti vakcina készitmé-
nyekben torténd felhaszndlas céljdra alkalmas HSV
antigéneket ismertet a WO 85/04 587 szami PCT-beli
kozzétételi irat, é&s a WO 88/02 634 szdmi PCT-beli
kozzéiételi irat. A gB, és gD antigének elegye, mely
megcsonkitott felszini antigéneket (truncated surface
antigén) tartalmaz, kiilonosképpen elényos.
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Tovébbi, a taldlmany szerinti vakcina készitmé-
nyekben torténs felhasznélds céljdra alkalmas citome-
galovirus antigéneket ismertet a 4 689 225 szamu ame-
rikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leiris, bejegyez-
ve 1987. augusztus 25/én, és a WO 89/07 143 szdmi
PCT-beli kozzétételi irat.

Tovabbi, a taldlmdny szerinti vakcina készitmé-
nyekben torténd felhasznélds céljdra alkalmas hepatitis
C antigéneket ismertet a WO 89/04 669 sz. PCT-beli
kozzétételi irat, mely megfelel a 318 216 szdmi eurd-
pai kozrebocsatasi iratnak (kzrebocsdtva 1989. méjus
31-én), és a 1-500 565 szdmu japan kozrebocsdtasi
iratnak (bejegyezve 1988. november 18-4n), valamint
az 583 561 szami kanadai szabadalmi lefrdsnak. A
HCV antigének kiilonb6z4 sorozatait a 388 232 szami
eurdpai kozrebocsatisi irat (kozrebocsdtva 1990. mar-
cius 16-4n) ismerteti. Tovdbb4 ldsd a 456 637 szdmd
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi bejelentést,
benyijtva 1989. december 21-én, amely megfelel az
EP-A 398 748 sz. kozrebocsatdsi iratnak és a T/59 964
sz. kozrebocsatsi iratnak.

Adjuvdns készitmények, és elddllitdsi eljdrdsok

Az alabbi Osszefoglalds az adjuvdns készitménye-
ket, az adjuvénsok, illetve a kiilonb6z§ antigén anya-
gok elGallitasdra vonatkozé eljirdsokat ismerteti.
Egyes esetekben csak a vakcindkrél készitett tanul-
manyok Osszefoglaldsat ismertetjilk, a fenti példdk
részletezése nélkill, mivel a fent ismertetett tanul-
ményok mér elég ismeretanyagot nyijtanak az adott
vakcina készitmény alkalmazasarol.

Influenza

Egy kisérlet sorozatban horcsdgoket immunizal-
tunk dltaldnos influenza vakcindval (Instituto Vaccino-
geno Pozzi). A vakcina két A torzsbsl (A/Lenin-
grad/360/86, és A/Singapore/6/86), és egy B torzsbél
(B/Ann/Arbor/1/86) tisztitott HA-t tartalmazott. A vak-
cinit 6onmagéban, Kirkland-féle emulzifikdléban elGal-
litott MTP-PE/LO emulzié formdjaban (Fluoromed
Pharmaceutical, Inc., La Mesa, CA), és mikrofluidiza-
I6ban elGéllitott MTP-PE/MF emulzié formdjdban
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(model 110Y, Microfluids, Newton, MA) vizsgéltuk.
Az elsd két készitmény 6sszehasonlitd jellegd volt, mig
az ,MF” készitmény a taldlmany szerinti készitmény
volt. Az MTP-PE/MF kifejezés ,MTP-PE Microflui-
dizer” készitményt jeldl, és 4% szkvalént, illetve
1,0 mg/ml MTP-PE-t tartalmaz, melyet a mikrofluidi-
zaléban hoztunk létre. Az MTP-PE Kirkland-emulzié
4% szkvalént, illetve 0,5 mg/ml MTP-PE-t és 0,008%
TWEEN 80-at tartalmaz, melyet a Kirkland-féle emul-
zifikdléban hoztunk létre. Az 4llatokat haromszor im-
munizéltunk, minden esetben 8,3 g antigénnel. Az
MTP-PE-t minden készitmény esetén 50 pg dézison-
kénti mennyiségben alkalmaztuk. Az egyes immuniza-
14sok utdn meghatiroztuk az immuniz4l6 antigénekkel
szemben adott ELISA titereket, és a mdsodik immuni-
zalds utdn meghatdroztuk a HAI titert. Az ELISA tite-
rek minden vizsgalt adjuvdns készitmény esetében
megfelelGen magasak voltak.

Egy masik kisérlet sorozatban hércségoket immu-
nizdltunk dltaldnosan beszerezhets Parke—Davis Fluo-
gen vakcindval (HA/A/Sanghai/11/87, A/Taiwan/1/86,
és B/Yamagata/16/88), illetve dltaldnosan beszerezhetd
Duphar influenza vakcindval (HA A/Sechuan/2/87,
A/Singapore/6/86, és B/Beijing/1/87), dnmagukban,
vagy MF69-100 adjuvéns készitménnyel (az MF 69—
100 5% szkvalént, 0,2% TWEEN 80-at, 0,8% Span
85-6t, és 400 pg/ml MTP-PE-t tartalmazott, Microflui-
dizer-ben emulzifikdlva). A vakcindk azonos mennyi-
ségét elegyitettiik az MF69-100 adjuvdnssal. Az alia-
tok hdrom hetes intervallumokban hdrom immuniz4l4st
kaptak, 11,25 pg mennyiségii Parke-Davis vakcindval,
vagy 7,5 pg mennyiségi Duphar vakcindval. Az
MF69-100 adjuvanssal kezelt dllatok 50 pg d6ziskénti
mennyiségben kaptak MTP-PE-t. A Duphar vakcina-
val+MF69-100-al kezelt 4llatok egy, és két immuniz4-
l4s utdn szignifikdnsan magasabb anti-HA titereket ad-
tak, mint a csak Duphar vakcindval kezeltek (egy im-
munizélis utdn 80-szor nagyobb fétiterek, mint abban
az esetben, amikor a vakcindt 6nmagaban alkalmaztuk,
mig két immunizal4s utdn 170-szer nagyobb f6titerek).
Az MF69-100 adjuvédns Parke—Davis vakcina esetén
jol stimuldlta az antitest-vdlaszt, egy, két és hdrom
immunizélds utdn 2951, 14 927, és 12 878 fétitereket
adva. A titerek értéke 82, 29, és 10-szer magasabb,
mint az 6nmagdban alkalmazott vakcina esetében ka-
pott értékek, egy, két és harom immunizélds utdn. Az
MF69-¢l valé immunizdlds utdn minden vakcina ké-
szitmény esetén csics antitest titereket kaptunk.

A tovabbi kisérletek sordn kecskéket immunizal-
tunk altaldnosan beszerezhet§ Parker—Davis Fluogen
vakcindval, illetve Duphar alegység vakcindval (subu-
nit vaccine), adjuvdns nélkiil, és szdmos MTP-PE-t
tartalmazé adjuvdns készitménnyel. Az 4llatokat az
egyes vakcindk 0,5 ml mennyiségével, melyet 0,5 ml
PBS-el, vagy 0,5 ml MTP-PE adjuvidnssal elegyitet-
tiink, intramuszkuldrisan immunizéltuk. Hirom adju-
véns készitményt hasonlitottunk 8ssze: 200 ug MTP-
PE, PBS-ben oldva, és 200 pg MTP-PE, két kiilonb6-
26 mikrofluidizalt emulziéban, melyekre mint Gaulin
1/4, és MF40/4 emulzidkra hivatkozunk. A Gaulin 1—4
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1,6% szkvalént, és 400 pg/ml MTP-PE-t tartalmaz,
melyet Gaulin homogenizatorban mikrofluidizdltunk
(AVP Gaulin, Everett, MA). Az MTP-PE/MF40/4
1,6% szkvalént, 400 pg/ml MTP-PE-t, 0,154%
TWEEN 85-6t, és 1,66% Span 85-6t tartalmaz, melyet
Microfluidizer alkalmazdsdval (model 110Y, Microflu-
ids, Newton, MA) emulzifikaltunk. Az dllatokat 0,5 ml
vakcindt kaptak, amelyet 0,5 ml PBS-el, vagy a jelzett
adjuvans készitmény 0,5 ml mennyiségével elegyitet-
tink, igy 1,0 ml injekcids térfogatot hoztunk lére. A
horcsogkhoz hasonléan az adjuvins emulziéval ele-
gyitett influenza vakcindkkal kezelt kecskék is sokkal
magasabb antitest titereket mutattak, mint azok a kecs-
kék, amelyeket csak vakcindval kezeltiink. Ezt az im-
munizéldsi tervek kezdetén kell killondsen hangsiilyoz-
nunk. Egy immunizédlds utdn a Gaulin 1/4 emulzié
30-szor magasabb anti-HA titereket adott, mint a
Parke—Davis vakcina 6nmagaban. Az MTP-PE/MF—40
emulzié altal adott anti-Ha titerek 130-szor voltak ma-
gasabbak az énmagéban alkalmazott Parke-~Davis vak-
cina dltal adott titereknél, és 60-szor az dnmagdban
alkalmazott Duphar vakcina dltal adott titereknél. Az
MTP-PE PBS-ben egy immunizalas utdn nem mutatott
antitest stimuldlé titereket. A masodik immunizalds
utdn az emulzié hatdsara hasonld, fokozott antitest tite-
reket kaptunk. Az anti-HA titereket adjuvans emulzié-
val adott korai stimulélisa kifejezetten jelentds, mivel
az influenza vakcinat a felnGttek dltaldban egy dézis-
ban kapjdk, mig a kisgyerekek két dézisban. gy a
hoércs6gdékhoz hasonléan az MTP-PE emulzidk az inf-
luenza vakcinak ellen az immunvilasz fokozott ndve-
kedését mutatjdk.

Egy midsik kisérlet sordn Duphar vakcindt hason-
litottunk Gssze 6nmagdban, és MF69 adjuviéns készit-
mény alkalmazdsaval. A Parke-Davis vakcindt 6nma-
géban, és MF101, MF69-0, MF-68+MTP-PE, és Ga-
ulen homogenizatorban (mikrofluidizdlé) elGallitott
Ribi Adjuvins rendszerrel. Az MF101 1,6% szkva-
Iént, és 400 pg/ml MTP-PE-t tartalmazott, melyet
Microfluidizer alkalmazdsdval emulzifikdltunk. Az
MF69-0 5% szkvalént, 0,8% Span 85-6t, és 0,2%
TWEEN 85-6t, de muramil-peptidet nem tartalma-
zott, melyet Microfluidizer alkalmazasdval emulzifi-
kdltunk. Az MF-68+MTP-MF-68-at tartalmazott,
melyhez az emulzifikdlds utin ml-enként 400 pg/ml
MTP-PE-t adtunk. A Ribi-MF 2% szkvalént, 0.4%
TWEEN 20-at, 250 pg/ml monofoszforil-lipid A-t,
250 pg/ml trehal6z-dimikoldtot, és 250 pg/ml sejt fal
szkeletont (Ribi Immunochem, Hamilton, Montana)
tartalmazott, melyeket Gaulin adjuvdnst a vakcindval
(antigén) azonos térfogatban, dézisonként 0,5 ml
mennyiségben alkalmaztunk. Az MF69-0 a Duphar
vakcina esetében szignifikdnsan jelentSs ELISA titert
adott. Tovdbbd, amint azt az ELISA titerek, és a
hemagglutiniciés titerek mutattdk, minden vizsgalt
adjuvéns szignifikdnsan fokozta a Parke-Davis vak-
cina immunogenicitasat.

A tovdbbi kisérletek sordn MF69, és MF59 adju-
véansokat hasonlitottunk Ossze (kiilonbség csak a
TWEEN 80:Span 85 ardanyban volt, az MF59-0 5%
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szkvalént, 0,5% TWEEN 80-at és 0,5% Span 85-06t
tartalmazott, Parke-Davis influenza vakcindval, kecs-
kén. Az dllatokat a humin estekben alkalmazott vakci-
na mennyiségének (mind a hirom HA komponens
7,5 ug) mésfélszeresével, melyet adjuvidns készitmé-
nyekkel elegyitettiink, egyszer immuniziltuk. Az
MTP-PE-t a készitményekben 100 pg-os dézisban al-
kalmaztuk. A vdrakozdsnak megfelelGen a két készit-
mény hasonlé titereket adott, az MF69 926 {6 titer
értéket, mig az MF59 812 {6 titer értéket.

Maldria

A vakcina tanulminyozédsit MF 59 adjuviénssal
kezdtiik (lasd fent). Altaldnosan beszerezhetd antigén-
ként a betegség sporozoita, merozoita €s eritrocita 4lla-
potét alkalmaztuk: Falc. 2.3 circumsporozoita antigént,
HP 195 merozoita antigént és SERA 1 eritrocita dlla-
potu antigént. A vakcina készitményeket a fenti eljara-
sok alkalmazdsdval dllitottuk elS, nevezetesen a fent
emlitett adjuvédns készitmény €s az antigén alkot6 azo-
nos térfogatat elegyitettiik.

HIV

A kiilénb6z6 gp120 antigének ellen termelt semle-
gesitd antitestek termelésének Osszehasonlitdsa célja-
bél immunizdldsi kisérletet végeztiink. Az antigén ké-
szitményt a 490 858 szami amerikai egyesiilt 4llamok-
beli szabadalmi bejelentés ismerteti, bejegyezve 1990.
marcius 9-én, amely megfelel az EP-A 519 001 szamu
iratnak. A denaturilt, és nem glikozilezett élesztGben
elgdllitott antigén a gpl20-al (env 2-3) volt analég.
Egy masik glikozilezett gp120 megtartotta természetes
konfigurdcidjat. Minden gpl120 azonos eredeti volt,
mégpedig a HIV-1 SF-2 izolatumbdl szarmaztak. Az
antitest termelést babuin majmokon vizsgaltuk. A kez-
detben alkalmazott olaj-tartalmd adjuvdnsban a ré-
szecskék mérete 1 p-ndl nagyobb volt, az igy kapott
titerek legalabb 10-szer voltak kisebbek, mint az 4ltal4-
nos timsé esetén kapott titerek. Ugyanakkor a késGbbi
szubmikron részecskékkel végzett vizsgalatok sordn a
kapott antitest titerek legaldbb 10-szer voltak nagyob-
bak, mint az 4ltaldnos timsé esetén kapott titerek. A
szubmikron készitmény kezdetben 2% szkvalént és
500 pg/ml MTP--PE-t tartalmazott vizben, és az olaj-
cseppek atlagos mérete 0,17 p 4tmérGjd volt. Megalla-
pitottuk, hogy az MF59 alkalmazédsdval kapott vakcina
készitmény (l4sd fent), vagy MF58 alkalmazésaval ka-
pott vakcina készitmény (MF59, exogén tton adott
MTP-PE-vel) a babuin majmokon jéval erSteljesebben
stimuldlta az antitest termelést, mint a kezdetben alkal-
mazott szubmikron készitmény.

Herpes simplex virus

A fenti gD2 kisérleteken kiviil MF59, valamint kii-
16nb6z6 mennyiségli MTP-PE, és antigén alkalmaza-
saval tovabbi kisérleteket végeztink. A 0,003-
0,250 mg mennyiségli gD2 MF59 adjuvénssal, és
0,050 mg MTP-PE-vel, és a 0,010-0,100 mg mennyi-
ségl gD2 MF59 adjuvénssal, és 0,100 mg MTP-PE-
vel kielégitS antigén titereket adott.
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Cytomegalovirus

A vakcina készitmény 0,001-0,250 mg CMV anti-
gén 0,5 ml fiziolégids séoldatban, 0,050 mg MTP-
PE-t tartalmazé 0,5 ml MF59 adjuvénssal allithaté
elg. Az MF69, az MF101, és a hasonlé szubmikron
részecskéket tartalmazé adjuvdnsokat hasonlé médon
vizsgalhatunk.

Hepatitis C virus

A vakcina készitmény 0,001-0,250 mg HIV anti-
gén 0,5 ml fiziol6gids sGoldatban, 0,050 mg MTP-PE-t
tartalmazé 0,5 ml MTP-PE adjuvanssal allithatd elé.
Az MF69, az MF101, és a hasonlé szubmikron ré-
szecskéket tartalmazé adjuvansokat hasonlé mddon
vizsgalhatunk.

Béar a megfelel§ érhetdség kedvéért a fenti taldl-
manyt példdkon keresztiil is illusztraltuk, a megfelels
szakmai gyakorlattal rendelkezék a taldlmany szerinti
eljardsokban némi mddositdst, valtoztatdst tehetnek,
anélkiil, hogy ezzel a taldlmdnytdl, vagy az igénypon-
toktdl eltdvolodnanak.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Adjuvins készitmény, mely
(1) egy metabolizdlhat6 olajat és
(2) egy vagy tobb emulgedlészert tartalmaz, ahol az

emlitett olaj és az emlitett emulgedldszer olajcsep-

pecskéket tartalmazé olaj-a-vizben emulzié forma-
jdban van jelen,
azzal jellemezve, hogy az olajcseppek szdmdnak leg-
alabb 80%-a 0,5 um-nél kisebb atmérgi és a készit-
mény polioxi-propilén-polioxi-etilén t&mbkopolimer-
t6l vagy tokoltél mentes.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy olajként dllati eredet(i olajat tartalmaz.

3. A2.igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy olajként telitetlen szénhidrogént tartalmaz.

4. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy olajként terpenoidot tartalmaz.

5. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy olajként novényi eredetd olajat tartalmaz.

6. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy a készitmény 0,5-20 térfogat% olajat tar-
talmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy emulgedlészerként nemionos detergenst
tartalmaz.

8. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy emulgeélészerként poli(oxi-etilén)-szorbi-
tdn-mono-, di- vagy triésztert, vagy szorbitin-mono-,
di- vagy triésztert tartalmaz.

9. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy emulgealészerként poli(oxi-etilén)-szorbi-
tdn-mono-, di- vagy triésztert és egy szorbitdn-mono-,
di- vagy triésztert tartalmaz.

10. A 8. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy a készitmény az emulgedl6szert 0,02-
2,5 tdmeg% kozotti mennyiségben tartalmazza.
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11. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy egy immunstimuldlé anyagot is tartal-
maz.

12. A 11. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy immunstimuldlé anyagként timsét, vagy
bakteridlis sejtfal komponenst tartalmaz.

13. A 12. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy a készitmény az immunstimuldlé anya-
got 0,0001-1,0 tdmeg% koézotti mennyiségben tartal-
mazza.

14. A 11. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy immunstimuldlé anyagként muramil-
peptidet tartalmaz.

15. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy olyan emulgedlészert tartalmaz, mely
egyben immunstimuldlé anyag.

16. A 15. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy a készitmény az immunstimul4lé anya-
got 0,01-0,5 tomeg% koztti mennyiségben tartalmaz-
za.

17. A 15. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy a készitmény immunstimuldlé anyag-
ként egy lipofil muramil-peptidet tartalmaz.

18. A 17. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy muramil-peptidként muramil-dipeptidet
vagy muramil-tripeptidet tartalmaz.

19. A 18. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy a peptid egy foszfolipidet is tartalmaz.

20. A 19. igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy foszfolipidként foszfogliceridet tartalmaz.

21. A 14. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy peptidként (IV) dltaldnos képletd vegyii-
letet tartalmaz, ahol
R hidrogénatom vagy -COCH; csoport,

R!, R? és R? egymist6l fiiggetleniil hidrogénatom vagy
lipidrész,

R* hidrogénatom vagy alkilcsoport,

X és Z egymistl fiiggetleniil amino-acil-gySk, mely ala-

nil-, valil-, leucin-, izoleucil-, alfa-amino-butiril-,

treonil-, metionil-, ciszteinil-, glutamil-, izogluta-

mil-, glutaminil-, aszpartil-, fenil-alanil-, tirozil-,

triptofanil-, lizil-, ornitinil-, arginil-, hisztidil-, asz-

parginil-, prolil-, hidroxi-prolil-, szeril-, vagy glicil-

csoport lehet,

értéke O vagy 1,

Y -NHCHRSCH,CH,CO- iltaldnos képletii csoport,
ahol

R3 adott esetben észterezett vagy amidalt karboxil-

csoport, €s

=
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L jelentése OH- vagy -NR®R 4ltaldnos képletii cso-
port, ahol

R® és R7 egymdstdl fiiggetleniil hidrogénatom,

kisszénatomszdmd alkilcsoport vagy lipid-rész.

22. A 21 igénypont szerinti készitmény, azzal jelle-
mezve, hogy olyan (IV) dltaldnos képletil peptidet tar-
talmaz, melyben
R* metilcsoport,

X alanilcsoport, és
Y izoglutamilcsoport.

23. A 21. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy olyan (IV) dltaldnos képletd peptidet
tartalmaz, melyben
n értéke 1,

Z alanil-csoport,
R acetilcsoport, és
R!, R? és R? mindegyike hidrogénatom.

24. A 23. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy olyan (IV) dltaldnos képletld peptidet
tartalmaz, melyben L foszfolipid-rész.

25. A 24. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy olyan (IV) éltaldnos képletd peptidet
tartalmaz, melyben az L foszfolipid-rész diacil-fosz-
foglicerid.

26. A 21. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy peptidként N-acetil-muramil-L-alanil-
D-izoglutamil-L-alanin-2-[1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-(hidroxi-foszforil-oxi)-etil-amidot tartalmaz.

27. A 21. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy olyan (IV) dltaldnos képletdi peptidet
tartalmaz, melyben
R! és R? koziil legaldbb az egyik 1-22 szénatomot tar-

talmaz6 acilcsoport.

28. A 21. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy olyan (IV) éltaldnos képletd peptidet
tartalmaz, melyben
R!, R? és R? kéziil legaldbb az egyik 14-22 szénatomot

tartalmaz6 acilcsoport.

29. Eljards vakcina készitmény elGdllitdsara, az-
zal jellemezve, hogy
(1) egy antigén anyagot immunstimuldlé mennyiség-

ben, és
(2)az 1. igénypont szerinti adjuvans immunstimuldlé

mennyiségét legaldbb egy, a vakcinakészitésben
szokdsos vivBanyaggal kombinéljuk.

30. A 29. igénypont szerinti készitmény, azzal jel-
lemezve, hogy antigén anyagként maldria, HIV, herpes
simplex virus, citomegalovirus vagy hepatitis C virus
antigént alkalmazunk.
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