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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf einen Oladjuvansimpfstoff. Genauer bezieht sich die vorlie-
gende Erfindung auf einen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs, der in der Adjuvanswirkung und der Stabilitat
als Zubereitung Uberlegen ist.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Von Oladjuvansimpfstoffen ist seit langem bekannt, daR sie die Immunitat wirkungsvoll verstarken. Ins-
besondere das Freundsche Adjuvans zeigt eine aullerst Uberlegene immunitatsverstarkende Wirkung, wenn
ein inaktiviertes Antigen verwendet wird, und ist ein bei Tierversuchen breit verwendetes, reprasentatives Ad-
juvans. Da dieses Adjuvans jedoch auch starke Nebenwirkungen wie etwa schwere Abszesse und Granulome
hervorruft, wird es nur in Laboratorien verwendet.

[0003] So sind viele Versuche unternommen worden, derartige Nebenwirkungen zu verringern und ein Olad-
juvans zum allgemeinen Gebrauch anzuwenden. Oladjuvantien weisen verschiedene Zubereitungstypen wie
etwa ein w/o-Typ wie das Freundsche Adjuvans, ein in der Sicherheit Uberlegener o/w-Typ, ein komplexer
w/o/w-Typ und dergleichen auf.

[0004] Zum Beispiel berichtet die JP-B-6-81731 iiber ein Oladjuvans des w/o-Typs, das wasserfreien Man-
nitdlsaureester als Tensid und Fliissigparaffin als Olkomponente enthélt und die W0O91/00107 (japanische
PCT-Anmeldung, offengelegt unter Kohyo Nr. 4-506521) berichtet tiber ein niedrigviskoses Oladjuvans des
w/o-Typs, das ein metabolisierbares Ol wie etwa Pflanzendl und ein nicht metabolisierbares Ol wie etwa Mine-
ralél in Kombination als Olkomponente enthélt.

[0005] Auferdem offenbart die WO90/14837 ein Adjuvans des o/w-Typs als Adjuvanszubereitung, das eine
Emulsion aus Submikron-Oltropfen enthalt und die EP-A-315 153 offenbart ein Impfstoffadjuvans des
o/w-Typs, das einen Emulgator, der ein POP-POE-Blockpolymer enthalt und ein Glycopeptid als Immunstimu-
lans enthalt.

[0006] Von diesen Adjuvantien zeigt das Oladjuvans des w/o-Typs eine hohe immunverstérkende Wirkung,
weist aber aufgrund der kontinuierlichen Olphase der Zubereitung die Tendenz auf, an der Injektionsstelle zu
verbleiben. In nicht seltenen Fallen entwickelt es einen sterilen Abszel und ein Granulom in der Nahe einer
Impfstelle und verursacht moglicherweise einen scharfen Schmerz wahrend der Impfung. Daher ist dieser Typ
Oladjuvans in eingeschranktem Gebrauch als Zubereitung, die das direkte Einimpfen in einen Kérper erlaubt.
Ein Oladjuvans des o/w-Typs zeigt eine leichte topische Reaktion an der Injektionsstelle und ist in der Sicher-
heit Uberlegen. Da jedoch ein Antigen in einer kontinuierlichen Phase enthalten ist, diffundiert es rasch an der
Injektionsstelle, was es schwierig macht, eine ausreichende Wirkung zu liefern und oft ein spezielles Immun-
stimulans erfordert.

[0007] Im Hinblick auf die vorstehende Lage befindet sich in den letzten Jahren ein neuer Typ Oladjuvans, ein
Oladjuvans des w/o/w-Typs in Untersuchung.

[0008] Zum Beispiel offenbart die WO91/00106 eine Mehrphasenemulsion des w/o/w-Typs, die beim Ausset-
zen gegenuber der Korpertemperatur des Tieres nach der Injektion ein w/o-Typ wird. Diese Technik versagt
beim Loésen aller mit herkdmmlichen Oladjuvantien des w/o-Typs verbundener Probleme wie etwa der topi-
schen Reaktion und dergleichen, da in dem Kérper ein Oladjuvans in Form eines Adjuvans des w/o-Typs vor-
liegt.

[0009] Da ein Oladjuvans des w/o/w-Typs die Form einer komplexen Emulsion annimmt, kann die Stabilitat
als Zubereitung verglichen mit Oladjuvantien des w/o-Typs und o/w-Typs nicht leicht aufrecht erhalten werden.
Daher stellt ein Oladjuvansimpfstoff vom w/o/w-Typ, von dem erwartet wird, daR er gleichzeitig die charakte-
ristischen Merkmale eines w/o-Typs, der eine Uberlegene Adjuvanseigenschaft zeigt, als auch eines in der Si-
cherheit tiberlegenen o/w-Typs zeigt, viele zu lésende Probleme, bevor er die Entwicklung eines Oladjuvans
ermoglicht, das wohl ausgeglichene Eigenschaften beider Typen zeigt.

[0010] Die Erfinder haben im USP-5 814 321 einen in der Sicherheit und Zubereitungsstabilitat Gberlegenen
Oladjuvansimpfstoff des w/o-Typs und einen durch Dispergieren des w/o-Impfstoffs in einer walkrigen Phase
erhaltenen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs vorgestelit.

[0011] Die JP-A-11-106351 offenbart einen A (10-90 Gew.-% eines Olbestandteils, der bei gewdhnlicher
Temperatur als Flissigkeit auftritt), B (0,5-30 Gew.-% eines Emulgators, der aus nichtionischen Tensiden aus-
gewahlt ist) und C (ein walriger Bestandteil, der 0,1-30 Gew.-% Polyethylenglykol und eine biologisch an-
nehmbare, wirksame Menge Antigen enthélt) enthaltenden Oladjuvansimpfstoff.

[0012] Ein durch eine herkémmliche Technik hergestellter Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs zeigt in Ab-
hangigkeit von der Formulierung und dem Herstellungsverfahren jedoch eine grolRe Schwankung bei den Ei-
genschaften. Sie ist mit den Problemen verbunden, daR eine Antigenkomponente verglichen mit einem Olad-
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juvans des w/o-Typs manchmal die Viskositat auffallend erhéht und eine stabile Einfihrung der Immunitat nicht
moglich ist.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0013] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher das Bereitstellen eines Oladjuvansimpfstoffs des
w/o/w-Typs, der in der Lagerstabilitat als Zubereitung und der topischen Reaktion an der Injektionsstelle ver-
bessert ist und eine hohe immunologische Wirkung zeigt.

[0014] GemaéR der vorliegenden Erfindung wird ein Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs bereitgestellt, der in
einer aulReren walirigen Phase eine spezielle Menge eines Polyethylenglykolderivats mit einem speziellen Mo-
lekulargewicht umfaldt, wobei der Impfstoff eine hohe Stabilitat als Zubereitung, eine tiberlegene Sicherheit vor
einer topischen Reaktion und dergleichen und eine hohe immunverstarkende Wirkung zeigt.

[0015] Demgemal stellt die vorliegende Erfindung folgendes bereit.

(1) Einen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs mit einer &uleren waRrigen Phase, die 0,5 bis 20 Gew.-% eines
Polyethylenglykolderivats mit einem Molekulargewicht von 400 bis 20000 umfal3t, das durch die folgende For-
mel (1) dargestellt wird:

H’——O—‘(—CHZ—CHZ—O-}n—Rz M

wobei R' und R? gleich oder verschieden sein kdnnen und jeweils ein Wasserstoffatom oder Alkyl mit 1 bis 4
Kohlenstoffatomen sind und n ein Polymerisationsgrad ist, und einer inneren wafrigen Phase, die eine biolo-
gisch annehmbare und effektive Menge eines Antigens enthalt.

(2) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (1), wobei das Polyethylenglykolderivat der Formel (1) ein Moleku-
largewicht von 1000 bis 10000 hat.

(3) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (1), wobei die dulkere waRkrige Phase 1-10 Gew.-% des Polyethy-
lenglykolderivats der Formel (l) enthalt.

(4) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (1), bei dem es sich um einen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs
handelt, der durch Dispergieren oder Emulgieren einer w/o-Emulsion hergestellt wird, die aus einer Olkompo-
nente (A), die bei Raumtemperatur flissig wird, einem Emulgator (B) und einer wairigen Komponente (C), die
eine biologisch annehmbare und effektive Menge eines Antigens enthalt, in einer Flissigkeit, die einen Emul-
gator (D) und eine waRrige Komponente (E) enthalt, hergestellt wird, wobei die Flissigkeit 0,5-20 Gew.-% des
Polyethylenglykolderivats der Formel (I) mit einem Molekulargewicht von 400-20000 enthalt.

(5) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (1), bei dem es sich um einen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs
handelt, der durch Dispergieren oder Emulgieren einer w/o-Emulsion hergestellt wird, die aus einer Olkompo-
nente (A), die bei Raumtemperatur flissig wird, einem Emulgator (B) und einer wairigen Komponente (C), die
eine biologisch annehmbare und effektive Menge eines Antigens enthalt, in einer Flissigkeit, die einen Emul-
gator (D) und eine walrige Komponente (E) enthalt, und

anschlieRend Hinzufligen des Polyethylenglykolderivats der Formel (1), das ein Molekulargewicht von 400-20
000 aufweist, zu der duRReren walirigen Phase in einer Konzentration von 0,5-20 Gew.-% hergestellt wird.

(6) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (4) oder (5), wobei die Olkomponente (A), die bei Raumtemperatur
flussig wird, einen Fettsdureester und/oder Squalen in einem Anteil von nicht weniger als 20 Gew.-% der OI-
phase enthalt.

(7) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (4) oder (5), wobei der Emulgator (B) ein HLB von weniger als 10
hat.

(8) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (7), wobei der Emulgator (B) wenigstens einen Vertreter umfalt,
der aus einem partiellen Ester eines mehrwertigen Alkohols und einer Fettsdure sowie einem nichtionischen
Tensid mit einer Polyoxyethylenkette ausgewahlt ist.

(9) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (4) oder (5), wobei der Emulgator (D) ein HLB von nicht weniger
als 10 hat.

(10) Der Oladjuvansimpfstoff aus vorstehend (9), wobei der Emulgator (D) ein nichtionisches Tensid mit einer
Polyoxyethylenkette enthalt.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0016] Der Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfindung wird durch Dispergieren oder Emulgieren (Schritt
2) einer W/O-Emulsion, die aus einer Olkomponente (A), die bei Raumtemperatur fliissig wird, einem Emulga-
tor (B) und einer waflirigen Komponente (C), die eine biologisch annehmbare und wirksame Menge eines An-
tigens enthalt hergestellt ist (Schritt 1), in einer Flussigkeit, die einen Emulgator (D) und einen walrigen Be-
standteil (E) enthalt, hergestellt, wobei eine dulere, walkrige Phase des schliellich erhaltenen Oladjuvan-
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simpfstoffs des w/o/w-Typs eine spezielle Menge eines Polyethylenglykolderivats mit einem speziellen Mole-
kulargewicht enthalt.

[0017] Die Olkomponente (A), die bei Raumtemperatur fliissig wird, stellt eine kontinuierliche Phase der in
Schritt 1 hergestellten w/o-Emulsion dar und stellt eine Olphase dar, die eine Dispersionsphase des in Schritt
2 erhaltenen Oladjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs wird. In der vorliegenden Erfindung wird unter Olphase eine
Olphase in diesem Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs verstanden. In dieser Beschreibung wird unter ,bei
Raumtemperatur" eine Temperatur in dem Bereich von 15-25°C verstanden. Die Olkomponente (A), die bei
Raumtemperatur flissig wird, kann zur Verwendung aus Ester- und Nicht-Esterdlgrundlagen ausgewahlt wer-
den, die herkdbmmlicherweise flir Nahrungsmittel, pharmazeutische Produkte, Kosmetika und dergleichen ver-
wendet werden und bei Raumtemperatur flissig werden.

[0018] Die Nicht-Esterdlgrundlage, die bei Raumtemperatur flissig wird, kann zum Beispiel ein Kohlenwas-
serstoff wie etwa leichtes Flussigparaffin, Squalen, Squalan, Polybuten und dergleichen, eine Fettsaure wie
etwa eine gesattigte mittelkettige Fettsdure (z. B. Caprylsaure, Caprinsaure und dergleichen), langkettige, un-
geséttigte Fettsaure (z. B. Olsaure, Linolséure, Linolenséure und dergleichen), ein mittelkettiger oder langket-
tiger aliphatischer Alkohol und dergleichen sein. Beispiele der Esterdlgrundlage, die bei Raumtemperatur fliis-
sig ist, schlieRen sowohl verschiedene, aus einer gesattigten, mittelkettigen Fettsaure wie etwa Caprylsaure
und Caprinséure oder einer ungesattigten, langkettigen Fettséaure wie etwa Olséure und Linolséure und einem
Alkohol abgeleitete Fettsdureester als auch naturlich vorkommende Fettsaureester wie etwa flissiges Pflan-
zendl (z. B. Erdnussél, Olivendl, Disteldl, Sonnenblumendl, Jojobadl und dergleichen) ein fliissiges Ol aus Tie-
ren wie etwa Kaiserbarschdl und dergleichen ein.

[0019] Als Olkomponente (A) kann eines der vorstehenden Beispiele verwendet werden oder zwei oder mehr
aus den vorstehenden Beispielen kénnen gemischt und verwendet werden. Von diesen Olkomponenten weist
ein Ol wie etwa Fettsdureester, ein Pflanzendl und Squalen vorteilhafterweise eine verhaltnismaRig hohe Oxi-
dationsbestandigkeit und hohe Affinitat zum Kérper auf. Als zu dem Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden En-
dung zu verwendende Olkomponente wird/werden daher vorzugsweise eines oder mehrere aus diesen Olen
ausgewahlt. Insbesondere ist als Fettsdureester eine Olgrundlage, die aus einer veresterten Verbindung einer
ungesattigten cis-A9-Fettsdure mit 16 bis 22 Kohlenstoffatomen, die auch ein Bestandteil eines biologischen
Lipids ist, und einem Alkohol mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen hergestellt wurde, bevorzugt.

[0020] Weiterhin kann der endgiiltige Oladjuvansimpfstoff Nebenwirkungen wie etwa eine topische Reaktion
und dergleichen weiter verringern und die Sicherheit erhdhen, indem er einen Fettsdureester und/oder Squa-
len in einer Olphase wenigstens in einem Anteil von nicht weniger 20 Gew.-% enthalt. Wenn ein Fettséureester
und Squalen gleichzeitig verwendet werden, sollte deren Gesamtmenge wenigstens nicht weniger als 20
Gew.-% der Olphase betragen.

[0021] In der vorliegenden Erfindung kénnen ein oder mehr Tenside, die beim Korper eine hohe Sicherheit
zeigen und im allgemeinen fir pharmazeutische Produkte und Lebensmittel verwendet werden, ausgewahlt
und als Emulgator (B) und Emulgator (D) als Bestandteil eines Oladjuvansimpfstoffs verwendet werden.
[0022] Der Emulgator (B) wird in Schritt 1 zur Herstellung einer aus einer ein Antigen enthaltenden, walrigen
Komponente (C) und einer Olkomponente (A) bestehenden w/o-Emulsion verwendet.

[0023] Ein als Emulgator (B) verwendetes Tensid ist im Hinblick auf die Stabilitat des fertigen Oladjuvansimpf-
stoffs des w/o/w-Typs vorzugsweise lipophil. Das heif3t, es weist vorzugsweise ein verhaltnismafig niederes
HLB (Hydrophilie-Lipophilie-Gleichgewicht), insbesondere bevorzugt ein HLB von weniger als 10 auf. Der
Emulgator (B) kann von einer einzigen Art oder eine Kombination zweier oder mehrerer Arten sein. In diesem
Fall wird der Emulgator (B) vorzugsweise gewahlt, um das Gesamt-HLB weniger als 10 zu machen.

[0024] Genauer werden ein partieller Ester eines mehrwertigen Alkohols und einer Fettsdure wie etwa Sorbi-
tanfettsaureester (z. B. Sorbitanmonooleat, Sorbitandioleat, Sorbitansesquioleat usw.), Glycerinfettsdureester
(z. B. Glycerinmonooleat usw.), Polyglycerinfettsdureester (z. B. Diglycerinmonooleat, Diglycerindioleat usw.)
und dergleichen, ein nichtionisches Tensid mit einer Polyoxyethylenkette im Molekul wie etwa Polyoxyethylen-
sorbitanfettsdureester (Polysorbat) [z. B. Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat usw.], Polyoxyethylen — hy-
driertes Rizinusél, Polyoxyethylenpolyoxypropylenglykol und dergleichen verwendet. Ein nattrlich vorkom-
mendes Lecithin enthaltendes Glycerophospholipid kann ebenfalls verwendet werden.

[0025] Von diesen werden ein partieller Ester eines mehrwertigen Alkohols mit 3 bis 10 Hydroxygruppen im
Molekul wie etwa Sorbitan, Glycerin und Polyglycerin und einer Fettsdure mit 12 bis 20 Kohlenstoffatomen und
ein Hydroxyfettsauretriglycerid mit einer angefiigten Polyoxyethylenkette, das durch Polyoxyethylen — hydrier-
tes Rizinusol dargestellt wird, besonders in Kombination verwendet, so dall das Gesamt-HLB des Emulgators
(B) kleiner als 10 ist. Auf diese Weise kann ein Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs mit viel héherer Stabilitat
als Zubereitung erhalten werden.

[0026] In der vorliegenden Beschreibung wird das HLB gemaf der von W. C. Griffin [W. C. Griffin, J. Soc. Cos-
metic. Chemists, 1, 311 (1949)] vorgeschlagenen Formel bestimmt.

[0027] Zur Herstellung des Oladjuvansimpfstoffs der vorliegenden Erfindung wird eine Emulgatorzusammen-
setzung als Komponente verwendet, die eine Antigenlésung enthaltende w/o-Emulsion darstellt und durch Vor-
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mischen einer Aminosaure oder eines Salzes davon und einer walrigen Lésung, die einen nicht-reduzieren-
den Zucker oder Zuckeralkohol mit mindestens 5 Hydroxygruppen im Molekil enthalt, und eines partiellen Es-
ters eines mehrwertigen Alkohols mit 3 oder mehr Hydroxygruppen und einer Fettsaure, die ein nichtionisches
Tensid ist, das bei Raumtemperatur flissig wird, zusammen mit dem vorstehend angefiihrten Emulgator (B)
zum Verstarken der Wirksamkeit des Oladjuvans und der Zubereitungsstabilitat erhalten wird. Die Aminoséaure
oder ein Salz davon und der in Form einer walrigen Lésung verwendete Zucker oder Zuckeralkohol kénnen
aus den im allgemeinen fur Nahrungsmittel und pharmazeutische Produkte verwendeten, in der japanischen
Pharmakopoe und dem japanischen Kodex pharmazeutischer Wirkstoffe aufgefihrten ausgewahlt werden. Die
hier verwendete Antigenldsung kann jede Form aufweisen, solange sie eine Flussigkeit ist und wird durch eine
Lésung, Suspension und dergleichen veranschaulicht. Die Aminosaure oder ein Salz davon kénnen zum Bei-
spiel Glycin, Alanin, Argininhydrochlorid, Histidin, Phenylalanin, Natriumaspartat, Kaliumaspartat, Natriumglu-
tamat, Kaliumglutamat oder ein Hydrat davon sein, wobei der Zucker und Zuckeralkohol vorzugsweise aus Tre-
halose, Xylit, Sorbit, Mannit, Maltit, Lactit und dergleichen ausgewahlt sind.

[0028] Die vorstehend angefiihrte Emulgatorzusammensetzung wird durch Herstellen einer die vorstehend
angefuhrte Aminosaure oder ein Salz davon enthaltende wafrigen Lésung und Mischen und Rihren der waf3-
rigen Lésung mit dem vorstehend angefiihrten, nichtionischen Tensid in einem Gewichtsverhaltnis von 10 : 1-
1:1 (walrige Lésung : Tensid) erhalten. Die Emulgatorzusammensetzung wird in einem Anteil von etwa 1-20
Gew.-%, vorzugsweise etwa 2-10 Gew.-% einer eine Antigenldsung enthaltenden w/o-Emulsion verwendet.
[0029] Der Emulgator (D) wird in Schritt 2 zum Dispergieren oder Emulgieren der vorstehend angefiihrten
w/o-Emulsion in einer einen Emulgator (D) und eine walrige Komponente (E) enthaltenden Flussigkeit ver-
wendet.

[0030] Ein als Emulgator (D) verwendetes Tensid ist im Hinblick auf die Stabilitat des fertigen Oladjuvansimpf-
stoffs des w/o/w-Typs vorzugsweise hydrophil und weist einen verhaltnismaRig hohen HLB-Wert auf, der be-
sonders bevorzugt nicht kleiner als 10 ist. Dieser Emulgator (D) kann bei Bedarf allein oder in Kombination ver-
wendet werden. In diesem Fall wird der Emulgator (D) vorzugsweise so bestimmt, dal3 das Gesamt-HLB min-
destens 10 betragt.

[0031] Genauer werden ein nichtionisches Tensid mit einer Polyoxyethylenkette im Molekll und mit einem
HLB von nicht weniger als 10 wie etwa (ein) Polyoxyethylensorbitanfettsdureester, Polyoxyethylen — hydriertes
Rizinusél, Polyoxyethylenpolyoxypropylenglykol und dergleichen verwendet. Diese Tenside kénnen in Kombi-
nation mit einem partiellen Ester eines mehrwertigen Alkohols und einer Fettsdure wie etwa Sorbitanfettsau-
reester, Glycerinfettsaureester, Sucrosefettsaureester, Polyglycerinfettsdureester und dergleichen und einem
naturlich vorkommendes Lecithin enthaltenden Glycerophospholipid verwendet werden. Davon ermdglicht die
Verwendung besonders von Polyoxyethylenpolyoxypropylenglykol allein oder in Kombination mit anderen Ten-
siden die Herstellung eines Oladjuvansmpfstoffs des w/o/w-Typs mit (iberlegener Zubereitungsstabilitét.
[0032] Das als Emulgator (B) oder Emulgator (D) zu verwendende Glycerophospholipid kann zum Beispiel
ein naturlich vorkommendes Phospholipid wie etwa ein aus Eigelb und Sojabohnen extrahiertes und gereinig-
tes Phospholipid und ein hydriertes Addukt davon und verschiedene synthetische Phospholipide und Lyso-
phospholipide sein, wobei die Zusammensetzung der Acylstruktureinheit und der Grundstruktureinheit geregelt
ist.

[0033] Bei dem Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs der vorliegenden Erfindung stellt die waRrige Kompo-
nente (C) eine walrige Phase dar, die eine Dispersionsphase in der in Schritt 1 hergestellten w/o-Emulsion ist
und stellt eine innere, waRrige Phase dar, die in einer Olphase dispergiert ist, die eine Dispersionsphase in
dem fertigen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs ist. Die waRrige Komponente (C) enthalt verschiedene Anti-
gene.

[0034] Das in der warigen Komponente (C) enthaltene Antigen kann von verschiedener Art sein und kann
verschiedene Formen aufweisen. Genauer werden allgemein sowohl inaktivierte Zellen, inaktivierte Virusteil-
chen, inaktiviertes Mycoplasma als auch ein prophylaktischer Faktor gegen eine Pathogeninfektion wie etwa
ein fur einen Untereinheit-Impfstoff verwendetes Bindungsprotein, Hullantigen und dergleichen verwendet. Die
inaktivierten Zellen kbnnen Gram-negative Bakterien wie etwa Actinobacillis pleuropneumoniae, Escherichia
coli usw., Gram-positive Bakterien wie etwa Erysipelothrix rhusiopathiae usw. und dergleichen sein. Das Virus
des inaktivierten Virusteilchens schliel3t zum Beispiel das japanische Enzephalitisvirus und dergleichen ein.
Das Mycoplasma des inaktivierten Mycoplasmas wird durch Schweine- und Hihnermycoplasma veranschau-
licht. Als prophylaktischer Faktor gegen eine Pathogeninfektion wird das F-Protein des Newcastle-Krankheits-
virus veranschaulicht. Es ist ferner mdglich, einen mehrere Antigene enthaltenden kombinierten Impfstoff zu
verwenden.

[0035] Der Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfindung kann auRer einem Antigen eine andere wirksame
Komponente als das Antigen wie etwa Antibiotika enthalten. Beispiele der Antibiotika schlieen Kanamycin-
sulfat, Oxytetracyclinhydrochlorid und dergleichen ein.

[0036] Die biologisch annehmbare und wirksame Menge eines Antigens in einem walrigen Bestandteil (C)
wird gemal dem Ziel und der Art des zu verwendenden Antigens geeignet bestimmt.
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[0037] Bei der vorliegenden Erfindung ist das vorstehend angeflihrte Antigen in der inneren, walrigen Phase
enthalten. Selbst wenn ein Teil des Antigens wahrend des Herstellungsverfahrens des Oladjuvansimpfstoffs
des w/o/w-Typs der vorliegenden Erfindung in die duRere, walkrige Phase austritt, wird die Wirkung der vorlie-
genden Erfindung nicht beeintrachtigt.

[0038] Bei der vorliegenden Erfindung stellt die waRrige Komponente (E) die duRere waRkrige Phase des OI-
adjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs dar. Genauer wird die walkrige Komponente (E) unter Berticksichtigung der
Stabilitdt und Sicherheit des fertigen Adjuvansimpfstoffs gegentiber dem Korper geeignet ausgewahlt. Zum
Beispiel werden physiologische Kochsalzldsung, phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlésung und der-
gleichen verwendet.

[0039] GemaR der vorliegenden Erfindung wird das in der duReren, waRrigen Phase eines Oladjuvansimpf-
stoffs enthaltene Polyethylenglykolderivat durch die folgende Formel () ausgedrtickt:

H‘—-o—{-CH,_— on—o-)n—Rz I

worin R' und R? gleich oder verschieden sein kénnen und jeweils ein Wasserstoffatom oder Alkyl mit 1 bis 4
Kohlenstoffatomen sind und n der Polymerisationsgrad ist.

[0040] In der vorstehend angefiihrten Formel (1) kann Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen als R! und R? eine
gerade Kette oder verzweigte Kette sein und wird durch Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl,
sec-Butyl und tert-Butyl veranschaulicht. Geeignete R' und R? sind ein Wasserstoffatom, Methyl und Ethyl, wo-
bei ein Wasserstoffatom besonders geeignet ist. Geeignete Kombinationen von R und R? sind ein Wasser-
stoffatom und ein Wasserstoffatom, ein Wasserstoffatom und Methyl, ein Wasserstoffatom und Ethyl, Methyl
und Methyl und dergleichen. Die Kombination eines Wasserstoffatoms und eines Wasserstoffatoms ist beson-
ders geeignet. n ist der Polymerisationsgrad, der ein Molekulargewicht in dem Bereich 400-20000 ergibt.
[0041] Das Polyethylenglykolderivat der vorstehend angefiihrten Formel (1) weist ein Molekulargewicht von
400-20000, vorzugsweise 1000-10000, besonders bevorzugt 3000-9000 auf. Es ist in der duf3eren, walrigen
Phase in einem Anteil von 0,5-20 Gew.-%, vorzugsweise 1-10 Gew.-%, bevorzugter 1-5 Gew.-% der Phase
enthalten.

[0042] Wenn das Polyethylenglykolderivat ein Molekulargewicht von weniger als 400 aufweist oder wenn der
Gehalt weniger als 0,5 Gew.-% ist, kann keine zufriedenstellende viskositdtserniedrigende Wirkung erzielt wer-
den. AuRerdem kann die Wirkung als Adjuvans abgeschwacht werden. Wenn das Molekulargewicht des Poly-
ethylenglykolderivats 20000 Uberschreitet, weist die aulere, walrige Phase selbst eine erhohte Viskositat auf,
was wiederum die Viskositat des Oladjuvansimpfstoffs als ganzes erhoht und dadurch eine unzureichende vis-
kositatserniedrigende Wirkung liefert. Wenn der Gehalt 20 Gew.-% Uberschreitet, zeigen die innere walrige
Phase und die auRere walrige Phase vollig unterschiedliche osmotische Drucke. Als Ergebnis kann keine sta-
bile Emulsion des w/o/w-Typs geliefert werden, was wiederum die Herstellung eines stabilen Oladjuvansimpf-
stoffs unerreichbar macht.

[0043] Beider vorliegenden Erfindung bewirkt ein héheres Molekulargewicht des vorstehend angefiihrten Po-
lyethylenglykolderivats eine hohere Viskositat der duleren waRrigen Phase, als Ergebnis dessen der Oladju-
vansimpfstoff eine hdhere Viskositat aufweist. Es ist erwiinscht, seinen Gehalt so einzustellen, dal er gemaf
dem Molekulargewicht des Polyethylenglykolderivats in den vorstehend angefiihrten Bereich fallt.

[0044] GemalR der vorliegenden Erfindung kann ein Polyethylenglykolderivat, wovon die vorstehend beispiel-
haft angefihrten ein Molekulargewicht in dem Bereich von 400-20000 aufweisen, allein verwendet werden,
oder zwei oder mehr Derivate mit verschiedenen Molekulargewichten kénnen in Kombination verwendet wer-
den.

[0045] Hinsichtlich der Stabilitat als Zubereitung und der Adjuvanswirkung des fertigen Oladjuvansimpfstoffs
weist das Polyethylenglykolderivat vorzugsweise ein Molekulargewicht von 1000-10000 auf und ist in einer du-
Reren walirigen Phase insbesondere in einem Anteil von 1-10 Gew.-%, vorzugsweise 1-5 Gew.-% der Phase
enthalten.

[0046] Der gemaB der vorliegenden Erfindung hergestellte Oladjuvansimpfstoff ist durch eine liberlegene Ad-
juvanswirkung und niedrigere Viskositat gekennzeichnet, die der Tatsache zuzuschreiben sind, dafl das Poly-
ethylenglykolderivat in der duBeren waRrigen Phase vorliegt. Im allgemeinen zeigt eine Emulsion des
w/o/w-Typs oft eine stark erhdhte Viskositat und Aggregation von w/o-Teilchen, was auf die Wirkung der in der
inneren walrigen Phase enthaltenen Substanzen und die Tatsache, dal in der inneren walrigen Phase und
der aulieren walrigen Phase unterschiedliche Komponenten enthalten sind, zurlickzufihren ist. Insbesondere
kann eine fiir einen Oladjuvansimpfstoff verwendete Antigenlésung verschiedene Bestandteile wie etwa Zell-
komponenten und Mediumkomponenten in hohen Konzentrationen enthalten. Zur Verwendung als Oladjuvan-
simpfstoff des w/o/w-Typs kdnnen Emulsionen des w/o/w-Typs mit derselben Zusammensetzung daher auch
dramatisch verschiedene Viskositats- und Stabilitatswerte zeigen, was auf die Wirkung anderer Komponenten
in der zu verwendenden Antigenlésung zurlickzufiihren ist. Dies wirft insbesondere, wenn mehrere Arten An-
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tigene unter Ergeben eines Impfstoffs vermischt werden, ein ernstes Problem auf und mufd mit allen Mitteln
wahrend der Produktion und Kontrolle eines Impfstoffs vermieden werden. Bei der vorliegenden Erfindung ist
jedoch ungeachtet der Zusammensetzung oder Komponenten der inneren walrigen Phase in der aulieren
walrigen Phase ein Polyethylenglykolderivat zum Verringern der Viskositat enthalten, was wiederum ein der-
artiges Problem (berwindet. Wenn ein Oladjuvansimpfstoff eine hohe Viskositat aufweist, wird die Verar-
beitbarkeit wahrend der Verabreichung an einen Kérper schlecht, was wiederum zu einem schlechteren Diffu-
sionsverhalten im Kérper und Nebenwirkungen wie etwa einer topischen Reaktion und Restimpfstoff an der
Injektionsstelle fihrt. Durch den Zusatz eines Polyethylenglykolderivats zu der auf3eren walrigen Phase kon-
nen diese Aspekte ebenfalls verbessert werden.

[0047] Einer der Hauptfaktoren, die die Eigenschaften des Oladjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs beeinflus-
sen, ist die Teilchengrdf3e der in der duReren walrigen Phase enthaltenen w/o-Emulsion. Wenn allgemein die
TeilchengréRe der in der duReren waRrigen Phase enthaltenen w/o-Emulsion groR ist, zeigt das Oladjuvans
des w/o/w-Typs beim Einbringen das Verhalten eines Oladjuvans des w/o-Typs. Dies bedeutet, daR die Adju-
vanswirkung héher wird, die Nebenwirkungen wie etwa eine topische Reaktion aber ebenfalls stark werden.
AuRerdem neigen die Teilchen zum Agglomerieren, wodurch die Stabilitat als Zubereitung erniedrigt wird.
Wenn im Gegensatz dazu eine w/o-Emulsion verhaltnismaRig kleinere Teilchen enthalt, weist die Zubereitung
eine hohere Stabilitat, verringerte Nebenwirkungen und eine schwachere Adjuvanswirkung auf. Der durch die
vorliegende Erfindung hergestellte Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs zeigt eine hohe immunverstérkende
Wirkung, selbst wenn die Teilchen der w/o-Emulsion verhaltnismaRig klein sind. So zeigt der erfindungsgema-
Re Impfstoff eine Uberlegene Stabilitat als Zubereitung, weniger und ein niedrigeres Ausmal} an Nebenwirkun-
gen und eine Uberlegene Wirksamkeit. Unter dem Aspekt der Stabilitat als Zubereitung und der Verringerung
der Nebenwirkungen weisen im wesentlichen alle Teilchen der w/o-Emulsion, die den Oladjuvansimpfstoff des
w/o/w-Typs darstellen, vorzugsweise eine Teilchengrée von nicht mehr als 50 um und eine durchschnittliche
TeilchengréRRe von nicht mehr als 20 pm auf.

[0048] Das Herstellungsverfahren des Oladjuvansimpfstoffs der vorliegenden Erfindung ist nicht besonders
eingeschrankt und kann ein bekanntes Verfahren sein. Wenn der Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfin-
dung hergestellt wird, enthélt die in Schritt 1 hergestellte w/o-Emulsion eine Olkomponente (A) in einem Anteil
von 30-90 Gew.-%, vorzugsweise 40-80 Gew.-%, einen Emulgator (B) in einem Anteil von 1-20 Gew.-%, vor-
zugsweise 2-15 Gew.-%, und eine ein Antigen enthaltende walrige Komponente (C) in einem Anteil von 5-75
Gew.-%, vorzugsweise 15-60 Gew.-%, alles bezogen auf die w/o-Emulsion. Der Emulgator (D) wird in Schritt
2 in einem Anteil von 0,1-20 Gew.-%, vorzugsweise 0,5-10 Gew.-% der Summe des Emulgators (D), der waf3-
rigen Komponente (E) und des Polyethylenglykolderivats verwendet.

[0049] Das Mischungsverhaltnis der (in Schritt 1 hergestellten) w/o-Emulsion und einer einen Emulgator (D)
und einen wafrigen Bestandteil (E) in Schritt 2 enthaltenden Flissigkeit wird in Abhangigkeit von der Art des
beabsichtigten oder gewahlten Antigens geeignet bestimmt. Vorzugsweise ist das Gewichtsverhaltnis
w/o-Emulsion : einen Emulgator (D) und eine waflirige Komponente (E) enthaltende Flussigkeit =2 : 1-1: 10,
bevorzugt 2 : 1-1: 5.

[0050] Gemal der vorliegenden Erfindung wird der au3eren walrigen Phase durch teilweises oder vollstan-
diges Zufiigen des vorstehend angefiihrten Polyethylenglykolderivats der Formel (1), das ein Molekulargewicht
von 400-20000 aufweist, vor der vorstehend angefiihrten, einen Emulgator (D) und eine walrige Komponente
(E) enthaltenden Flissigkeit ein Polyethylenglykolderivat zugesetzt. Wahlweise wird ein Oladjuvans des
w/o/w-Typs hergestellt und das getrennt in Wasser, physiologischer Kochsalzlésung oder Puffer geloste Poly-
ethylenglykolderivat wird zugefluigt. Die zuzusetzende Menge des Polyethylenglykolderivats ist wie vorstehend
angeflhrt.

[0051] Wenn ein mehrere Arten Antigene enthaltender Oladjuvansimpfstoff hergestellt wird, werden jede Art
Antigen in der inneren wafirigen Phase enthaltende w/o-Emulsionen wie spater dargestellt hergestellt, ge-
mischt und in einer einen Emulgator (D) und einen waRrigen Bestandteil (E) enthalten Flissigkeit dispergiert.
Wahlweise werden Oladjuvantien des w/o/w-Typs fiir eine beliebige Zahl Antigene wie spéter angefiihrt herge-
stellt und gemischt.

[0052] Der Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfindung kann als pharmazeutisches Produkt verschiede-
ne Additive, die nicht direkt an der Adjuvansaktivitat beteiligt sind, wie etwa Puffermittel, Antiseptika, den os-
motischen Druck regelnde Mittel und dergleichen enthalten.

[0053] Zur Herstellung des Oladjuvansimpfstoffs der vorliegenden Erfindung kann jede zum Emulgieren be-
fahigte Apparatur sowohl bei der Herstellung einer ein Antigen in der inneren wafrigen Phase (Schritt 1) ent-
haltenden w/o-Emulsion als auch zum Dispergieren oder Emulgieren der in einer Flissigkeit einen Emulgator
(D) und eine wafirige Komponente (E) (Schritt 2) enthaltenden w/o-Emulsion, eine typische Emulgierapparatur
(z. B. Homomischer, Homogenisator, CLEARMIX (hergestellt von M TECHNIQUE) und dergleichen), eine
Membranemulgierapparatur unter Verwenden einer porésen Membran, eine Hochdruckstrahlemulgierappara-
tur und dergleichen verwendet werden. Wenn nétig, wird die den Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfin-
dung darstellende w/o-Emulsion durch ein Membranfilter geflihrt, um die Teilchengréf3e unter einen bestimm-
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ten Wert zu bringen.

[0054] Bei der Herstellung des Impfstoffs kann weiterhin jede zu verwendende Komponente zuvor einer Ste-
rilisierungsbehandlung in Abhangigkeit von deren Eigenschaften wie etwa einer Sterilisierung durch Erhitzen
oder Sterilisierung durch Filtrieren unterzogen werden.

[0055] Wenn der durch die vorliegende Erfindung hergestellte Oladjuvansimpfstoff auf einen Kérper ange-
wandt wird, wird ein geeigneter Verabreichungsweg wie etwa subkutane, intramuskulare und intraperitoneale
Injektionen und eine Verabreichung durch die Schleimhaut der Nasenhéhle und des Darms eingesetzt. Die Do-
sis und Verabreichungshaufigkeit sollten zum Erzielen einer gewlinschten immunologischen Wirkung geman
einem typischerweise auf dem betreffenden Gebiet eingesetzten Verfahren geeignet bestimmt werden.
[0056] Die vorliegende Erfindung wird durch Bezug auf Anschauungsbeispiele genau erlautert.

[0057] In den folgenden Beispielen wurde Polyethylenglykol (hierin nachstehend auch als PEG oder Ma-
crogol bezeichnet) als Polyethylenglykolderivat verwendet.

[Herstellung eines Oladjuvansimpfstoffs]

[0058] Der in den folgenden Beispielen verwendete Oladjuvansimpfstoff wurde durch das folgende Verfahren
unter Verwenden eines CLEARMIX CLM-0.8S (M TECHNIQUE) hergestellt. Die Emulgierung wurde bei
Raumtemperatur ausgefiihrt und Kihlwasser wurde nétigenfalls verwendet. Jede Komponente in den folgen-
den Zusammensetzungen wurde einer Sterilisierungsbehandlung durch ein geeignetes Sterilisierungsverfah-
ren unterzogen. Jeder Rihr- und Emulgiervorgang usw. wurde in steriler Umgebung ausgefiihrt. In den Bei-
spielen bedeutet ,Teile" ,Gewichtsteile".

[0059] Bei den folgenden Zubereitungen von Oladjuvansimpfstoffen bedeutet die ,&duRere walkrige Phase"
eine mit einer w/o-Emulsion zur Herstellung des Oladjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs zu vermischende Fliis-
sigkeit.

«Beispiel 1: Herstellung des Impfstoffs 1»

[0060] Gemal der Zusammensetzung von W/O-1 in Tabelle 1 wurde jede andere Komponente als die Anti-
gensuspension gewogen in ein Becherglas eingebracht. Polyoxyethylen — hydriertes Rizinus6l wurde vor Ge-
brauch auf 50°C erhitzt und geldst. Eine waldrige Lésung von Natriumglutamat und Sorbit wurde mit Sorbi-
tan-Sesquioleat in einem Gewichtsverhaltnis von 1/1 gemischt, gerihrt und zugefligt. Das restliche Sorbitan-
sesquioleat wurde so zugefiigt, wie es war. Die Antigensuspension wurde allmahlich unter Riihren hinzugefligt
und durch 5 min Rihren mit 12000 Upm bei normaler Temperatur in einem CLEARMIX CLM-0.8S (M TECH-
NIQUE) unter Ergeben einer Emulsion des w/o-Typs (W/O-1) gemischt.

[0061] Gemal der Zusammensetzung der dufleren walrigen Phase 1 in Tabelle 3 wurde jede Komponente
in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS, pH 7,4) (auere walrige Phase 1) geldst. Die vorstehende
W/O-1 (1 Teil) und die dufl3ere walrige Phase 1 (1 Teil) wurden in einem Becherglas gewogen und mittels des
CLEARMIX CLM-0.8S 5 min mit 9000 Upm unter Ergeben eines Oladjuvansimpfstoffs 1 gemischt. In den fol-
genden Beispielen und Vergleichsbeispiele wurden die w/o-Emulsion und die dufere walrige Phase solange
nicht anders angegeben unter denselben Bedingungen wie bei Beispiel 1 zur Impfstoffherstellung gemischt.

«Beispiel 2: Herstellung des Impfstoffs 2»

[0062] Die in Beispiel 1 hergestellte Emulsion des w/o-Typs (W/O-1, 1 Teil) und die entsprechend der Zusam-
mensetzung der dulieren waldrigen Phase 2 in Tabelle 3 hergestellte dullere walkrige Phase 2 (1 Teil) wurden
gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 2 hergestellt.

«Beispiel 3: Herstellung des Impfstoffs 3»

[0063] Gemal der Zusammensetzung von W/O-2 in Tabelle 1 wurde jede andere Komponente als die Anti-
gensuspension in einem Becherglas gewogen. Das Polyoxyethylen — hydriertes Rizinusél wurden vor Ge-
brauch auf 50°C erwarmt und geldst. Macrogol 6000 der japanischen Pharmakopoe wurde vorher in der Anti-
gensuspension homogen geldst. Unter denselben Bedingungen wie in Beispiel 1 wurde eine Emulsion des
w/o-Typs hergestellt (W/O-2).

[0064] AnschlieBend wurde W/O-2 (3 Teile) und die auRere walrige Phase 3 (2 Teile) gemal der Zusammen-
setzung der duBeren waRrigen Phase 3 in Tabelle 3 gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 3 herge-
stellt.

8/18



DE 600 02 650 T2 2004.03.11

«Beispiel 4: Herstellung des Impfstoffs 4»

[0065] Gemal der Zusammensetzung der dufleren walrigen Phase 4 in Tabelle 3 wurde jede Komponente
gewogen. Die Komponenten wurden auf etwa 60°C erwarmt, griindlich gemischt, dispergiert und zur Verwen-
dung als auliere walrige Phase 4 auf Raumtemperatur abgekihlt. AnschlieRend wurde eine in Beispiel 3 her-
gestellte Emulsion des w/o-Typs (W/O-2, 1 Teil) und die auflere walirige Phase 4 (3 Teile) gewogen und es
wurde ein Oladjuvansimpfstoff 4 hergestellt.

«Beispiel 5: Herstellung des Impfstoffs 5»

[0066] Gemal der Zusammensetzung von W/O-3 in Tabelle 1 wurde jede andere Komponente als die Anti-
gensuspension in einem Becherglas gewogen. Auf dieselbe Weise wie in Beispiel 1 wurde die Antigensuspen-
sion allmahlich unter Rihren des Gemisches zugefligt und es wurde auf dieselbe Weise wie in Beispiel 1 eine
Emulsion des w/o-Typs hergestellt (W/O-3).

[0067] AnschlieBend wurden diese Emulsion des w/o-Typs (W/O-3, 2 Teile) und die aullere walrige Phase 2
(3 Teile) in einem Becherglas gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 5 hergestellt.

«Beispiel 6: Herstellung des Impfstoffs 6»

[0068] Die in Beispiel 5 hergestellte Emulsion des w/o-Typs (W/O-3, 2 Teile) und die gemall der Zusammen-
setzung der aulReren wassrigen Phase 5 in Tabelle 4 hergestellte duRere walrige Phase (2 Teile) wurden ge-
wogen und mittels eines CLEARMIX CLM-0.8S 5 min bei 9000 Upm unter Ergeben einer Emulsion gemischt.
Macrogol 6000 der japanischen Pharmakopoe wurde in PBS auf eine Konzentration von 10 Gew.-% geldst und
die sich daraus ergebende Lésung (1 Teil) wurde zugefiigt. Das Gemisch wurde unter Ergeben des Oladjuvan-
simpfstoffs 6 gelinde gerihrt.

«Beispiel 7: Herstellung des Impfstoffs 7»

[0069] Gemal der Zusammensetzung von W/O-4 in Tabelle 2 wurde jede andere Komponente als die Anti-
gensuspension in einem Becherglas gewogen. Auf dieselbe Weise wie in Beispiel 1 wurde mittels eines
CLEARMIX CLM-0.8S eine Emulsion des w/o-Typs hergestellt (W/O-4).

[0070] AnschlieBRend wurde W/O-4 (1 Teil) und die gemaR der Zusammensetzung der duflderen walrigen Pha-
se 4 in Tabelle 3 hergestellte duRere waRrige Phase 4 (1 Teil) gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff
7 hergestellt.

«Beispiel 8: Herstellung des Impfstoffs 8»

[0071] Gemal der Zusammensetzung von W/O-5 in Tabelle 2 wurde jede andere Komponente als die Anti-
gensuspension in einem Becherglas gewogen. Das Polyoxyethylen — hydriertes Rizinusdl wurde vor Gebrauch
auf 60°C erwarmt und geldst.

[0072] Die Antigensuspension wurde allmahlich unter Ruhren zugefligt und eine Emulsion des w/o-Typs
(W/O-5) wurde auf dieselbe Weise wie in Beispiel 1 hergestellt.

[0073] AnschlieBend wurde W/O-5 (1 Teil) und die auRere walrige Phase 2 (1 Teil) gewogen und es wurde
ein Oladjuvansimpfstoff 8 hergestellt.

«Beispiel 9: Herstellung des Impfstoffs 9»

[0074] Gemal der Zusammensetzung von W/O-6 in Tabelle 2 wurde jede andere Komponente als die Anti-
gensuspension in einem Becherglas gewogen. Eigelblecithin wurde in der Olphase homogen geldst und Poly-
oxyethylen — hydriertes Rizinusdl wurde vor Gebrauch auf 60°C erhitzt und gelést. Die Antigensuspension wur-
de allmahlich unter Riihren zugefiigt und eine Emulsion des w/o-Typs (W/O-6) wurde auf dieselbe Weise wie
in Beispiel 1 hergestellt.

[0075] AnschlieBend wurde W/O-6 (3 Teile) und die duRere walrige Phase 3 (2 Teile) gewogen und es wurde
ein Oladjuvansimpfstoff 9 hergestellt.

«Vergleichsbeispiel 1: Herstellung des Impfstoffs 10»

[0076] Die in Beispiel 1 hergestellte W/O-1 (1 Teil) und in Tabelle 4 dargestellte duRere walrige Phase 5 (1
Teil) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 10 hergestellt.
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«Vergleichsbeispiel 2: Herstellung des Impfstoffs 11»

[0077] Die in Beispiel 1 hergestellte W/O-1 (1 Teil) und in Tabelle 4 dargestellte dulere walrige Phase 6 (1
Teil) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 11 hergestellt.

«Vergleichsbeispiel 3: Herstellung des Impfstoffs 12»

[0078] Die in Beispiel 3 hergestellte W/O-2 (3 Teile) und in Tabelle 4 dargestellte aullere walirige Phase 7 (2
Teile) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 12 hergestellt.

«Vergleichsbeispiel 4: Herstellung des Impfstoffs 13»

[0079] Die in Beispiel 5 hergestellte W/O-3 (2 Teile) und in Tabelle 4 dargestellte aullere walirige Phase 5 (3
Teile) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 13 hergestellt.

«Vergleichsbeispiel 5: Herstellung des Impfstoffs 14»

[0080] Die in Beispiel 7 hergestellte W/O-4 (1 Teil) und in Tabelle 4 dargestellte dullere walrige Phase 8 (1
Teil) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 14 hergestellt.

«Vergleichsbeispiel 6: Herstellung des Impfstoffs 15»

[0081] Die in Beispiel 8 hergestellte W/O-5 (1 Teil) und in Tabelle 4 dargestellte dulere walrige Phase 6 (1
Teil) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 15 hergestellt.

«Vergleichsbeispiel 7: Herstellung des Impfstoffs 16»

[0082] Die in Beispiel 9 hergestellte W/O-6 (3 Teile) und in Tabelle 4 dargestellte aullere walirige Phase 7 (2
Teile) wurden gewogen und es wurde ein Oladjuvansimpfstoff 16 hergestellt.

[0083] Die Zusammensetzungen der fir die Impfstoffe der Beispiele und Vergleichsbeispiele verwendeten
w/o-Emulsionen werden in Tabelle 1 und 2 dargestellt, die Zusammensetzungen der duf3eren walrigen Pha-
sen werden in Tabelle 3 und 4 dargestellt und die Mischungsverhaltnisse der w/o-Emulsion und der duf3eren
waldrigen Phase der Impfstoffe werden in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der w/o-Emulsion — 1

zugesetzte Komponente Mischungsverhéltnis (Gew.-%)

Verbindung W/0-1 {W/0-2 {W/0-3
Ethyloleat N T
Squalen e =155 1207
.gereinigtes Sojabohnend! ol U N TOE. -0
Sorbitansesquioleat T 10 1 10 {107
Polyoxyethylen (20) - hydriertes b 5
U RO URVRUROS HUSUR SR
Polyoxyethylen (40) - hydriertes 5 3 _ 7
RIZINUSO e e LS S
Polyoxyethylen (20) - Sorbitan- A SO
_monooleat™ SUTSTTUUUTUUUUUORTY USRS S
waBrige Lésung™ von Natrium- s - i
glutamat und Sorbit i3
Antigensuspension 40 1 29 i 50
Macrogol 6000 der I )
japanischen Pharmakopoe : :

summe 100 : 100 : 100

*1) Die Zahlen in Klammern zeigen die durchschnittliche Anzah!l Mol addiertes
Ethylenoxid

*2)  durch Lésen von Natriumglutamat-monohydrat (25 g) und Sorbit (10 g) in
destilliertem Wasser hergestellte waBrige Lésung (100 ml)

*3) Macrogol wurde zuvor in der Antigensuspension gelost

Tabelle 2: Zusammensetzung der w/o-Emulsion — 2

zugesetzte Komponenten Mischungsverhéltnis (Gew.-%)
Verbindung __W/0-4 | W/O0-5 ! W/0-6
Ethyloleat e 40 i o=+ .30
Squalen e O S O L
Isopropylmyristat ) o TiTTgo AT
| gereinigtes Eigelblecithin 1 PR S S
| Glycerinmonooleat 115 TThiie bR
Polyoxyethylen (10) - hydriertes 5 o5 1 2T
Rizinusol™» P L
Polyoxyethylen (60) - hydriertes - r 5 r 5
RiZinuSOl e S S
Antigensuspension . 40 {20 35
Summe ' 100 { 100 100

*1) Die Zahlen in Klammern zeigen die durchschnittliche Anzahl Mol addiertes

Ethylenoxid
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Tabelle 3: Zusammensetzung der duBeren waRrigen Phase des Oladjuvansimpfstoffs — 1

zugesetzte Verbindungen Mischungsverhaltnis (%)
Verbindung duBere auBere §éuBere EéuBere
waBrige | waBrige ;wéBrige | waBrige
Phase ! Phase ! Phase | Phase
1 i 2 i 3 i 4
Polyoxyethylen (60) - hydriertes 2y - i = 2
RIZINUSOI™) e eee e e R feeeeecoane e
Polyoxyethylen (10) - Sorbitan- B - T -
monooleat ™ ‘ ‘ *
Polyoxyethylen (196) - 17 3 ST
Polyoxypropylenglykol (67)*% : : :
gereinigtes Eigelblecithin [ =i = =2 ]
Macrogol 100072 e e e e D
Macrogol 4000 der japanischen Pharmakopoe | - i 4 i1 -
Macrogol 6000 der japanischen Pharmakopoe i 3 i = i 1 = .
phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS) 94 i 937 i 96 95 ]
Summe 100 ¢ 100 : 100 : 100

*1) Die Zahlen in Klammern zeigen die durchschnittliche Anzahl Mol addiertes

Ethylenoxid

*2) annehmbares japanisches pharmazeutisches Arzneistofftragerprodukt

Tabelle 4: Zusammensetzung der duBeren waRrigen Phase des Oladjuvansimpfstoffs — 2

zugesetzte Komponente Mischungsverhéltnis (%) IR
Verbindung duBere | &uBere | &uBere | auBere
: waBrige } wéaBrige | waBrige | wéBrige
Phase i Phase Phase  Phase
5 + 6 i 1 i 8
Polyoxyethylen (60) - hydriertes 2 - 1 = 2
Rizinusol™ : E §
Polyoxyethylen (20) - Sorbitan- | . e e
monooleat>
Polyoxyethylen (196) - B T - T S
Polyoxypropylen(67)glykol™ ¢ & 4 :
gereinigtes Eigelblecithin " 1 el SO O - S
‘phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) | 97 197 TV 9 i Tgg T
Summe 100 ¢ 100 100 { 100

*1) Die Zahlen in Klammern zeigen die durchschnittliche Anzahl Mol addiertes

-

Ethylenoxid
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Tabelle 5: fur jede Impfstoffzubereitung verwendete w/o-Emulsion und aul3ere walrige Phase und deren Zu-

satzmengen
Impfstoff Nr. w/o-Emulsion duBere wéBrige Phase
Verbindung |Impfstoff 1 __{W/O-1 (1 Teil) _  lauBere waBrige Phase 1 (1Teil)

....................................................................................................

St LAl bttt bt by sttt el b dab At L AL LD LY et St Py DAt o DR < fogl=gigdi Sy frsiriiondt SO T

Impfstoff 4 |W/0-2 (1 Teil) duBere waBrige Phase 4 (3 Teile)

B P s ah b L L T T, R ngr . Aipupupiy heembanrconrrssacancnveduan " u .

...............................

.....................................................................................................

duBere waBrige Phase 5 (2 Teile)
Macrogollésung (1 Teil)™

R L T T R T P o R PPN

Impfstoff 7 | W/0O-4 (1 Teil)

............................................. tesrercscocencnrnvccnndticcncainecessndrernccnducddomcscobonna

Impfstoff 8 __ |W/O-5 (1 Teil) duBere waBrige Phase 2 (1 Teil)

.......................................................
..............................................

Vergleichs- | Impfstoff 10

beispiel Impfstoff 11 {W/O-1 (1 Teil)

ascvcsmcsssecnnsssnnfonsscanccntocnnnaslocoratiane

L Py R L ST E ' yfpu-pil Prf gy s gl ARSI Shysghyuiuytipngqiigifididi
- D et L Lt T Ty o, A/ T

 Impfstoff 13 |W/O-3 (2 Teile) | duBere wabrige Phase 5 (3 Teile) .
Impfstoff 14 [W/O-4 (1 Teil) 1. duBere waBrige Phase 8 (1 Teil)
Impfstoff 15 |W/0Q-5 (1 Teil) duBere waBrige Phase 6 (1 Teil)
Impfstoff 16 |W/O-6 (3 Teile) duBere wiBrige Phase 7 (2 Teile)

*1) siehe Beispiel 6 in der Beschreibung zu Einzelheiten des Herstellungsver-

fahrens

[Immunitatstest]

[0084] Die verschiedene Antigene enthaltenden Oladjuvansimpfstoffe wurden Immunitatstests unterzogen.
Die Symbole der bei den jeweiligen Versuchsbeispielen verwendeten Impfstoffe entsprechen den bei den vor-
stehend angefiihrten Beispielen und Vergleichsbeispielen verwendeten.

«Versuchsbeispiel 1: inaktivierter Schweineimpfstoff aus Erysipelothrix rhusiopathiae (Er)»

[0085] Die Kultur des Stammes SE-9 von Erysipelothrix rhusiopathiae (AMERICAN TYPE CULTURE COLL-
ECTION) in 5% Rinderserum enthaltender Hirn-Herz-Infusionsbriihe (BHIB) wurde unter Ergeben eines Anti-
gens mit Formalin inaktiviert. Unter Verwenden des Antigens wurden die Impfstoffe 1, 3, 5, 7, 10, 12 und 14
hergestellt. Zur Herstellung wurde die Antigenkonzentration jedes Impfstoffs mit phosphatgepufferter Koch-
salzlésung (PBS) auf 5,0 x 108 CFU/mI geeignet eingestellt. Ein PBS anstatt Antigenlésung enthaltendes Pla-
cebo wurde fir jeden Impfstoff hergestellt. Jeder Impfstoff wurde mit dem entsprechenden Placebo unter Er-
geben einer 5fachen seriellen Verdiinnung verdinnt. Als Kontrolle wurden Freundsches unvollstdndiges Adju-
vans (IFA), ein Adjuvans (IFA-PEG), bei dem PEG 1000 der inneren walrigen Phase von IFA in einem Anteil
von 5% der inneren wafrigen Phase zugefligt wurde, und ein Aluminiumhydroxidgel als Adjuvans enthaltender
Impfstoff hergestellt.

[0086] Jeder Impfstoff (oder verdiinnte Impfstoff) wurde subkutan in den Innenoberschenkel einer 5 Wochen
alten Clean-Maus (5 Mause je Gruppe) eingebracht (0,25 ml/Maus). 3 Wochen nach der Immunisierung wurde
Er Fujisawa-Stamm [Japanische Vereinigung von Veterinarbiologen (JAVB)] subkutan (2,2 x 10° CFU/0,1
ml/Maus) in den Innenoberschenkel jeder Maus injiziert. Nach der Injektion wurde das Uberleben der Mause
10 Tage Uberwacht und das als PD,, ausgedriickte Impfstoffverdiinnungsvielfache bei 50% Uberleben wurde
berechnet. 2 Wochen nach der Immunisierung wurden ein unverdinnter Impfstoff und ein 5fach verdiinnter
Impfstoff in die Mause eingebracht (10 Mause fiir jede Formulierung) und die Injektionsstelle wurde durch Ab-
tasten zum Bestimmen des Verhartungsgrades untersucht. Der Verhartungsgrad wurde in 5 Stufen bewertet
(O: keine, 1: leicht — 4: schwer) und fiir jede Formulierung wurde der Durchschnitt berechnet.

[0087] Bei den zu diesem Zeitpunkt hergestellten Oladjuvansimpfstoffe des w/o/w-Typs wurde durch einen
LaserbeugungsteilchengroRenanalysator SALD-2100 (SHIMADZU CORPORATION) die durchschnittliche
TeilchengréRe gemessen.

[0088] Die Ergebnisse der Wirksamkeit (PD,,) werden in Tabelle 6 zusammengefalt.
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Tabelle 6: Schweinerotlauf — Testergebnisse der Mausimmunisierung (Versuchsbeispiel 1)

Testergebnisse (Uiberlebende Mause/getestete Mause) | ppg,

unverdinnter | X X X X X X (fach)

Impfstoff 5 25 |125 [ 625 | 3125 | 15625
[Immunisierungsgruppe] ‘
Impfstoff 1 _..5/5 157515751575 14751375 ] 0/5 ]2660.4
Impfstoff 3 /5 ] 5/5 |5/5 |5/5 13/5|2/5 | 0/5 )1397.5
Impfstoff 5 |77 5/5  15/515/515/5714/5 | 275 | 075 | 1528.3
Impfstoff 7 TTTsys T T [575|5/5 |5/5 V475 |1/5 | 0/5 |1397.5
[Immunisierungsgruppe zum Vergleich]
Impfstoff 10 2 4= S & 5/5 15/5 15/5 ]2/510/5 | 0/5 j532.1
Impfstoff 12 YT -V O VN Y3 A Y0 L5
Impfstoff 14 SRR 7= SN 5/5 1575 13/5 1275|075 1 075 1275.5
IFA 205 5/5 5/5 1575 |5/5 | 3/5 | .0/5 |3670.7
IFA-PEG 5/5 | 5/5 15/5 15/5 | 4/5 | 1/5 | 0/5 [1397.5
Aluminiumgel 575 5/5 |4/5 |2/5 |0/5 | 0o/5 0/5 |77.1

[0089] Die Ergebnisse werden als Zahl der Giberlebenden Mause, in die ein verdinnter Impfstoff (oder ein un-
verdlnnter Impfstoff) eingebracht worden war, und PD,,-Werte davon dargestellt. Hierin verwendet zeigt eine
groRere PD,, eine héhere Wirksamkeit. Von den Immunisierungsgruppen zeigte die Gruppe, in die Impfstoff 1,
3, 5 und 7 eingebracht worden war, eine PD,, von nicht weniger als 1300, was die mit IFA vergleichbare, tber-
legene Wirksamkeit zeigt. Im Gegensatz dazu zeigte die Immunisierungsgruppe zum Vergleich (denen Impf-
stoff 10, 12, 14 und ein Aluminiumgeladjuvans verabfolgt worden war) PD,,-Werte von 532,1, 385,7, 279,5 und
77,1. Es ist offensichtlich, da® der durch die vorliegende Erfindung hergestellte Impfstoff bedeutend héhere
PD.,-Werte zeigte. Diese Ergebnisse haben nachgewiesen, dal der durch die vorliegende Erfindung herge-
stellte Impfstoff sehr wirkungsvoll ist.

[0090] AnschlieRend wurde die Injektionsstelle durch Abtasten zum Bestimmen des Verhartungsgrades un-
tersucht. Die durchschnittliche TeilchengréRe des Oladjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs wird in Tabelle 7 zu-
sammen mit dem Verhartungsgrad dargestellit.

Tabelle 7: Schweinerotlauf — topische Reaktion an der Injektionsstelle bei der Maus (Versuchsbeispiel 1)

topische Reaktion durchschnittliche
(DurChSChnltt) der Te”chengréee (um)
Injektionsstelle
[Immunisierungsgruppe]
Impfstoff 1 e 00 88 .
Impfstoff 3 02 o8
Impfstoff 5 T ! 7.2
Impfstoff 7 0.2 TR g T
[Vergleichsimmunisierungsgruppe]
Impfstoff 10 T - S L2 - S
Impfstoff 12 e 02 A 85
Impfstoff 14 T o.8 - .. Y.......8.8
IFA 308 RN
IFA-PEG 3.2 ' - ’
Aluminiumgel J e S

-

[0091] Bewertung der topischen Reaktion an der Injektionsstelle (0: keine, 1: leicht — 4: schwer)

[0092] Die Immunisierungsgruppe zeigte selten eine Reaktion an der Injektionsstelle, wodurch die hohe Si-
cherheit der Injektion bewiesen wurde, und die durchschnittliche Teilchengréfie betrug nicht mehr als 7,2-8,1
oder 20 um. Im Gegensatz dazu zeigte die Vergleichsimmunisierungsgruppe eine durchschnittliche Teilchen-
gréRe des Oladjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs in fast derselben Héhe und die Reaktion an der Injektionsstel-
le der Vergleichsimmunisierungsgruppe aufier IFA und IFA-PEG war klein. Die Mause in der IFA- und
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IFA-PEG-Injektionsgruppe entwickelten jedoch eine schwere Verhartung, was eine dulRerst hohe Reaktions-
bewertung ergab, wobei etwa 3/4 oder mehr der Mause, in die IFA oder IFA-PEG eingebracht worden war, an
Gangstérungen litten.

[0093] Die vorangehenden Ergebnisse weisen nach, daf der Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfindung
sowohl eine dramatisch tiberlegene Wirksamkeit als auch eine duf3erst geringe Reaktion an der Injektionsstelle
wie bei einem Aluminiumgelimpfstoff zeigt. Der erfindungsgemafRe Impfstoff ist sehr sicher.

«Versuchsbeispiel 2: inaktivierter Impfstoff aus Schweinemycoplasma»

[0094] Die Impfstoffe 2, 4, 6, 11 und 13 wurden aus Mycoplasma hypnopneumoniae Stamm 92-28 (aus Acker-
schweinen isolierter Stamm; Juridical Foundation, The Chemo-Sero-Therapeutic Research Institute) in mit
Schweineserum erganztem BHL-Medium kultiviert und mit Formalin inaktiviert. Zur Herstellung wurde der An-
tigengehalt jedes Impfstoffs mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) auf eine Antigenkonzentration von
8,0 x 10® CCU/ml eingestellt. Ein Impfstoff (Impfstoff AL) unter Verwenden eines Aluminiumhydroxidgels (AL-
HYDROGEL 85, Superfos, 9 mg/ml als Aluminium) als Adjuvans und ein Impfstoff (Impfstoff AL-PEG), der
durch Zufligen von Macrogol 4000 der japanischen Pharmakopoe zu einem Aluminiumhydroxidgel auf eine
Endkonzentration von 4% erhalten wurde, wurden so eingestellt, dal} sie dieselbe Antigenkonzentration auf-
wiesen.

[0095] Jeder Impfstoff (2 ml/Schwein) wurde im Abstand von 2 Wochen zweimal in SPF-Schweine (frei von
spezifischem Antigen) (8 Schweine/Gruppe, zum Zeitpunkt der ersten Immunisierung 4 Wochen alt) in den
Halsmuskel eingebracht. Eine Woche nach der zweiten Immunisierung wurde Lungenhomogenisat (3 x 10°
CCU/6 ml/Schwein), das aus mit Mycoplasma hypnopneumoniae Stamm 92-28 (aus Ackerschweinen isolierter
Stamm; Juridical Foundation, The Chemo-Sero-Therapeutic Research Institute) infizierten Schweinen stamm-
te, in die Luftréhre verabfolgt. Vier Wochen nach der Verabfolgung wurden die Schweine der Autopsie unter-
zogen und die Lungenlasionen wurden in Augenschein genommen. Die jeweiligen Lungenlasionen wurden be-
wertet und die Abnahme (%) der Lasionen durch jeden Impfstoff bezogen auf die Lasion der nicht-immunisier-
ten Kontrollschweine wurde berechnet.

[0096] Die Ergebnisse werden in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Schweine-Mycoplasma-Infektion — Ergebnisse des Mausimmunisierungstests (Versuchsbeispiel 2)

Immunisiérungs- Vergleichs-
gruppe immunisierungsgruppe
Impf- Impf—? Impf- | Impf- i Impf- {Impf-i Impf- | nicht-im-
stoff | stoff | stoff | stoff i stoff | stoff | stoff |munisierte
2 i 4 | 6 11 { 13 } AL | AL-PEG | ©ruppe
o { o { o | 15.2i16.4{ 23.6{ 50.2 5.5
N 1.5¢{ 2.0i O 0.5! 5.5!15.2{ 16.5 11.8
Lasionen- 0.5 9.6; 3.6 9.1 22.0{ 5.5} 22.1 14.5
.| bewertung 16.2: 30.2: 5.8] 4.5 4.58{:19.6; 25.9 32.7
(eweils einzein) | 2.6{ 5.5 18.6| 14.2{ 19.5! 56.3! 30.6 15.9
9.2{ 16.3:{ 20.6| 23.0} 23.3: 12.4} 11.1 40.2
3.5¢{ 1.5 9.6 38.6; 36.2; 28.4; 9.1 25.5
19.6: 10.5: 10.2| 10.2: 14.4: 30 : 30 45.5
(Burchschnitt) | NN N VRS VS I K T Wl 24.0
Abnahme (%) | 72,3} 60.5! €4.3| 39.8{ 26.0} 0.3/ -2.0 -
der Ldsionen H ; i i ;

[0097] Die Immunisierungsgruppen, in die die Impfstoffe 2, 4 und 6 eingebracht worden waren, zeigten eine
Abnahme der Lasionen um 60% oder dariiber, was die Gberlegene Wirksamkeit nachwies. Der Impfstoff 6, dem
PEG nach der sekundaren Emulgierung zugesetzt worden war, zeigte fast dieselbe Wirkung wie die anderen
Immunisierungsgruppen. Im Gegensatz dazu zeigten die Vergleichsimmunisierungsgruppen, denen Impfstoff
11 und 13 verabfolgt worden war, eine Abnahme der Lasionen um 39,8% beziehungsweise 26,0% und der Alu-
miniumgelimpfstoff zeigte ungeachtet der Anwesenheit oder andererseits der PEG-Zugabe tberhaupt keine
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Lasionen-verringernde Wirkung durch den Impfstoff.

[0098] Die vorangehenden Wirkungen weisen nach, dai der Oladjuvansimpfstoff der vorliegenden Erfindung
selbst dann Uberlegene Wirkungen zeigt, wenn Mycoplasma als Antigen verwendet wird. AulRerdem weisen
die Ergebnisse nach, da der PEG-Zusatz entweder vor oder nach der sekundaren Emulgierung zu der dul3e-
ren walrigen Phase wirkungsvoll ist.

[Messung der Viskositat einer Emulsion]

[0099] Die Viskositat der hergestellten Oladjuvansimpfstoffe des w/o/w-Typs wurde gemessen. Sowohl der
im vorstehenden Versuchsbeispiel 1 hergestellte Schweineimpfstoff aus Erysipelothrix rhusiopahtiae (Impfstof-
fe 1, 3, 5,7, 10, 12, 14) als auch gemaR den Formulierungen der Impfstoffe 2, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15 und 16
hergestellte entsprechende Impfstoffe und unter Verwenden von Erysipelothrix rhusiopahtiae aus dem
Schwein als Antigen wurden der Messung unterzogen, so daf ein Vergleich unter derselben Formulierung der
Antigensuspension angestellt werden konnte. Die Viskositat wurde eine Woche nach der Impfstoffherstellung
mittels eines Drehviskosimeters des Typs E (TOKI SANGYO CO., LTD., Typ RE105H) bei 25°C gemessen. Die
Ergebnisse werden in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Viskositat der Impfstoffzubereitung

Impfstoff Nr. Viskositat (mPa-*s,
25°C)

Beispiel Impfstoff 1 fo33 ]
Impfstoff 2 28
Impfstoff 3 1Ty
dmpfstoff 4 [TTTTTTTTRETTTTTTTTTTTT 1
impfstoff 5 | 31
Impfstoff 6~ 32
Impfstoff 7 | 38 |
Impfstoff 8 | 45
‘Impfstoff 9 e T

Vergleichs- JImpfstoff 10 | 153 .

beispiel Impfstoff 11 | ... 161 ...
Impfstoff 12 [ 206
Impfstoff 13 ] 187
Tmpfstoff 34T T
Impfstoff 15 | 336 ]
Impfstoff 16 315

g

[0100] Wie in Tabelle 9 dargestellt zeigen die Impfstoffe der Beispiele bei 25°C alle eine Viskositat von nicht
mehr als 50 mPa-s. Die Viskositat war sehr niedrig und erleichterte die Injektion. Im Gegensatz dazu wiesen
die Impfstoffe der Vergleichsbeispiele eine Viskositat von nicht weniger als 150 mPa-s auf, was fiir die Injektion
eine betrachtliche Kraft und Zeit erforderte.

[0101] Die vorstehenden Ergebnisse legen nahe, daR der Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs eine wesent-
lich verringerte Viskositat aufweisen kann, indem er ein Polyethylenglykolderivat in der duf3eren walrigen Pha-
se enthalt und auf diese Weise zeigt, dal die Verabreichung des erfindungsgemalen Impfstoffs in grolRem
MalRe Arbeit einsparen kann.

[Messung der EinschluRrate der Emulsion]
[0102] Bei den hergestellten Oladjuvansimpfstoffen des w/o/w-Typs wurde die EinschluBrate gemessen. So-
wohl im vorstehenden Versuchsbeispiel 2 verwendeter Schweine-Mycoplasmaimpfstoff (Impfstoff 2, 4, 6, 11,

13) als auch gemaR den Formulierungen der Impfstoffe 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 15 und 16 hergestellte, ent-
sprechende Impfstoffe wurden unter Verwendung des Mycoplasmas als Antigen der Messung unterzogen, so-
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daf} ein Vergleich unter derselben Formulierung der Antigensuspension angestellt werden konnte. Die herge-
stellten Impfstoffe wurden mit PBS verdinnt und zum Abtrennen des Emulsionsteils von der duf3eren walrigen
Phase zentrifugiert. Diese wurden isoliert und die Proteinmenge in der dueren walirigen Phase wurde gemes-
sen. Die Proteinmenge in der auf3eren walrigen Phase wurde von der in der Antigensuspension (die die innere
walrige Phase darstellt) wahrend der Herstellung der w/o-Emulsion zugesetzten abgezogen, um die Menge
des in der inneren waldrigen Phase zurliickgehaltenen Proteins zu bestimmen, auf deren Grundlage die Ein-
schlufirate aus der folgenden Formel berechnet wurde.

Einschluf3rate (%) = [(Proteinmenge in der zugesetzten Antigenldsung) — (Proteinmenge in der duf3eren wal-
rigen Phase)]/Proteinmenge in der zugesetzten Antigensuspension

[0103] Die Impfstoffe wurde nach der Herstellung bei 4°C gelagert und die EinschluRrate wurde am nachsten
Tag der Impfstoffherstellung und 3 Monate spater gemessen.

[0104] Die Ergebnisse fir die Einschluf3rate werden in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Einschluf3rate des hergestellten Impfstoffs

EinschluBrate (%)
amnachstenTag | 3 Monate nach
nach der Herstellung der Herstellung

Beispiel Impfstoff 1| 98 97
Impfstoff 2 | 98 T | gg T
Impfstoff 3 | 93 T 50
Impfstoff 4 | 04 LT 92
Impfstoff 5 ) 93 TR 93 T
'ih'w_b?s't'éff"g """"""" 92 T 9o T
Impfstoff 7 " e4 T 92
Impfstoff 8 | 97 T 91 .~
Impfstoff 9 e T g9

Vergleichs- Impfstoff 10 [ 97 . 95

beispiel Impfstoff 11 | 98 | T 98
Ampfstoff 12 | 81 IR
Impfstoff 13 | 91 T 50 .
Impfstoff 14 | . 96 96
Impfstoff 15 | "9 T 94 T
Impfstoff 16 87 | T gs

[0105] Sowohl bei den Beispielen als auch Vergleichsbeispielen wurde am nachsten Tag nach der Herstel-
lung und 3 Monate nach der Herstellung eine hohe EinschluRrate von nicht weniger als 70% beobachtet, was
auf diese Weise eine Uberlegene Stabilitdt beweist. Insbesondere die Impfstoffe der Beispiele zeigten wie in
Tabelle 9 dargestellt eine aulerst niedrige Viskositat und eine Uberlegene Einschlullrate. Die vorangehenden
Beispiele weisen nach, daR der Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs der vorliegenden Erfindung mit einer dra-
matisch niedrigen Viskositat eine hohe Stabilitat aufweist.

[0106] Wie aus den in Tabelle 6-Tabelle 10 dargestellten Ergebnissen offensichtlich ist, zeigt der Oladjuvan-
simpfstoff der vorliegenden Erfindung eine wohlausgewogene, tiberlegene Wirksamkeit, die fiir ein Oladjuvans
des w/o-Typs charakteristisch ist, und eine liberlegene Sicherheit, die fiir ein Oladjuvans des o/w-Typs charak-
teristisch ist. Die Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung, wo ein spezielles Polyethylenglykolderivat in
der duReren walkrigen Phase des Oladjuvansimpfstoffs des w/o/w-Typs enthalten ist, ermdglicht die Herstel-
lung eines brauchbaren Oladjuvansimpfstoffs, der frei von Einfliissen der in der inneren waRrigen Phase ent-
haltenen Komponenten ist und der bei der Zubereitungsstabilitat und Verarbeitbarkeit Gberlegen ist, um einer
Person zu erlauben, aufgrund der erniedrigten Viskositat leicht eine Injektion zu setzen.

[0107] Der Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs der vorliegenden Erfindung liefert eine hohe Adjuvanswir-
kung und zeigt eine Uberlegene Zubereitungsstabilitat und weniger Nebenwirkungen wie etwa eine topische

Reaktion.
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1. Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs mit einer &uReren wassrigen Phase, die 0,5 bis 20 Gew.-% eines
Polyethylenglycolderivats mit einem Molekulargewicht von 400 bis 20000 umfasst, das durch die folgende For-
mel (1) dargestellt wird:

R‘—o—éCHz---c:t-lz—o-)n—H2 M

wobei R' und R? gleich oder verschieden sein kdnnen und jeweils ein Wasserstoffatom oder Alkyl mit 1 bis 4
Kohlenstoffatomen sind und n ein Polymerisationsgrad ist, und einer inneren wassrigen Phase, die eine biolo-
gisch annehmbare und effektive Menge eines Antigens umfasst.

2. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 1, wobei das Polyethylenglycolderivat der Formel (1) ein Moleku-
largewicht von 1000 bis 10000 hat.

3. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 1, wobei die duRere wassrige Phase 1 bis 10 Gew.-% des Polye-
thylenglycolderivats der Formel (I) umfasst.

4. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 1, bei dem es sich um einen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs
handelt, der durch die folgenden Schritte hergestellt wird:
(a) Herstellen einer w/o-Emulsion mit einer Olkomponente (A), die bei einer Temperatur im Bereich von 15 bis
25°C flissig wird, einem Emulgator (B) und einer wassrigen Komponente (C), die eine biologisch annehmbare
und effektive Menge eines Antigens umfasst; und
(b) Dispergieren oder Emulgieren der w/o-Emulsion in einer Flussigkeit, die einen Emulgator (D) und eine
wassrige Komponente (E) umfasst, wobei die Flissigkeit 0,5 bis 20 Gew.-% eines Polyethylenglycolderivats
mit einem Molekulargewicht von 400 bis 20000 umfasst, das durch die Formel (I) dargestellt wird.

5. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 1, bei dem es sich um einen Oladjuvansimpfstoff des w/o/w-Typs
handelt, der durch die folgenden Schritte hergestellt wird:
(a) Herstellen einer w/o-Emulsion mit einer Olkomponente (A), die bei einer Temperatur im Bereich von 15 bis
25°C flissig wird, einem Emulgator (B) und einer wassrigen Komponente (C), die eine biologisch annehmbare
und effektive Menge eines Antigens umfasst; und
(b) Dispergieren oder Emulgieren der w/o-Emulsion in einer Flissigkeit, die einen Emulgator (D) und eine
wassrige Komponente (E) umfasst; und
(c) Hinzufiigen eines Polyethylenglycolderivats mit einem Molekulargewicht von 400 bis 20000, das durch die
Formel (1) dargestellt wird, zu der duRReren wassrigen Phase in einer Konzentration von 0,5 bis 20 Gew.-%.

6. Oladjuvansimpfstoff gemaRk Anspruch 4 oder 5, wobei die Olkomponente (A), die bei einer Temperatur
im Bereich von 15 bis 25°C fliissig wird, einen Fettsaureester oder Squalen oder sowohl einen Fettsaureester
als auch Squalen in einem Anteil von nicht weniger als 20 Gew.-% der Olphase umfasst.

7. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 4 oder 5, wobei der Emulgator (B) ein HLB von weniger als 10 hat.

8. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 7, wobei der Emulgator (B) wenigstens einen Vertreter umfasst,
der aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem partiellen Ester eines mehrwertigen Alkohols und einer Fett-

saure sowie einem nichtionischen Tensid mit einer Polyoxyethylenkette besteht.

9. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 4 oder 5, wobei der Emulgator (D) ein HLB von nicht weniger als
10 hat.

10. Oladjuvansimpfstoff gemaR Anspruch 9, wobei der Emulgator (D) ein nichtionisches Tensid mit einer
Polyoxyethylenkette umfasst.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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