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(54) Adjuvans pro virové vakciny

(57) Reseni se tyké adjuvans tvofeného 1,5
az 4,5 % hmot. vodorozpustného Stépeného ho-
véziho kolagenu o molekulové hmotnosti

30 000 aZ 40 000, v kombinaci s 0,15 a%

0,45 % hmot. rostlinného saponinu v koneéng
formé vakciny. Toto adjuvans zesiluje imuno-
genni odpovéd na aplikovany antigen a nemd
nepfiznivy vliv na organismus.
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Vyndlez se tykd adjuvans pro virové vakciny. Re3i u nich zasileni imunogenni odpovédi
na podany antigen. Adjuvantniho géinku se u vakcin dosahuje obsahem 1,5 aZ 4,5 % hmot. vo-
dorozpustného hovE&ziho kolagenu v kombinaci s 0,15 aZ 0,45 % hmot. rostlinného saponinu.

Antigen aplikovany do organismu parenterélne vyvoldvd urdity stupeil imunity. Za dcelem

zvyseni jeho pisobeni se pfiddvaji adjuventni l&tky (Ramon,G.: C.R. Acad. Sc. 181, (1925),

157: Ramen,G.: Bull. Soc. Centr.Méd.Véter. (1925), 101, 227).
Celasvétové se ustdlilo pouZivéni zejména'gelu hydroxidu hlinitého, minerdlnich oleji
, Thiery, J.P., Gerbeaux, Ci.: D Imunolngie (1943) 13, 301.

a saponinu (Ramon,G., Richon, R.
Ann. Rev.

Klasické adjuvans typu paraflnoveho oleje je Freundove adjuvans (Freund, J.
Microbiol: 1 (1947) 291; Freund, J.: A.J. Clin. Path. 21 (1951) 645), které se obohacuje
Tyto pfipravky maji vedle adjuvaniniho Géinku nékteré vedlejsi neZd-

ptipadnymi emulgédtory.
ale také v poslednich letech - v

douci d&inky. Jsou to pfedevSim reakce v misté aplikace,
souvislosti se zhor3ujici se ekologickou situaci a zvysujici se vnimavosti zvifat - celkové,
reakce anafylaktoidnihe charakteru, kieré se vyskytuji hlavn& u skotu. Nékteré pripady kon-

¢i dhynem. :

Uvedené nedostatky odstrafiuje adjuvans pro virové vakciny podle vynélezu. jehoZ podsta-
ta spoc1va v tom, Ze ohsahuje 1,5 aZ 4,5 % hmot. vodorozpustného $tépeného hovéziho kolage-
nu o molekulové hmotnosti 30 000 aZ 40 000 a O, 15 a% 0,45 % hmot. rostlinného saponinu.

Adjuvans pro virové vakeciny podle vyndlezu méd oproti dosud pouZivanym adjuvaciim ndsle-
dujici vyhody: -

Je neantigenni povahy, pfi parenterdlnim poddni je u zvifat bezvyhradné snd3eno, potencuje ’
imunogenni d&inek Zivych i inaktivovanych antigend lépe neZ dosud zndmd adjuvancia,- je snad-
no vstfebatelné a v misté vpichu nezanechdvd rezidua a ndsledky.

Zakladni sloZkou je vodorozpustny §tépeny hovézi kolagen o molekuloveé hmotnosti 30 000
as 40 000. V koncentracich do 10 % hmot. Je tekuty pFi teplotdch do -10 Oc. Na Betnd vazeb-
nd mista se pomérné pevné védZou antigenni Sdstice. Druhou sloZkou jJe rostlinny saponin.
Smds téchto slofek je moZno sterilizevat varem, autokldvovanim, radia&nd nebo podle potfeby
piidavkem antiseptik. Smés se ptipravuje v destilované vodé, ve fyziologickém toztoku neho
v pufrovaném fyziologickém roztoku, popfipadg pfimo v roztoku antigenu.

Adjuvans s antigeny se v erganismu pozvolna rozklddd a zajistuje tak dlouhodoby adju-
vantni déinek. Vyveoldvd imunitni odpovéd, kterd je stejnd nebo vy3si neZ u vakcin s olejo-
v{m adjuvans, a to bez nebezpe&i vedlej5ich reakci, ke které po olejovych adjuvans nékdy do-
chézi, a vys3{ neZ u adjuvans s hydroxidem hlinitym, po jehoZ aplikaci zﬁstévaji'rezidua
hliniku a po3kozeni tkédnég.

Titry dokumentujiei déinnost jsou uvedeny v pfikladech.

Vyhodn& se vhodnym pomérem kolagenové a saponinové slozky vyuZivd adjuvantniho déinku

v komplexnim pdsobeni, jako disledku depotniho a imunostimulacniho dginku.

Ndsledujici uvedené pFiklady ilustruji, ale neomezuji pfedmét vyndlezu.

Pfiklad 1

Pfiprava vodorozpusiného kolagenu

30 kg nativni hov&zi pdrkové kelagenni hmoty (Cutisin Jilemnice) se vloZilo do baiiky objemu
50 1itrt, pfidalo se 10 litrd deétilované vody a za stdlého michdni se rozpustilo pEi poko-
jové teploté. Po dobu 2 hodin se sledovalo pH upravovalo se prldavky 20 % hmot. hydroxidu
sodného na hodnotu 7,0. Po ustalenl pH se teplota zvy§ila na 37 °C a pfidal se 1 g trypsinu
(Bioveta Terezin). Teplota v nadobe se udrZovala na 37 O¢ za st4lého michani aZ do vymlzen1
viech pevnych &dsti kolagenu (12 h). Potom se teplota zvy$ila po dobu 20 minut na 80 C
gim? do8lo k inaktivaci trypsinu a proces krakovdni kolagenu se zastavil. Po vychladnutl se

dy
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roztok filtroval, rozplnil do pracovnich nddob a stanovil se obsah kolagenu. Roztok, ktery
obsahoval 7 % hmot. kolagenu, se fedénim upravil na 6 % hmot. roztok, ktery se pouZil k

dalsimu zpracovéni.

Pifiklad 2
Pfiprava tekuté inaktivované vakciny proti infekéni bovinni rinotracheitidé

Pripravilo se 10 000 ml suspenze kment IBR v koncentraci 1.107/cm3 a smisilo se s 10 000 ml
6 % hmot. roztoku kolagenu pfipraveného podle piikladu 1. Pfidalo se 60 g mydlicového sapo-
ninu (tj. do vysledné koncentrace 0,3 % hmot.) a konzervovalo se 2 g merthioldtu (t3. do
vysledné koncentrace 0,01 % hmot.). Po homogenizaci se pfipravend vakcina rozplnila do 1é-
kovek. Vakcinatni ddvka pro skot byla 5 cm3 s revakcinaci za 21 dni stejnou ddvkou. Ovéfeni
takto pfipravené vakciny provedl vBvel Brno se zdvérem, ze jeji i.m. aplikace vyvolala tvor-
bu specifickych protildtek, jejichZ koncentrace v séru kulminovala za 5 tydnd po vakcinaci.
Uroveli protildtkové odpovédi a jeji dynamika byla adekvdtni imunitni reakci navozené aplika-
ci vakciny obsahujici olejové adjuvans, avSak bez nepfiznivych privodnich jevi.

Tab.g&.1
Bruh adjuvans Vysledny titr
protilétek
Olejovéd adjuvans 45
Kolagenové adjuvans se saponinem 48

PFikiad 3
P#iprava lyofilizované vakciny proti infekéni bovinni rinotracheitidé

Vakcina pripravend podle pfikladu 2 a rozplnénd do lékovek se zamrazila na teplotu minus

40 °Cc a byla zlyofilizovéna. Lékovky byly uzavieny ve vakuu. Pfed pouZzitim byl obsah 1lékov-
ky doplnén destilovanou vodou na plGvodni ebjem. PouZziti vakciny bylo stejné jako u pfikla-
du 2 a stejné byly i vysledky (uvedené v tabulce &.1).

Ptiklad 4

Pfiprava tekuté vakciny proti moru a myxomatoze kralikd

10 cm3 vhodné orgédnové suspenze s cbsahem inaktivovaného viru moru krédlikd se smichalo s
10 cn’ roztoku obsahujiciho:

- 3 % hmot. vodorozpustného kolagenu podle pfikladu 1 (0,3 g)

- 0,30 % hmot. prvosenkového saponinu (0,03 g)

- 100 vakcinagnich ddvek viru myxomatozy MXT (1,8 cmz)
voda do 10 cmz.
Tim vzniklo 20 cm3 vakciny, ve které byla jako adjuvans pouZita koncentrace kolagenu 1,5 %
hmot. a saponinu 0,15 % hmot. Ddvka pro jednoho krdlika ¢inila 0,2 cm3 perkutdnné. Ovéfeni
takto pfipravené vakciny bylo provedeno piimym prikazem déinnosti - &elenZi - proti moru
krdlik& a proti myxomatoze. VSichni vakcinovani krdlici pfezili experimentdlni infekci,
vSichni kontrolni nevakcinovani krdlici uhynuli. Vysledek prokdzal, Ze adjuvans potencuje
tU¢inek antigenu v tvorbé specifickych protildtek proti moru krdlikd a soutasné proti myxo-

matoze stejné dobfe jako dosud pouZivany gel hydroxidu hlinitého se saponinem, a to bez
nepfiznivych jevl poSkozené tkané a kGZe v misté& vpichu.

Pfiklad 5

P¥iprava vakciny proti rota a korona infekcim novorozenych telat

Smichalo se 280 cm3 inaktivovaného rotaviru hodnoty RVK 1 : 16 s 280 c:m3 inaktivovaného ko-
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ronaviru s hemag;utinaénim titrem 128. PFidalo se 200 cm3 ¢ % hmot. kolagenu podle piikla-

du 1 a 1,14 g ka¥tanového saponinu. Dile se pfidalo 100 000 m.J. draselné soli G Penicili-
3

nu, 0,1 g siranu streptomycinu, 3 cm3 1 % hmot. roztoku fungicidinu a 2,5 cm” 10 % hmot.
roztoku hydroxidu sodnéhe. Vakcina byla rozplngna po 25 cmz. Jedna vakcinagni ddvka byla

2,5 cmj. V tomto p¥ipadé adjuvans tvofil kolagen o koncentraci 1,5 % hmot. a saponin o kon-
centraci 6,15 % hmot. .
Tato vakcina byla pfezkouSena na pokusnych zvifatech v porovndni s vakcinou s olejovym

adjuvans s timto vysledkem.

Po@us* Vysledné pramérné titry protildtek -

Adjuvans Pt
: antirotavirové antikoronavirové
HIT
Kolagen se 1 1: 16 1 : 128
saponinem 2 1: 16 1 64
.. 1 1: 16 1 : =64
Olejove 2 1: 8 1: 64

Imunitni odpovéd kolagenového adjuvans je stejnd nebo vy§Si jako po dosud pouZivaném olejo-

vém adjuvans a je bez vedlej$§ich nezddoucich déinkt.

PREDMET VYNALEZU

Adjuvans pro virové vakeiny, vyznadujici se tim, Ze obsahuje 1,5 aZ 4,5 % hmot. vodo-

rozpustného 3tEpeného havéziho kolagenu o molekulové hmotnosti 30 000 aZ 40 000 a 0,15 aZ

0,30 % hmot. rostlinného saponinu.
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