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Sposob wytwarzania szczepionki przeciw grypie

1
Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia szczepionki przeciw grypie, zawierajgcej anty-
geny i substancje pomocniczg.

Antygeny sg substancjami, ktére stymulujg wy-
twarzanie przeciwcial, te za§ stanowig wazny ele-
ment mechanizmu obronnego ciata przeciwko pro-
cesom infekcyjnym i alergicznym. OstroZzne uzy-
cie substancji antygenowych moze wywolaé w zy-
wym organizmie zjawisko jego uodpornienia i od-
czulenia. W tym celu stosuje sie odpowiednie
szczepionki, preparaty alergenowe i tym podobne.
Czesto jednak napotyka sie¢ w praktyce przy sto-
sowaniu substancji antygenowych na trudnosci,
uzyskujac tylko slabe lub zadowalajgce wyniki
wzbudzenia reakcji antygenowej. TrudnoSci tych
mozna unikngé stosujac substancje znane jako
substancje pomocnicze, ktére majg zdolno§é zwiek-
szania efektu antygenowego. Wedlug wynalazku
szczepionke wytwarza sie dodajac substancje, kto-
re w polaczeniu z substancjami pomocniczymi jesz-
cze bardziej potegujg ich dzialanie.

Braun i Nakano w swej pracy opublikowanej
w Science, 157 (1967), 819, opisali wyniki stosowa-
nia pewnych polinukleotydéw jako stymulatoréw
mechanizmu wodporniania. Zaobserwowali omi, ze
pewne zwigzki kompleksowe polinukleotydéw
zwiekszajg poczgtkowyg szybko§é wzrostu liczby
komoérek Sledziony produkujgcych przeciwciala
u myszy wuodpornionych za pomocg czerwonych
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cialek krwi owczej lub innych okreSlonych anty-
genow,

Badania prowadzone nad opracowaniem nowych
sposob6w wybwarzania preparatu wedlug wyna-
lazku, wykazaly, ze dodanie wysoko -czasteczko-
wego polinukleotydu do wodnego roztworu szcze-
pionki, albo mie daje efektu stymulujgcego albo
obniza wytwarzanie antycial.

Braun i Nakano [Proc. Soc. Exp. Biol. Med.,
119, 701—705 (1965)] opublikowali réwniez wyniki
badan, wykazujgcych, ze oligodezoksyrybonukleo-
tydy, o 2—5 jednostkach nukleotyd6w mogg sty-
mulowaé wytwarzanie przeciwcial wobec antyge-
néw w ciggu tylko okolo 48 godzin po podaniu
i ze obecno$é wysokoczasteczkowych oligodezoksy-
rybokleotydéw moze kolidowaé z aktywnoscig sty-
mulujgcg.

Doéwiadczenia prowadzone zgodnie z wynalaz-
kiem wskazywaly, ze oligodezoksyrybonukleotydy
nie wzmagajg aktywnos$ci znanych $&rodké6w po-
mocniczych. Z drugiej strony dodanie materiatu
polinukleotydowego w mnowych preparatach typu
szczepionek zwigksza wytwarzanie antycial do po-
ziomu znacznie wyzszego od osigganego przez sa-
mg szczepionke z $rodkiem pomocniczym, przy
czym poziom antycial utrzymuje sie w ciggu dluz-
szego okresu czasu, od poziomu uzyskiwanego przez
znane typy szczepionek lub szczepionki z $rod-
kami dodatkowymi.



Wedtug wynalazku szczepionke przeciw gryrp'ie”

wytwarza sie¢ nastepujgco:

Do szczepionki zawierajgcej antygen i $rodek po-
mocniczy w postaci emulsji dodaje sie w ilodel
od 1 mikrograma do 10 miligraméw material poli-
nukleotydowy, taki Jjak homopolimer, wybrany
z grupy skladajgcej sie z poli I, poli C, poli A,
poli U, poli X, poli G i poli DHU o ciezarze
czasteczkowym 1X10%—15X108, podwéijnie skre-
conego kompleksu dwéch polimeréw, kopolimeru
przemiennego, takiego jak poli IC, poli AU, poli Al,
poli IU, poli CU, poli AC, poli GU, poli AG o cie-
zarze czasteczkowym 1Xi10%5—1,5X108, wystepu-
jacego w postaci naturalnej DS — RNA o cie-
zarze czgsteczkowym 1X10%— 1,5X108, hybrydu po-
dwéjnie skreconych polimeréw, takich jak poli
G:dc, poli dG:C, poli I:dc i poli dI:C, przy czym
kazdy z homopolimeréw poli dC, poli dG i poli dI
ma ciezar czgsteczkowy 1X105—15X10%° i che-
micznie przemiennego homopolimeru, takiego jak
poli N; -metyloadenylan, poli ,,6-metyloadenylan”,
poli N, -metyloinozynian, poli N;-metyloguanylan,
poli 5-metylourydylan, poli 5-fluorourydylan, poli
5-bromourydylan, poli 5-jodourydylan, poli 5-bro-
mocydytylan i poli §-jodocytydylan.

Kolejno$é 1lgczenia z soba skladnik6w szcze-
pionki nie wplywa absolutnie ma synergizm.
W zwigzku z tym mozna réwniez wedlug wyna-
lazku najpierw polaczyé materiat polinukleotydo-
wy z Srodkiem pomocniczym, a nastepnie polaczyé
z antygenem. Wyniki w obu przypadkach otrzy.
muje sie analogiczne. -

Jako podwdéjnie skrecony kompleks dwéch po-
limeréw stosuje sie poli I:C lub A:U.

Polgczenie materialu polinukleotydowego z $rod-
kiem pomocniczym daje w rezultacie wzmozong
reakcje immunologiczng, podczas gdy reakcja anty-
cial w stosunku do wodnego typu antycial jest
hamowana przez rodzaj i ilo§é polinukleotydéw.
Tak wiec uzyskany poziom antycial jest wigkszy
od ofrzymywanego przez stymulujgca obecnosé
samego materialu polinukleotydowego lub przez
sam $rodek pomocniczy.

Stosowane wedtug wynalazku $rodki pomocni-
cze sg znanymi w immunologii dodatkami typu
emulsyjnego. Takimi znanymi emulsjami sg emul-
sje typu woda/olej ro§linny, woda/olej mineralny
i olej ro$linny/woda. Wszystkie w zasadzie zna-
nie oleje roélinne mozna stosowaé do preparatéw
injekcyjnych zgodnie z Farmakopeg St. Zjedn. Am.,
a wiec takie jak, olej z orzechéw ziemnych, olej
kukurydziany, olej z oliwek, olej sezamowy, olej
»chaulmoogra”, olej z ziarn bawelny, olej z slod-
kich migdaléw, olej perski itd.

Antygeny wuzyteczne w sposobie wedlug wyna-
lazku mozna stosowaé z S$rodkiem pomocniczym
emulsyjnym i mogg byé w postaci antygenéw
czystych lub czeSciowo oczyszczonych, pochodzg-
cych z organizméw bakberii, wiruséw, bakterii ty-
pu pleuropneumonia (PPLO), riketsja lub ich pro-
duktéw, lub antygen moze byé alergenem, takim
jak pyl, zdenerwowanie lub w postaci trucizny
lub jadu, We wszystkich przypadkach antygeny
wystepujace w postaci, w ktérej ich wlasciwosei
toksyczne i zlo§liwe sg zmniejszone lub rozlozome,
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wprowadzone do organizmu Zywego Wwzbudzajg
aktywne uodpornienie przez wytworzenie sie¢ anty-
cial wobec tych mikroorganizméw w postaci eks-
traktu Tub produktéw mikroorganizméw uzytych
W preparacie antygenowym, a w przypadku aler-
genéw powstaje zlagodzenie alergii. Antygeny sto-
suje sie pojedynczo albo w polaczeniu, np. mozna.
stosowaé antygeny wielu bakterii, wielu wiruséw,
wielu riketsji, wielu trucizn bakteryjnych lub wi-
rusowych. Wiele alergenéw lub polaczenia tych
antygen6w mozna wprowadzaé do wodnej fazy
$§rodka pomocniczego. Szczeg6lnej wagi antygena-
mi sg te, ktére pochodzg z bakterii takich jak
H. pertussis Leptospira pomona i icterohaemorrha-
ginae, S. typhosa, S. paratyphi A i B, C. tetani,
C. botulinum, C. perfringens, C. Feseri i innych
bakterii zgorzeli gangrenowej, B. anthracis, P. pes-
tis, P. multocida, V. chlorae itp. z wiruséw, ta-
kich jak poliovirus (typ wielokrotny), adenowirus
(typy wielokrotne), wirus parainfluenzy (typy wie-
lokrotne), wirus odry, $winki, wirus zespélni odde-
chowej, grypy (rézne typy), wirusa gorgczki (SP 4),
wirusa zachodniej lub wischodniej encephalomycli-
tis, Japanese B. encephalomyclitis, Rosyjska wio-
senno-letnia encephalomyclitis, wirusa cholery
u $win, wirusa choroby Newcastle, wirusa zakaZ-
nej choroby wysypkowej u drobiu, u krélikéw, wi-
rusa mos6wki kociej i psiej itp., z riketsji epide-
micznego i endemicznego tyfusu i z grupy innych
wiruséw powodujgcych gorgezke z jadéw pajg-
kéw i wezy lub innych znanych alergenéw, np.
z szmat, kurzu domowego, pytku kwiatowego, pyl-
ku drwa itp.

Materialem polinukleotydowym stosowanym we-
dlug wynalazku sg homopolimery, podwéjnie skre-
cane kompleksy homopolimeréw, kopolimery prze-
mienne, kopolimery o przypadkowym rozmieszcze-
niu, podwéjnie skrecone, wystepujgce w stanie
naturalnym kwasy rybonukleinowe, hybrydowe
podwéjnie skrecone kompleksy homopolimeréw
i chemicznie przeksztalconych polinukleotydéw.

Homopolimerami wystepujgcymi w preparatach
wedlug wynalazku sg polinukleotydy takie, jak
kwas poliinozynowy (I), kwas policytydylowy (C),
kwas poliadenylowy (A), kwas poliurydylowy (U),
kwas poliksantylowy (X), kwas poliguanylowy (G)
i kwas polidehydnourydylowy (DHU). Zwigzki te
s3 dobrze znane w tej dziedzinie, latwo dostepne
w handlu i wykazujg obszar ciezaréw czasteczko-
wych trudny do dokladnego okreslenia. Badania
wykazuja, S;:1 o wartoéciach od okolo 3 do oko-
lo 12, co wskazuje ma ciezar czgsteczkowy od w
przyblizeniu 1X10% do 1,5X108,

Podwéjnie skrecone kompleksowe homopolimery
sg kompleksami utworzonymi z dwéch réznych
homopolimeréw, jako takie mozna wymienié poli
I:C i poli A:U, jako kompleksy kwasu poliinozy-
nowego (I) i kwasu policytydylowego (C) oraz
kompleksu kwasu poliadenylowego (A) i kwasu
poliurydylowego (U). Wynalazek obejmuje wszyst-
kie mozliwe lich kombinacje. Podwéjnie skrecane
kompleksy i fich wytwarzanie jest dobrze znane
fachowcom. Zwykle stosowany sposéb polega na
zmieszaniu dwéch wybranych homopolimeréw w
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floéciach réwnowaznikowych w solance buforowa-
‘nej fosforanem, o wartosci pHz="17,0 {0,006 mola
fosforanu sodowego i 0,015 mola chlorku sodu).
Kompleks powstaje natychmiast po zmieszaniu, co
wskazuje efekt hipochromowy.

Kopolimery przemienne stosowane Ww sposobie
-wedlug wynalazku, sq kopolimerami dwéch réznych
nukileotydéw, w ktérych dwie zasady azotowe wy-
stepuja W sposéb regularnie przemienny, okreéla
sie je jako poli CU, poli I'U, poli AC, poli GU, po-
1li AG, poli IC, poli AU, poli AI itd., co oznacza
“przemiienne kopolimery Ci U, I oraz U, Ai C, G
iU AiG IiC, Ai Uoraz Ai I Tego typu
kopolimery sg réwniez znane fachowcom w tej
dziedzinie i mozna je wytworzyé przez dzialanie
polimerazg RNA. W tym przypadku ciezary czg-
steczkowe homopolimeréw mnie s§ jednolite 4 wy-
noszg od 1X10°% do 1,5X10%, Polimery te madladujg
dzialanie podwdjnie skrecanych kompleksé6w ho-
mopolimeréw przez podwdéjne skrecanie poprzez
wigzanie wodorowe dopelniajgcych zasad.

Wedlug wynalazku stosuje sie réwniez wystepu-
jacy w stanie naturalnymm podwéjnie skrecany
kwas rybonukleinowy (Ds-RNA) o ciezarze rczg-
steczkowym od 1X105 do 1,5X108, Jest to znamy
produkt, wytwarzany céwniez w znany sposéb.

Hybrydowe podwéjnie skrecane polimery sto-
sowane wedlug wynalazku sg podobne do kom-
pleksowych homopolimeréw wyzej opisanych, lecz
rézniag sie tym, ze jeden z homopolimeréw jest
polidezoksyrybonukleotydem adeniny (dA), tymi-
ny (dT), cytozymy (dC), uracylu (dU), hypoksan-
tyny (dI) lub guaniny (dG), o ciezarze czgstecz-
kowym o zakresie od 1X105 do 1,5X10%, Te poli-
dezoksyrybonukleotydy sg znanymi zwigzkami
i hybrydowe podwdjnie skrecone polimery, takie
jak poli G:dC, poli dGxC i poli dI:C sg znanymi
kompleksami i wytwarza sie je w sposéb podob-
ny do podwéjnie skreconych kompleksowych po-
limeréw. '

Chemicznie przeksztalcone polinukleotydy sboso-
wane w sposobie wedlug wynalazku sg znanymi
zwigzkami, takimi jak poli N;-metyloadenylan, po-
i ,6-metyloadenylan”, poli N;-metyloinozynian,
poli N;-metyloguanylan, poli 5-metylourydylan, po-
li 5-fluorourydylan, poli 5-bromourydylan, poli 5-
-jodourydylan, poli 5-bromocytydylan i poli 5-jo-
docytydylan.

Wytwarzanie nowych szczepionek wedlug wyna-
lazku polega ma zmieszaniu trzech komponentéw:
$rodka dodatkowego, wodnego antygenu i ma-
terialu polimerycznego w odpowiednich ilosciach,
w spos6b konwencjonalny.

Stezenie polimeréw wynosi od mikrograma do
ponizej poziomu, ktéry wykazuje toksycznoéé tkam-
ki w organiZmie ludzkim lub zwierzecym, to jest
do okolo 10 mg/dawka. Dawka waha sie W za-
lezno$ci od organizmu, od matury $rodka dodat-
kowego, wybranego polinukleotydu i antygenu.

Stezenie antygenu w kazdym poszczegdlnym pre-
paracie, zawierajgcym substancje pomocniczg, moz-
na nastawié na poziomie réwnym preparatowi wod-
nemu, uzyskujgc wzrost reakcji przeciwcial dzieki
dziataniu substancji 'pomocniczej, lub tez steze-
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nie to mozna ograniczyé do poziomu nitszego ni2
W preparacie wodnym wcelu zaoszczedzenia am<
tygenu, zachowujgc aktywnoéé antygenowsg pordw-
nywalng z aktywno$ciq preparatu wodnego. Weku-
tek tego widoczne korzyéci wynikajgce z dziala-

‘nia substancji pomocniczej zostajq zaakcentowa-

ne przez pézniejszy dodatek polinukleotydéw.

Braun i Nakano (Science 157, 810 (1967) stwier-
dzili, ze stosowanie polinukleotydéw jest immu-
nologicznie korzystne, gdyz przez ich polgczenie
z antygenem uzyskuje sie wzrost szybkoéci two-
rzenia sie przeciwcial. Wazng ceche wynalazku
stanowi fakt, ze aktualna iloéé pobudzonych prze-
ciwcial ulega synergistycznie zwigkszeniu, je§li po-
linukleotydy polgczy sie z substancjami pomocni-
czymi. Jak stwierdzono wyzej, madzwyczaj maly
dodatek wybranego polinukleotydu do szczepion-
ki znanego typu, to jest sporzadzonej z antygenu
i substancji pomocniczej, powoduje symergistycz-
nie wzrost reakcii przeciwcial. Ten stymulacyjny
efekt dzialania polinukleotydu moZna uzyskaé, sto-
sujac go w iloéci wynoszgcej od ulamla mikro-
grama do dziesieciu miligraméw mna aplikowang
dawke jednostkowgq.

W nizej podanych przykladach wystepujq jako
antygeny wirusy grypy oznaczone odpowiednimi
symbolami.

Terminologia wiruséw przez diudszy czas byla
nieuporzgdkowana. Wynikalo to z duzej dowol-
noéci okre§leri stosowanych przez réénych bada-
czy wiruséw. W wielu przypadkach uzywano do
tego celu inicjalé6w lub mazwisk pacjentéw, w in-
nych wskazywano miejsce wyizolowania wirusa
lub numer nadany w laboratorium. Prowadzilo to
do licznych rozbiezno$ci. Andrewes, Bang i Bur-
net uznali, ze wirusy grypy, §winki (mumsa), cho-
roby Newecastle i pomoru ptasiego posiadajg do-
stateczng ilo§é wspdlnych wila$ciwosci, uzasadnia-
jacych ich zaklasyfikowanie do wspélnej grupy
Myxovirus. Grupa ta dzieli sie na dwie podgrupy,
przy czym wirus grypy jest zaliczany do pierw-
szej podgrupy. Klasyfikacja wirusé6w jest oparta
na fizyko-chemicznych wlasciwoéciach skladnika
rybonukileoproteinowego wirusa. Identyfikacja wi-
rusa grypy uzalezniona jest od stwierdzenia, czy
jego antygen S, wystepujacy w zainfekowanej
tkance, odpowiada klasycznym typom. Poniewaz
antygenu S nigdy nie spotyka sie w tkance mie-
zainfekowanej wirusem grypy, jego obecno$é w
serum jest uwazana za absolutny dowdéd uprzed-
niej infekcji wirusem grypy. Antygen S jest bar-
dzo trwaly i latwy do wykrycia. Jego wlasciwosci
stanowig doskonalg podstawe do podzialu na 3 ty-
py A, Bi C. Te trzy typy dzielg sie dalej na pod-
typy zgodnie z wlaSciwodciami serologicznymi kom-
pleksu antygenu V, ktéry jest zmwigzany z zewnetrz-
nym skladnikiem czgstki wirusa. Te dane dopro-
wadzily do przyjecia mowego systemu okre§lania
wirus6w., W tym ukladzie ma pierwszym miejscu
wskazuje sie typ serologiczny (np. A), oparty na
wlasciwosciach skiadnika rybonukleoproteinowego
(antygenu S) po czym kolejno wymienia naturalne-
go gospodarza (ludzie, zwierzeta, ptactwo), serolo-
giczny podtyp (antygen V), miejsce wyizolowania,
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pumer seryjny wyizolowanego szczepu oraz rok je-
lowyiwlowmﬂn.'l'ekwlqcnp.plerwotnqup
WS bedzle okreflony jJako A/human O/London/1/
33, a pierwotny szczep azjatycki — A/human 2/Sin-
gapore/1/57.

. System ten nie jest doskonaly. Miejsce wyizolo-
wania wirusa bywa przez réinych badaczy poda-
wane dowolnie jako kraj lub miasta, Numer se-
ryjny jest prawie zawsze dla wiekszodci cel6w
zbedny i zwykie jest opuszczany. Naturalnego go-
spodarza tez zwykle pomnija sie, jesli infekcje wy-
stepujg wylacznie wéréd !ndzi np. w przypadku
wirusa grypy.

Na tych zasadach oparta jest terminologia sto-
- soWwanych w miZzej podanych rpmyﬂdmdach Wdrusdw
Jako antygenéw.

Nizej podane mkhdy wyjasniajg blﬂej wyna-
lazek.

Przyklad 1 Srodek pomoml(zy 65 przygo-
towano przez zmieszanie 86%, objetoSciowych
oczysaczonego oleju arachidowego, 109, objetoscio-
wych jednooleinianu mannitu (Arlacel A) 1 4%, ob-
jetoSciowych jednostearynian glinu. Wodng szcze-
pionke wirusa grypy, zawierajacg 4800 CCA (aglu-
tynacja komoérek kurczecia) na 1 ml antygenéw
wirusa grypy A, (Japonia) 170/82, 800 CCA/ml; A,
(Talwan) 1/64, 800 CCA jednostek (ml; A/PR)
8/34, 1600 CCA jednostek/ml; i B (Mass) 3,66,
1608 CCA jednostek/mi lub 1208 CCA jednostek
antygenu wirusa grypy na 1 ml.- Utworzono emul-
sje wodng W oleju zawlerajgca koricowe stezenie
aatygenu 600 CCA jednostek/0,5 ml lub 150 CCA
jednostek/0,5 mi. '

Sporzgdzono réwniez antygenowo poréwnywal-
ny szczepionke wodna.

Kazdg ze szczepionek stosowano z polinukieoty-
dem (poli- I:C lub poli A:U), jak wskazujg tabli-
ce Ia—Id, lub bez polinukleotydu. Gdy polinukleo-
tydy byly dodane, stezenie ich wynosilo 260 mg/
/dawka.

Preparaty te wstrzykiwano domie$niowo §win-
kom morskim w dawce jednorazowej 600 CCA
" jednostek (tablica Ia) lub dwukrotnie w odstepie
miesigca (tablica Ib), lub w dawce jednorazowej
150 CCA jedmostek (tablica Ic), lub dwukrotnie w
odstepie miesigca (tablica Id).

Wszystkim zwierzetom pobrano krew bezpo$red-
nio przed szczepieniem oraz w odstepach miesiecz-
nych przez nieograniczony oKkres czasu.

Surowiec poddawano badaniom serologicznym
na zawarto§é przeciwcial metodg inhibicji procesu
aglutynacji czerwonych cialek krwi (metodg HI).
Wyniki przedstawiono w tablicach Ia—Id. Wska-
zuja one na to, Ze polinukleotydy mnie zwigkszajg
dzialania antygenowego szczepionki grypy typu
wodnego, jesli sie jg aplikuje tylko w jednej daw-
ce, natomiast zauwaza sie pewien wzrost po szcze-
pieniu dwukrotnym. Z drugiej strony szczepionka
z substancja pomocniczg 65 bez dodatku polinu-
kleotydéw i zastosowana w jednej lub dwéch
dawkach podwy#sza antygenowodé i pobudza wy-
twarzanie przeciwecial do poziomu o wiele wyz-
szego, miz uzyskiwany po zastosowaniu szczepion-
ki typu wodnego. Dodatek polinukleotydéw do
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szczepionki zawierajacej substancje pomocniczg
65 jeszcze bandziej wzmaga dzialanie tej substancii
pomocniczej. Wszystkﬂe typy wirusa grypy uzyte
w. réznych prepa.rahach zachowywaly si¢ podobniq.

Z tablic Ic d I)dwubmym,m 2o mprdwadze-
nie poli A:U do szczepionki calkowicie hamuje re-
akcje antycial wobec wszystkich czterech’ antyge-
néw wirusa grypy po jednym. lub dwéch szcze-
pieniach. Z drugiej strony dodanie poli I:C do
szczepionki ani nie hamuje ani nie pobudza reakeii
antycial w poréwnaniu do reakcji antyciat w przy-
padku samej szczepionki. Aktywno$é $rodka do-
datkowego 65 jest jasno viry‘kazama jako 'dalsze
zwiekszenie reakcji anty'cwl przez dodame poh-‘
nukleotydéw. ’

Przyklad I. Srodek pomocniczy 65 szcze-
pionki’ za'wherajacy lub bez poh I:C (240 mg/daw-
ka) lub szczepmnkn typu gry'py sporzadzono, jak
wpmyszladmel tak ze zawieral 600 CCA Jed-
nostek antygenu wirusa grypy i zaszczepmnq do-
mieéniowo afrykanskie malpy zielone. Zwierzetom
badano krew Ibezpoéredmo przed szczeple'mem i w
mxesmc po szvczeplemu Serum badano semloglcmm'
na HI reakcje antycial, Wyniki sa podane w tabli-
cy II, z ktérej widocznym jest, ze szczepionka
z substancjg pomocniczg odznaczala sie wspoma-
gajacym dzialaniem antygenéw grypy bez dodatku
kompleksu polinukleotydowego W stosunku do sa-
mej szczepionki., Efekt ten  znacznie zwiekszylo
dodanie do szczepionki poli I:C, przy czym wszyst-
kie szczepy wirusa grypy zachowywaly sie po-
dobnie. :

Przyktad III. Oczyszczong tréjskladnikowsq
szczepionke grypy (B) Mass, A, (Japan) 170 i A,
(Taiwan) zemulgowano niepelnym $rodkiem pomoc-
niczym Freuda, zawierajacym lub bez poli I:C i wy-
tworzono szczepionke z lub bez poli I:C. Swinki
morskie zaszczepiono domie$niowo raz lub dwu-
krotnie dawka o zawartosci 600 CCA jednostek wi-
rusa i 263 wg poli I:C, zwierzetom badano krew
bezpoérednio przed szczepieniem i kazdego miesig-
ca po szczepieniu. Serum badano serologicznie me-
toda, HI.

Wymniki poda.ne w tablicy III, wykazu.]a bardzo
efektywng aktywno$é niepelnego érodka pomocni-
czego Freuda. Zwiekszony efekt jest oczywisty.
Znowu nie bylo zwiekszenia antygenowego w przy-
padku szczepionki z dodatkiem poli I:C.

Przyklad IV. Postepowano jak w przykla-
dzie III, z tym, Zze $rodek pomocniczy Freuda
(emulsja woda/olej mineralny) zastgpiono emulsjg
oleju ro$linnego w wodzie, skladajgcg sie z 9
czeSci oczyszczonego oleju z orzech6w ziemnych,
0,4 czeSci Arlacel A i 0,6 czeSci Tween 60 zemul-
gowanych takga samg objetoScia wodnej szczepionki.

Wyniki podane w tablicy IV wskazujg na bardzo
nieznaczny efekt §rodka pomocniczego typu emulsji
olej/woda w stosunku do wodnej szczepionki z obu
szczepami A; wirusa grypy lecz bez saczepu B.
Jednakze dodanie poli I:C do emulsji olej/woda
wykazalo zasadniczg aktywno$§é $rodka pomocni-
czego wobec wszystkich antygenéw.

Przyktad V. Tréjskiadnikowg szczepionke
wirusa grypy (As/Japan) 170, Ap/Taiwan i B(Mass)
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“typu wodnego, z alunem jako S$rodkiem pomoc-
“niczym: lub szczepionke z frodkiem pomocniczym
+685, przy réznych kombinacjach i réznych koncen-
tnécjac'h pol I, poli C i poH I:C, szczepiono do-
“mieéniowo- §winki morskie (10 zwierzat w grupie
dawka 600 CCA' jednostek. Zwierzetom badane
"krew bezpofrednio przed szczepieniem i w miesige
_potem, serologicznie metoda SHI. Wilasciwoéci daw-
ki i wyniki miana. antycial HI podano w' tabli-
cy V.

Tablica ta wskazuje, ze 260 mg poli I catkowicie
‘hamuje aktywnos$é antygenng wiruséw A i B ty-
pu grypy sbosowanych w wodnym preparacie.
Podwéjna redukcja poli I, zasadniczo eliminuje
-dzialanie hamujgce. Nie wystepowala ani aktyw-
noé¢ hamujgca  ani pobudzajgca, wywolywana
przez poli C lub polaczone poli I1:C,przy zastoso-
waniu z szczepionkg typu wodnego. Nieco inng
sytuacje stwierdzono przy stosowaniu szczepionki
z alunem. Wystapil woéwezas wzrost aktywmoéci
antygeniczneyj szczepionki z alunem jako $rodkiem
‘pomocniczym bez polinukleotydu, w stosunku do
szczepionki typu wodnego. Dodanie poli I, poli C
lub poli I:C ani nie zahammowalo ani nie zwiekszy-
lo aktywnoéci atunu jako $rodka pomocniczego
.z kazdym z poéréd szczepéw wirusa grypy. Aktyw-
no$é¢ antygenna szczepionki z $rodkiem pomocni-
czym 65 bez polinukleotydu byla wieksza niz szcze-
pionki wodnej lub szczepionki z alunem.

Nie zaobserwowano znaczniejszego wzrostu
zwiekszenia dzialania antygenowego z jakimkol-
wiek szczepem wirusa g€rypy przez dodanie sa-
mego poli I lub poli C. Dodanie kompleksu poli
I:C znacznie zwiekszylo aktywnoéé antygenowo,
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" mocniczego ze wszysﬁkimi

10 T et .

i nastepnie co miesigc. Serum badano serologicznie
namtydaiawmébwdkazaaywtgblﬁ:yv:[,

Wymild podano W tablicy VI wskazywaly, iedo-

danie pod I:C zwigkszalo aktywnos¢ *frodka po-

kon!poneﬂtanﬁ m‘

Przyklad VII Postqpuj': na - ogél w. qpmélr
opisany w oprzykladzie I, réznepo!amnialréj-
skladnikowej wodnej szczepionki wirusa grypy
/A; (Japan) 170, A, (Taiwan i B/Mass), lub szcze-
pionke z frodkiem pomocniczym 65 bez lub z poli
1:C w réénych steleniach zaszczeplano domiefnio-
wo §winkom morskim (12 zwierzat w grupie). Pré-
by na zahamowanie hemoaglutynacji antycial prze-
prowadzano na surowicy krwi pobranej przed roz-
poczeciem badafi i w 1 miegigec péiniej: charak-
ter dawki i wymiki. préb serologicznych podano:
w tablicy VII, z ktérej widocznym jest, 2e doda-
nie iloSci tak malej jak 2,8 ug poli I:C na dawke
znacznie zwmekszalo aktywnosé szczepiomki wiru-
sa grypy typu A, nawet wtedy gdy stosowano jg
w stezeniu tak malym, jak 10 CCA jednostek.
Szczep B wirusa grypy nie dawal takiej reakcji-
w tych samych warunkach. Stosowanie tak ma-
lych iloéci :jak 2,6 pg poli I:C znacznie zwiecksza’

* aktywnoéé obu szczepéw AB wirusa grypy, gdy

uzywa ich sie w tak malym steZzeniu jak 5 CCA
jednostek na dawke, Zaobserwowano, ze nieznacz-
ng korzy$é daje zwiekszenie stezenia poli I:C
z szczepem typu B wirusa grypy, kiéra nie wy-
stepuje przy uZyciu szczepu typu A.

Szereg przeprowadzonych badan dotyczgcych
przypadkéw, w ktérych zastgpiono wirusy i My-
coplasma pneumoniae stosowane w przykladach

pobudzajgcg wytwarzanie antyciat do poziomu da- 35 I—VII innymi znanymi antygenami ludzkimi
leko 'wyzszego od osigganego za pomocs szczepion- i zwierzecymi, w celu wytworzenia szczepionek
ki typu wodnego lub szczepionek z atunem jako do stosowania ludziom i zwierzetom, zawierajgq-
.§rodkiem pomocniczym. cym dodatkowo oprécz antygenu i Srodka po-

Przyklad VI. Siedmioskladnikowg szczepion- mocniczego polinukleotyd lub komplelm polinukileo-
ke dr6g oddechowych zawierajacq wirus grypy 4 tydowy, dat wyniki pozytywne.
B (Maas) 100 CCA (dawka), wirus grypy Aa (Tai- Podobnie inne przykiady dotyczace przypadkéw,
‘'wan) 100 CCA (dawka) wirus parainfluency typu w ktérych kompleksy homopolimeréw i homopo-
1/2 X 10" czastek (dawka) wirus paragrypy typu limery z przykiadéw I—VIII zastgpiono réwno-
2/2 X 101 czgstek (dawka), wirus/paragrypy typu waznikowymi iloéciami funkcjonalnie réwnowaz-
3/2 X101 czastek (dawka) wirus syncytialowy , nikowych przemiennych kopolimeréw, kopolime-
drég oddechowych /2 X 101 czastek (dawka) i My- réw o przypadkowym rozmieszczeniu, podwdjnie
coplasma pneumoniae (Eaton PPLO, 35 pg, DNA) skreconych wystepujacych w stanie mnaturalnym
+ (dawka) wytworzomo jako szczepionke z $rod- kwasé6w rybonukleinowych, hybrydowych podwéj-
kiem pomocniczym 65, o zawartoSci 260 ng (daw- nie skreconych komplekséw homopolimeréw i che-
ka) poli I:C i bez poli I:C. Szczepionke szczepiono 5y micznie przemienionych polinukleotydéw S$wiad-
domieéniowo §winki morskie (6 zwierzat w gru- czg korzystnie o szczepionkach, otrzymywanych
pie). Zwierzetomm badano krew w dniu zerowym sposobem wediug wymnalazku.

Tablica Ia

Reakcje przeciwcial Swinek morskich na 1 zastrzyk 600 jednostek CCA szczepionki wirusa grypy
uzytej w réznych zestawieniach

Srednia geometryczna HI miana przeciwcial

w poszczegllnych miesigcach

Preparat szczepionki wirusa grypy

A/PR/S A2/Jap/170 -
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Wodny 1* 69 64 9 11 1 8 6 9 8
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Wodny + poli A:U

‘Wiodny + poll I:C

Srodek pomocniczy 65

Srodek pomocniczy 65 4+ poli A:U
Strodek pomocniczy 65 + poli 1:C

Wodny

Wodny + poli A:U

-Wodny -+ poli I:C

Srodek pomocniczy 65

‘Srodek pomocniczy 65 + poli A:U
‘Srodek pomocniczy 65 + poli I1:C

1 80 40 20 17 1 5 8 20 1
1 69 30 14 9 1 15 2 13 (]
1 548 208 69 32 1 181 111 91 49
1 546 320 128 64 1 256 274 158 128
1 832 416 223 137 1 631 274 223 194
A2/Taiwan B/Mass
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
1 2 3 5 1 5 1 2 1
1 5 4 15 6 1 8 1 3 2
1 1 5 6 1 i 23. 1 2
1 80 91 97 56 1 91 34 5 20
1 137 274 194 128 1 137 111 ‘97 69
1 631 274 223 194 1 16 239 223 194

ORIIERR AR , PN 3

otialias

*) Wszystkie miana wyrazono jako odwrotno§é rozciericzenia surowicy.

Tablica Ib

Reakcje przeciwcial u $§winek morskich po 2 zastrzykach po 600 jednostek CCA miesiecznie tej samej
szczepionki wirusa grypy uzytej w réznych zestawieniach

Srednia geometryczna HI miana przeciwcial

w poszczegdlnych miesigcach

Preparat szczepionki wirusa grypy A/PR/8 A2/Jap/170

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Wodny 1 56 64 12 9 1 14 34 34 17
Wodny + poli A:U 1 60 | 137 28 18 1 1 51 28 34
Wodny =+ poli I:C 1 52 | 160 45 28 1 12 | 239 | 104 | 69
‘Srodek pomocniczy 65 1 446 | 388 | 137 | 56 1 239 | 320 | 223 | 160
Srodek pomocniczy 65 + poli A:U 1 640 | 416 | 223 | 181 1 223 | 320 | 388 | 194
Srodek pomocniczy 65 + poli I:C 1 640 724 362 239 1 512 640 478 362

A2/Taiwan B/Mass

o |1 |2 | 3| 4]0 |1 ]z2]|3]4
Wodny 1 7 11 11 9 1 10 23 8 5
Wodny + poli A:U 1 40 28 24 1 7 52 39 16
Wiodny + poli I:C 1 7 69 60 49 1 11 | 45 34 28
Srodek pomocniczy 65 1 119 | 208 | 223 | 111 1 104 | 160 | 223 | 111
-Srodek pomocniczy 65 + poli AU 1 181 | 320 | 548 | 223 1 274 | 548 | 274 | 181
Srodek pomocniczy 65 + poli I:C 1 320 | 548 | 416 | 320 1 274 | 274 | 416 | 239

Tablica Ic

Reakcja przeciwecial u Swinek morskich na 1 zastrzyk 150 jednostek CCA szczepionki wirusa grypy
uzytej w roéznych zestawieniach

Srednia geometryczna HI miana przeciwcial w poszczegol-

nych miesigcach

Preparat szczepionki wirusa grypy A/PR/8 A2/Jap/170
o | 1 | 2] 3| a|lo | 1] 23] &
Wodny 1 | ea| 45| 8| 6] 1 7| w0 1| 9




~c.d. tablicy Ic

Wodny + poli A:U

| Wodny + poli I:C

[ Srodek pomocniczy 65

'| Srodek pomocniczy 65 + poli A:U
Srodek pomocniczy 65 4+ poli I:C

12 2| 13 7
181 | 64 | 40
256 | 80 [ 80 | 56
549 | 388 | 181 | 137

8
&

478 | 181 28 28
388 | 223 79 40
546 | 362 | 128 | 119

—_ e e i
Lol R R S Y

A2/Taiwan B/Mass

o | 1 | 2 | 3 | 4 0 1 | 2 | 3 | 4

Wodny 1 7 3 6 10 1 8 2 2
Wiodny + poli A:U 1 1 1 1 1 1 1 1
Wodny + poli I:C 1 4 2 6 3 1 6 1 3 2
Srodek pomocniczy 65 1 45 56 56 40 1 40 24 20 28
Srodek pomocniczy 65 + poli A:U 1 160 80 64 56 1 64 | 223 64 28
Srodek pomocniczy 65 + poli 1:C 1 320 | 274 | 194 | 160 1 223 | 128 | 111 60

Tablica II

Reakcja przeciwcial u malp na jednorazowe szczepienie 600 CCA szczepionki wodnej wirusa grypy lub
preparatem z Srodkiem pomocniczym 65 z lub bez polinukleotydéw

Srednia geometryczna HI miana przeciwcial
w poszczegblnych miesigcach
Preparat
szczepionki A2/Jap/170 A2/Taiwan

wirusa grypy

0 1 2 3 4 |‘ 5 6 0 1 2 3 4 5 6

wodny 1* 12 1 1 1 1 1 1 4 2 2 1 1 1
§rodek pomoc-

niczy 65 1 160 80 86 26 12 7 1 16 (1} 70 26 9 9
Srodek pomoc-
| niczy 65+ poli

I:.C 1 557 735 | 243 137 80 60 1 557 | 485 | 279 (| 137 80 69

A/PR/8 : B/Mass

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

wodny 1 10 2 3 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1
Srodek pomoc-

niczy 65 1 243 92 70 30 12 17 1 211 121 92 26 18 30
Srodek pomoc-
niczy 65-4poli

1:C 1 557 | 965 | 422 | 208 119 104 1 640 | 965 | 485 | 208 160 | 137

+| — Odwrotnos$é rozcieniczenia poczatkowego surowicy
W/O — emulsja woda/olej

Tablica III

Reakcje przeciwcial u §winek morskich po jednorazo wym zastrzyku 600 CCA jednostek szczepionki wirusa
grypy, uzytej w réznych zestawieniach

Srednia geometryczna HI miana przeciwcial
w poszczegbélnych miesigcach

‘ Preparat szczepionki
i ejvrs)'irus«a gxy;I;r A2/Jap./170 A2/Taiwan B/Mass

0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4

Wodny 1* 9 6 6 1 28 20 20 1 6 7
Wodny + poli I:C 1 11 8 9 1 42 30 32
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c.d. tablicy III

Olej mineralmy **) . ]
W/0)% : : 1 .| 548 [ 1096 | 1024 1 | 1096 | 1436 | 1096 | 1 76 | 1434 | 1948
| Qlej mimeralny + poli : ' wp
I.C . . A ) . ) 1
(W/0) ‘ : 1 388 | 2355 | 1741 1 766 | 3072 | 2510 | 1 ‘ 1260 | 4383 | 2510

*) W/0 = emulsja woda/olej
**) Olej mineralny = niepetna emulsja typu Freuda -
+) Odwrotnos$é rozciericzenia poczatkowego surowicy

Tablica IV

Reakcje przeciwcial u §winek morskich po jednorazowym zastrzyku 600 CCA jednostek szczepionki wirusa
‘grypy, uzytej w réznych zestawieniach

Srednia geometryczna HI miana przeciweial
. w poszczegolnych miesiacach
Preparat szczepionki 3
ev‘;im Erypy A2/Japan/170 A2/Taiwan ‘ B/Mass
o | 1| 2| afo| 1] 2] a0 1| 2|4
‘Wodny 1* 9 6 6 1 28 20 20 1 6 7 7
Wiodny + poli I:C 1 11 8 9 1 42 | 30 32 1 6
Olej z orzechéw
ziemnych 1 39 24 17 1 79 40 40 1 2 6 6
(O/W)*)
Olej z orzechéw
ziemnych 1 40 49 39 1 128 97 60 1 24 20 20
(O/W)*)
poli I:.C

*) O/W = emulsja olej/woda

Tablica V

Reakcja przeciwcial u §winek morskich na szczepionke o 600 CCA jednostkach wirusa grypy stosowang.
w réznych zestawieniach z lub bez polinukleotyddow

Stezenie poli- Srednia geometryczna HI miana przeciwcial
nukleots;dc’xw w poszczegélnych miesigcach
ﬁzﬁ;mmy e A2/Jap./170 A2/Taiwan B/Mass
poli | poli | poli
1 C I.cC|{o0o |1 |23 |4|0(|1]|]2(|3]|4]|]0]|1|2]3]4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 (13 (14 |15 (16 (17 |18 | 19

260 —_ — 1 1 1 1 111 1 1 1 1,1 1 1 1 1}
130 —_ _ 1 18] 12 5 3|11 8 1 2 271 1 1 1 10

Wodna —_ 260 — 1 7 14| 12 11| 1 10 6 3 2|1 1 1 1 1
— 130 — 1| 21| 23] 16| 8 1 7| 12| 51 3| 1 1 1| 2| 2
—_ —_ 260 1 8| 30 11| 17| 1 1| 12 3 71 1 1 3 2|
— | = | — |t |23|12] 4| 4|1 | 6| 4| 1| 3| 1| 2| 1| 2| 1}
260 — — 1 60| 45| 32| 30| 1 34 20 11 9] 1 28| 33| 26| 18
130 — — 1| 73| 45)| 42| 40| 1 | 37| 23| 20| 21| 1 | 39| 43| 32| 30

Alun*) —_ 260 — 1 37| 30| 26| 24| 1 32| 14| 17 8| 1 37| 53| 24| 16
—_ 130 — 1 45| 45( 34| 37| 1 37| 37| 24| 23| 1 26| 61| 30| 30
_ _ 260 1 64| 42 34| 45| 1 34| 24| 15| 15| 1 14| 25| 11| 14
— —_ —_ 1 28| 34| 32 24| 1 26| 21| 26| 18| 1 24| 12| 30| 34
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c.d. tablicy VII

1 . o2 3 4 5 6 T | 8

Srodek pomocniczy 65 500 1 91 1 194 1 34
+ bez poli I:C 100 1 128 1 137 1 20
50 1 80 1 137 1 23

10 1 69 1 39 1 17

0 1 1 1 1 1 1

Srodek pomocniczy 65 500 1 446 1 274 1 97
2 260 mcg poli I:C 100 1 274 1 274 1 39
50 1 320 1 194 1 49

10 1 388 1 137 1 23

0 1 1 1 1 1 1

Srodek pomocniczy 65 500 1 388 1 256 1 56
Z 26 meg poli I:C 100 1 512 1 274 1 a9
50 1 274 1 362 1 56

10 1 256 1 362 1 24

0 1 1 1 1 1 1

Srodek pomocniczy 65 500 1 362 1 258 1 28
z 2,6 mcg poli I.C 100 1 111 1 194 1 10
' 50 1 256 1 137 1 17
10 1 320 1 128 1 3

0 1 1 1 1 1. 1

Zaréwno z podanych przykladéw jak i danych
zamieszczonych w tablicach, opartych na przepro-
wadzonych badaniach wynika wyzszo§é szczepion-
ki przeciw grypie otrzymywanej sposobem we-
dlug wynalazku, nad znanymi dotgd szczepion-
kami. -

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania szczepionki przeciw gry-
pie skladajgcej sie z antygenu i Srodka pomocni-
czego w postaci emulsji, znamienny tym, ze do
szczepionki dodaje sie w iloSci od 1 mikrograma
do 10 miligraméw material polinukleotydowy, taki
jak homopolimer wybrany z grupy skladajacej sie
z poli I, poli C, poli A, poli U, poli X, poli G
i poli DHU o ciezarze czgsteczkowym 1X105% —
— 1,5X108, podwéjnie skreconego kompleksu dwéch
polimeréw, kopolimeru przemiennego, takiego jak
poli IC, poli AU, poli AI, poli IU, poli CU, poli
AC, poli GU, poli AG o ciezarze czgsteczkowym
od 1X105 do 1,5X10%, wystepujacego w postaci na-
turalnej DS-RNA o ciezarze czgsteczkowym od
1X10° do 1,5X10%, hybrydu podwéjnie skreconych
polimeréw, taki jak poli G:dc, poli dG:C, poli I:dC
i poli dI:C, przy czym kazdy z homopolimeréw
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poli dC, poli DG i poli DI ma ciezar czasteczkowy
od 1X105 do 1,5X10% i chemicznie przemiennego
homopolimeru, takiego jak poli N;-metyloadenylan,
poli ,,6-metyloadenylan”, poli N;,-metyloinozynian,
poli N;-metyloguanylan, poli 5-metylourydylan, po-
li 5-fluorourydylan, poli 5-bromourydylan, poli 5-
-jodourydylan, poli 5-bromocytydylan i poli-5-jo-
docytydylan.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako podwéjnie skrecony kompleks dwéch poli-
meréw stosuje sie poli I:C lub poli A:U.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze
§érodek pomocniczy stosuje sie w postaci emulsji
typu woda/olej.

4, Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ZzZe
stosuje sie antygen pochodzgcy z wirusa grypy.

5. Sposéb wedlug zastrz. 3, znamienny tym, ze
stosuje sie §rodek pomocniczy w postaci emulsji
typu woda/olej ro$linny.

6. Spos6b wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
stosuje sie podwéjnie skrecony kompleks homopo-
limeréw w ilo$ci od mikrograma do okoto 10 mili-
graméw, taki jak poli I:C i poli A:U przy czym
ciezar czasteczkowy kazdego z homopolimeréw wy-
nosi od 1X10° do 1,5X108,

LDA — Zaklad 2 — Typo, zam. 590/75 — 100 egz.
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