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tragen, wobei R, = CH,, C;H4, Ry = H, CHy, CoHs und R, = H, CH,, C;H, bedeuten, zu pharmazeutischen Préparationen
umgesetzt werden. Anwendungsgebicte der resultierenden Vakzine sind die Human- bzw. Veterinarmedizin sowie die
Landwirtschaft (Tierproduktion).
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zur Herstellung von Vakzinen mit erh8hter Wirksamkeit durch Adjuvierung, dadurch
gekennzeichnet, daR inaktivierte Virus- oder Bakterienmater:alien mit Polysaccharidderivaten
umgesetzt werden, die funktionelle Gruppen der allgemeinen Formel
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tragen, wobei R1 = CH2, C2H4, R2 =H, CH3, C2H5 und R3 =H, CHa, CgHB bedeuten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf8 als Polysaccharidderivate Produkte auf
der Basis von Cellulose, Hemicellulose, Agarose oder Stérke verwendet werden,

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daR der Substitutionsgrad der
Polysaccharidderivate 0,05 bis 1,0 und der Polymerisationsgrad 20 bis 500 betragt.

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf} als Polysaccharidderivat
Diethylaminoethylcellulose verwendet wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 als inaktiviertes Virusantigen
Rohvirusmaterial des Stammes , La Sota” verwendet wird und der Virustiter vor der Inaktivierung
z 10’EID/0,1m! betrégt.

6. Verfahren nach den Anspriichen 1-4, dadurch gekennzeichnet, daf3 das Polysaccharidderivat als
1-10%ige Lésung in physiologischer Kochsalzlésung sterilisiert wird, vorzugsweise durch
Autoklavieren bei 121°C, und anschlieBend mit dem inaktivierten Virus- oder Bakterienmaterial im
Volumenverhiltnis 1:10 bis 10.1 vermischt wird.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betriift ein Verfahren zur Herstellung von Vakzinen mit erh8hter Wirksamkeit, die im Bereich der Human- oder
Veterindrmedizin, der Pharmazie sowie in der Landwirtschaft (Tierproduktion) angewendot werden kénnen.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Esist bekannt, daB viele Virus- oder Bakterienantigene bei Injektion in einen Organismus keine mef3bare oder nur eine geringe
Immunantwort ausldsen, so daf} sie nicht ohne weiteres als Impfstoff verwendet werden kénnen. Die antigene Wirksamkeit von
viralen oder bakteriellen Materialien kann jedoch durch Zugabe von Adjuvantien verstarkt werden. In der Literatur sind zahlreiche
Stoffe vorgeschlagen worden, die als Adjuvantien verwendet werden kdnnen. Am gebréuchlichsten sind bisher
Aluminiumhydroxid, mineralische und pflanzliche Ole und Stoffwechselprodukte von Bakterien (THEIN, Vet. Med. Nachr. 59
{1988)). Sehr gute Adjuvanswirkungen werden durch Emulgieren von wilrigen Antigenlésungen mit Mineral- oder Pflanzendlen
erreicht. Solche Emulsionen, besonders Mineralélemulsionen, werden jedoch lokal schlecht vertragen. Nach Impfungen von
Olemulsionsvakzinen kénnen makroskopische Veridnderungen an den Impfstellen bis zur 28.1 ebenswoche post vaccinationem
wahrgenommen werden, was aus fleischbeschaulichen Griinden bei Nutztieren zu Reglementierungen fiihren kann. Weiterhin
sind Olemulsionsvakzinen verhaitnismifig viskds, wodurch der Umgang mitihnen erschwert ist. AuBerdem bendtigt man fiir
die Ole geeignete spezifische Emulgatoren.

Unbefriedigend bei 4en meisten bekannten Adjuvantien ist allgemein ihre oft nur geringe Wirksamkeit oder eine ungeniigende
physiologische Vertraglichkeit.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht daher darin, der pharmazeutischen Industrie zu human- oder veterindrmedizinischen Zwecken
Vakzinen zugénglichzu mac’ - -ie sich durch eine erhihte Wirksamkeit und eine gute physiologische Vertraglichkeit
auszeichnen. Gleichzeitig ist du. sharmazoutisch-technische Aufwand ihrer Herstellung zu minimieren und eine gute

Applizierbarkeit zu gewahrleisten.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabc zugrunde, ein Verfahren zu entwickeln, das mit Hilfe neuer Adjuvantien zu Vakzinen rnit erhdhter
Wirksamkeit fiihrt, d. h. bei gleicher Antigenmenge eine bessere Immunisierung als ohne Adjuvans bzw. mit herkémmlichen

Adjuvantien erfolgt.



-2~ 291007

Erfindungsgem&B wird die Aufgabe dadurch geldst, daB Inaktivierte Virus- oder Bakterlenmaterialien mitsterilisierten Lésungen
von Polysaccharidderivaten vermischt werdan, die funktionelle Gruppen der allgameinen Formel
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tragen, wobel Ry = CH,, C;H,, Ry = H, CH,, C;Hg und Ry = H, CHj, C;Hg bedeuten. Als Polysaccharidderivate kénnen beispielsweise
Produkte auf Basis von Cellulose, Hemicellulose, Agarose und Stirke verwendat wiarden, wobei der Gehalt an funktionallen
Gruppen pro Polysaccharidgrundbaustein 0,06 bis 1,0 betragen sollte. In besonderam MaRe gesignet erwies sich dabei
Diethylaminoethylcellulose. Der Polymerisationsgrad der erfindungsgemifen Polysaccharidderivate kann in waiten Grenzen
variiert werden, sollte jedoch 500 nicht iiberschreiten, damit die Viskositét der resultierenden Vakzine nicht zu grof8 wird. Als
giinstig erwiesen sich Produkte mit einom Polymerisationsgrad zwischen 20 und 400, insbesondere jedoch zwischen 50 und 300.
Fiir die Herstellung des Impfstoffes geht man vorteilhafterweise von einer 1- bis 10%igen Ldsung des Polysaccharidderivates in
physiologischer Natriumchloridldsung aus, dio zunéchst sterilisiert wird, beispielsweise durch Autoklavieren bei 121°C.
AnschlisBend wird das inaktivierte Virus- oder Bakterienmaterial mit der Adjuvanslésung in einem solchen Verhéitnis vermischt,
daf die Adjuvanskonzentration im Impfstoff 0,5 bis 5% betréigt. Die Applikation des Impfstoffes erfolgtin Dosen von 0,2 bis2ml,
die jeweils 2 bis 20mg Adjuvans enthaiten. Die erfindungsgemaB hergestellten Impfstoffe zeichnen sich durch sehr gute
allgemeine und lokale Vertréglichkeit, gute Applizierbarkeit, eine hohe Antikérperbildung und damit auch hohe Schutzwirkung
aus. Die vorgeschlagenen Adjuvantien sind durch eine verstérkende Wirkung des Antigens, Unschédlichkeit fiir den Impfling
und einfache Zubereitung bzw. Anwendung charakterisiert.

Zwar ist bekannt, daB verschiedene Polysaccharide immunstimulierende Eigenschaften besitzen, dis vor allem auf dio §-1,3- und
B-1,6-Verkniipfungen von Glucosebzusteinen zuriickgefiihrt werden, und auch bestimmte Voraussetzungen hinsichtlich
Molekulargewicht und Léslichkeit gegeben sein milssen, doch war auf Grund dieser Kenntnisse nicht zu erwarten, da die
erfindungsgemiB als Adjuvantien vorgeschlugenen Polysaccharidderivate einen besonderen immunstimulierenden Effekt
besitzen. Vielmehr hat sich gezelgt, daB vergleichsweise untersuchte L8sungen von Hydroxyethylcellulose und von
Natriumcarboxymethylcallulose keine positive Wirkung zeigen.

Die Erfindung soll anhand der nachfolgenden Beispiele niher crldutert werden.

Ausfithrungsbelsplel

Herstellung einer inaktivierten Vakzine gegen Newcastle Disease (ND) der Hilhner

Fiir die Herstellung von Impfstoffmustern wurde Rohvirusmaterial des Stammes ,La Sota®, inaktiviert mit 0,1% Formalin,
verwendet. Der Virustiter betrug vor der Inaktivierung 10%' EIDg/0,1ml. Pro Impfdosis wurde eine Virusmenge von 804l
verwendet.

Adjuvanszubereitung: Eswur o eine 5%ige Ldsung aus Diethylaminoethylcellulose hergestellt, indem 5g der Trockensubstanz
mit 100ml physiologischer Kochsalzlésung aufgekocht und anschlieBend 30 Minuten bei 121°C autoklaviert wurde.

Dia rerwendete Diethylaminoethylcellulose wurde durch homogene Umsetzung von Regeneratcellulose mit
2-Chlorethyldiethylamin-Hydrochlorid in 10%iger Natronlauge hergestellt und anschlieBend durch Fillung mit E*hanol isoliert.
Das Frodukt besitzt einen Substitutionsgrad an Diethylaminoethylgruppen vor 0,4 und ist wasserldslich. Der
Polymerisationsgrad betréigt ca. 220.

Die Impfstoffherstellung erfolgte, indem 120ml inaktiviertes Virusmaterial mit 80mi Adjuvanslésung vermischt wurden. Die
Adjuvanskonzentration betriigt somit 2% im Impfstoff, d. h., in 0,5ml Impfstoff (1 Impfdosis} sind 10mg des Adjuvans enthalten.
Wirksamkeitspriifung:

Die '.amunisierung von Kiiken erfolgte im Alter von 31 Tagen mit einer Impfdosis pro Tier. 3 Wochen spiter wurde eine
Testinfektion mit einem velogenen ND-Stamm durchgefiihrt. Der Varsuch wurde 14 Tage nach der Infektion beendet. Die
Wirksamkeitspriifung wurde nach dem Kriterium der Schutzrate (gesund tiberlebende Tiere) und der serclogischen Reaktion
(Hamagglutinationshemmungsreaktion) bewertet.

Es wurden mehrere Vakzinen zur Wirksamkeitspriifung eingesetzt.

Schutzraten nach Testinfektion

Vakzine geschiitzt/ Schutzrate Konfidenz
gesamt % bereich p = 0,05
1. ND-Vakzine mit DEAE-Cellulose als Adjuvans 26/26 100 86,77-100
2.ND-Vakzine ohne Zusatz von Adjuvans 18/26 69,23 48,21-85,67
3.ND-Adsorbatvakzine ,Dessau*® 17/26 65,4 44,33-82,79

4. Kontrollen {keine Immunisierung) 0/15 0 0-21,80
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Ergebnis der serologischan Untersuchung

Vakzine X TKZ vor XTKZ XTKZ
Immunisie- 20Tage 14 Tage nach
rung - nach immun, Infektion

1.ND-Vakzine mit DEAE-C1llulosa als Adjuvans 0 7,25 7,33

2.ND-Vakzine ohne Adjuvans 0 2,88 10,76

3.ND-Adsorbatvakzine ,Dessau*® 0 3,62 8,5

4.Kontrollen (keine Immunisierung) 0 0 n.u

TKZ = Titerkennzahl ohne Titer 0

1:1 1
1:2 2
1:4 3

XTKZ = arithmetisches Mittel der Titerkennzahl
n.u. = nichtuntersucht
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