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Toto feseni se zabyva zlepSenim stabilnich emulsf oleje ve
vodé, kde olejové kapky maji stfedni priimér 300-600 nm,
olejova faze obsahuje squalen, o-tokoferol a triglycerid. Dale
se feSeni zabyva uZitim téchto emulsi jako pomocnych
prostiedkd vakciny.
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VAKCINA TYPU OLEJ VE VODE

Oblast techniky

Vynalez se tyka zdokonaleni vakciny typu olej ve vodé.Zejména
se predkladany vynalez tyka pomocného prostfedku vakciny,
zaloZeném na emulsi oleje ve vodé, které obsahuje
metabolisovatelny olej squalen, a-tokoferol, TWEEN 80, ktery byl
zlep3en zaclenénim triglyceridu. Dale tyto pomocné prostiedky pro
vakcinu mohou poptipadé obsahovat imunologicky aktivni slozku

QuilA ( vyhodn& QS21 ) a 3D-MPL.

Dosavadni stav techniky

Trikaprylin ( Cz7Hs0Os ) je olej pluvodem z triglyceridd a Je
znam v oboru( The Lipid Handbook (1986) Eds. Gunstone, F. Harwood,

J. and Padley, F. vydavatel Chapman and Hall, strénky 368-377) .

0521 je HPLC ¢&isténa netoxicka sloika saponinu z kury stromu
Quillaja Saponaria Molina z Ji#ni Ameriky. Zpusob jeho vyroby Je

popsan ( take znamy jako QA21) v US &.5,057,540.

3 De-O-acylovany monofosforyl lipid A je dobfe znamy pomocny
prostfedek, vyrdb&ny v Ribi Immunochem v Montan&. Chemicky je
zastoupeny Jjako smés 3-De-0O-acylovaného monofosforylu lipidu A s
4, 5 nebo 6 acylovanymi Fetézci. Obdobné miife byt tento pomocny
prostfedek vyrobeny podle GB 2,220,211 (Ribi). vyhodnad forma 3-DE-
O-acylovaného monofosforylu lipidu A a jeho zpusob vyroby je

popsan v mezinarodni patentove pfihlasce C.WO 92/116556.

Emulse oleje ve vodé& jsou samy O sob& dobfe znamy v oboru,

jsou navrhovany jako vyhodné pomocné prostfedky (EPO 399843).

Mezinarodni patentova ptihla8ka ¢&. WO 95/17210 popisuje
systém emulse, zaloZeny na sgualenu, a-tokoferolu a TWEENU 80,
poptipadé sestaveny s imunostimulancii QS21 a/nebo 3D-MPL. Toto

jsou velmi silni vyvolavatelé z 3irokeho pésma imunitnich reakci,




systému.Indukce CTL reakci probihaji prirozené b&hem infekce
cilonch‘bunék nebo nekontrolované synthese naddorovych antigeni,
pridem# enzymaticka degradace cilovych antigent probiha v bunécné
cytoplasmé&. Tento jev umoZiiuje cytoplasmatickym bilkovinadm , které
jsou ziskané z patogenl nebo nadorovych specifickych antigent,
vstoupit do dréhy Thl a byt pfitomen na povrchu bunék spojenych
s molekulou MHC skupiny I. Jestli?e antigen vakciny nevstupuje a
nezdvojuje se uvnit? hostitelské buinky, pak vstoupi do drdhy Th2 a
nakonec bude pfitomen na povrchu punék spojenych s molekulou MHC
skupiny II. Tato jinad cesta ma hlavnd za vysledek reakce pomocnych

T bund&k a vznik protilatek specifickych pro antigeny.

Jak zmindno vy3e, antigen specificky pro patogen neni po
vakcinaci v cytoplasme hostitelské buiky a tudiZ nevstoupi do
drahy Thl a nakonec vyvolad reakci CTL. zjistény ukazatel, zZe
reakce Thl je stimulovana, je zesilend produkce cytokintd typu Thl,
naptriklad IFN-y a 1L-2. Sekrece IFN-y Jje spojovana s ochrannymi
reakcemi proti nitrobunélnym patogénﬁm, které zahrnuji parazity,
bakterie a Vviry. Aktivace leukocytt  IFN-y zesiluje utlum
nitrobun&&nych patogeni a zvyduje expresi Fc receptorli. MuZe se
také vyskytovat pfimé cytotoxicita, zejména v soulinnosti
s lymfotoxinem ( jiny produkt Thl pun&k). IFN-y Je take jak
vyvolavatel tak produkt NK bunék, které jsou vyS3imi pfirozenymi
efektory ochrany. Thl typ reakci, ptes IFN-y nebo jinym zplusobem,

poskytuje prednostni pomoc IgG2a isotypum imunoglobulind my31i.

Emulse oleje ve vodé, zminéné ve vySe uvedeneé patentoveé
prihléasce ( mezinadrodni patentova prihlaska ¢&. WO 95/17210 ),
pokud jsou tvofeny S 3D-MPL a QS21, pak jsou mocnymi vyvolavateli
Thl typu imunitnich reakci. Tudiz, pokud Jjsou tyto pomocné latky
spojovany s antigenem, ptednostné stimuluji podtyp IgG spojovany
s Thl reakcemi (mySi IgG2a) a take budou vyvolavat vyznamné
hladiny produkce IFN-y a reakce antigen specifickych cytotoxickych

T lymfocytll (CTL).




Je vyznamné pozorovani, e zakladni prostfedek oleje ve vodé
/QS21/3D-MPL mGZe vyvolavat mohutné reakce cytolytickych T
lymfocytl, protoZe tyto reakce v uré&itych modelech na zvitatech

ukazuji vyvolani ochrany proti nemocim.

priklady popisované ve vyde zminéné meiinérodni patentové
ptihlasce <c. WO 95/17210, srovnavaji rhzné zptsoby zpracovani,
které vedou k olejovym kapkam odlisnych prim&ru. PEipravky, které
maji ¢astice O pruméru kolem 500 nm, Jjak m&fené fotonovou
korelaéni spektroskopii (distribuce hmoty), vykazujl lep3i pomocné
schopnosti. Tato prace osvétlila velky uZitek k ziskdni pomocné
latky s vétdim rozmérem olejové kapky, v dobé zvySenych titrud

protilatek IgG2a/b a buitkami zprostfedkované imunity.

Fmulse dle mezindrodni patentoveé prihlasky ¢&. WO 95/17210,
jejiz uziti Je probirano vyse, jasné& ponechavaji velké vyhody nad
p&Znymi pomocnymi prosttedky nevyvolavajicimi Thl. Nehledé na
skute&nost, Ze v&t3i Ccastice vyniknou mezi pIipravky, jezto majil
lep3i rozmér kapek kK vyvolani imunitnich reakci, trpi nevyhodou
z nedostatku stability. Na nedtésti, pro velké rozméry olejovych
kapek v emulsi, i kdyZz Jjsou uZitecné pro indukci imunitnich
reakci, emulse se rozruduje. Ov3em, za UcCelem dosafeni homogenniho

vakcinadniho pfipravku, emulse mé byt vyrdb&na pfimo pfed uzitim.

Podstata vynalezu

pfedkladany vynalez Yesi problém nestability emulse a
zachovava vyhodny prumér velikosti olejovych kapek ve vodé pro
optimalni u&innost. Ta miZe byt dosaZena prostiedkem emulse oleje

ve vodé& za pritomnosti triglyceridového oleje.

Emulse oleje ve vodé Vv predkladaném vynalezu jsou stabilni.
pramér olejovych kapek tak setrvava v relativné& konstantni hladiné
del3i dobu. Vyhodou je, Ze emulse v ptredkladaném vynalezu nebudou
tvorit pé&nu nebo se rozd&lovat do dvou fazi, po obdobi 1 roku, pfi
4°C a nejvice vyhodné po dobu 2 let. TudiZ v jednom vyhodném

provedeni predkladany vynalez poskytuje vakcinu nebo farmaceuticky




prostfedek zahrnujici antigen ve spojeni s 3-De-0O-acylovanm
monofosforylem lipidu A, QS21 a triglyceridem a emulsi oleje ve
vod&, kde triglyceridem maZe byt trikaprylih a emulsi oleje ve
vod&, ktera zahrnuje metabolisovatelny olej (jako Je squalen),a-
tokoferol a TWEEN 80. Takovy prostfedek je vhodny pro giroké
rozmezi monovalentnichv nebo polyvalentnich vakcin. Dale emulse
oleje ve vodé mize obsahovat span 85. Vyhodna forma 3-De-0-
acylovaného monofosforylu lipidu A Je popsédna Vv Mezindrodni
patentové pfihlasce vydané pod &. 92116556 smithKline Beecham

Biologicals s.a.

Diilezité hledisko vynalezu Je rozmezi velikosti olejovych
kapek, zjisténé ve stabilni emulsi oleje ve vodé. Je uvazZovano, ze
provedeni tohoto vynalezu Dbude Vv rozmezi 300-600nm, vyhodné
zejména kolem 350-550nm v prim&ru a nejvice vyhodn& zejména 450-
500nm v prom&ru méfeno fotonovou korela®ni spektroskopii. Agkoliv
mnoho prikladld zde popisovanych mé& rozméry kapek v rozmezi 500nm,
bylo by oceiflovano odborniky, Ze vynalez se tykd emulsi oleje ve
vod&, kde olejové kapky jsou vétdi nez zejména 500nm v pruméru,
tedy olejové kapky mohou mit rozméry 600nm a vice. Tudiz, prumér
olejovych kapek miZe byt v rozmezi zejména 500-600nm. Je stanoveno
zejména ve vztahu Xk vyndlezu, Ze z daneho mnozstvi kapek Jje vice
jak 80% stanovenych rozmérda, vyhodn& vice Jjak 90% a nejvice

vyhodné vice jak 95%.

7a G&elem k podavani né&kterych prostfedkd oleje ve vodé
&lovéku, ma olejova faze emulsniho systému obsahovat
metabolisovatelny olej. Vyznam pojmu metabolisovatelny olej Je
v oboru dobfe znam. Metabolisovatelny muZe Dbyt definovano 3Jjako
,majici schopnost transformovat se behem metabolismu“ (Dorland’s
Illustrated Medical Dictionary, W.B. Sanders Company, 25" edition
(1974)). Tento olej miZe byt rostlinny, rybi, 7ivo&idny nebo
synteticky. Neni toxicky pro pFijemce a Je schopny se Dbé&hem
metabolismu transformovat. Obecnymi zdroji rostlinného oleje Jjsou
ofechy, semena a oObili. Syntetické oleje Jsou také souclastl

vynadlezu a mohou sahrnovat komer&n& dostupné oleje jako je NEOBEE®
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a dalsi. Sgualen (2,6,10,15,19,23—hexametyl—2,6,10,14,18,22—

tetrakosahexaen) je nenasyceny olej, ktery se nachazi ve velkém
mnosstvi v tuku Zralolich Jater a ve vétiim mnoZstvi v olivovém
oleji, v oleji zarodku pSenice, V oleji ryZovych otrub a
v kvasnicich. Pro uZiti Jje v tomto vynadlezu mimofadné davana
pfednost tomuto oleji. Squalen je metabolisovatelny olej a
podstatnad je skutecnost, e Jje meziproduktem v biosynthese

cholesterolu ( Merck index, 10*" Edition, entry no. 8619).

Emulse oleje ve vodé mohou byt pouzity samotné nebo s jinymi
pomocnymi latkami nebo imunostimulancii a tak dalezité provedeni
vynadlezu je prostredek oleje ve vod&, ktery obsahuje squalen nebo
jiny metabolisovatelny olej, triglycerid jako je trikaprylin, a-
tokoferol a polyoxyetylen sorbitan monooleat (TWEEN g0't™y . Emulse
oleje ve vod& mohou obsahovat span 85 a/nebo lecitin. Tak
v dalefitém provedeni, ptedkladany vynalez obsahuje pomocny
prostfedek, ktery zahrnuje emulsi oleje ve vodé. Ta sestava ze
squalenu, TWEENU 80" ,a-tokoferolu, kde olejové kapky v emulsi
maji stfedni primér v rozmezi 300-600nm. PFedkladany vynadlez take
poskytuje vakcinu, ktera obsahuje emulsi oleje ve vodeé sestavajici
ze squalenu, TWEENU 80", a-tokoferolu, kde olejové kapky maji
stfedni préimé&r v rozmezl 300-600nm a antigen nebo antigenni
pripravek. Pomocny prostfedek nebo vakcina (jak popséno vyse),

v jiném vyhodném provedeni vyndlezu dale obsahuje QS21 a 3D-MPL.

Vyhodné vakciny v predkladaném vynalezu obsahuji antigen nebo
antigenni pfipravek, ktery umoZfiuje vyvolani imunitnich reakci
proti lidskym patogentm. Tento antigen nebo antigenni pFipravek Jje
ziskan z HIV-1(tak jako tat, nef, gpl20 nebo gp 160), z lidského
herpes viru Jako je gD nebo Jjeho derivaty nebo z Casnych
pohotovych proteint jako je ICP27 z HSV1 nebo HSV2,
z cytomegaloviru (zvla3t& lidského, Jjako Jje gB nebo jeho
derivaty), z rotaviru (zahrnujicim Zivé oslabené viry), z viru
Epstein Barrové (jako Jje gp350 nebo jeho derivaty), 2 viru
varicella zoster (jako je gpI, Il a IE63), nebo z viru hepatitidy

jako Je virus hepatitidy B ( napfiklad povrchovy antigen viru




hepatitidy B nebo Jjeho derivaty), virus hepatitidy A, virus
hepatitidy B a virus hepatitidy E. Dale mohou byt antigeny nebo
antigenni prostfedky ziskany z dalsich virovych patogenf, tak jako
z paramyxovirl: respiraéni syncytialni virus (tak Jjako F a G
proteiny nebo jejich derivaty), virus parainfluenzy, virus
spalnidek, wvirus ptiusnic:; =z papillomaviru (napk. HPV6, 11, 16,
18, tak jako antigeny LI, L2, E6 nebo E7); z flavovirl (napf.
virus #luté zimnice, virus Dengue, virus klidtové encefalitidy,
virus japonské encefalitidy) nebo z viru chfipky. Antigeny nebo
antigenni pfipravky mohou byt také ziskany z bakteridlnich
patogent jako Je Neisseria spp., zahrnujici N. gonorhea a N.
meningitidis (napt. kapsulédrni polysacharidy a jejich konjugaty,
proteiny vézajici transferin, proteiny vézajicil laktoferin, PilC,
adhesiny) ; Streptococcus sp., zahrnujici 3. pneumoniae (napf.

kapsularni polysacharidy a jejich konjugaty, PsaA, PspA,

streptolysin, proteiny vdzajici cholin), S. pyogenes (napf .M
proteiny nebo jejich fragmenty, C5A proteasa, kyseliny
lipoteichové), S. agalactiae, S. mutans; Haemophilus spp.,

zahrnujici H. influenzae typu B (napf?. PRP a Jjejich konjugaty),
netypické H. influenzae (nap¥. OMP26, adhesiny vy338i molekulové
hmotnosti, P5, P6, lipoprotein D), H. ducreyi; Moxarella spp.,
zahrnujici M. catarrhalis, také znamou Jjako Branhamella
catharalis (nap¥. adhesiny a invasiny vy33i a nizZsi molekulové
hmotnosti; Bordetella spp., zahrnujici B. pertussis (napk.
pertactin, toxin pertusse a jeho derivaty, vlaknity hemaglutinin,
adenylatcykléasu, fimbrie), B. parapertussis a B. bronchiseptica;
Mycobacterium Spp., zahrnujici M. tuberculosis (napt. ESATG6,
antigen 85A, 85B nebo 85C), M. bovis, M. leprae, M. avium, M.
paratuberculosis, M. smegmatis; Legionella spp., zahrnujici L.
pneumophila; Escherichia spp., zahrnujici enterotoxické E. coli
(napf. kolonizalni faktory, termolabilni toxin nebo jeho derivaty,
termostabilni toxin nebo Jjeho derivaty), enterohemorhagické E.
coli, enteropatogenni E. coli (napf¥. toxin podobny toxinu shigely
nebo jeho derivaty; Vibrio spp., zahrnujici V. cholera (napk.

toxin cholery nebo jeho derivaty); Shigella spp.: zahrnujici S.




sonnei, S. dysenteriae, S. flexnerii; Yersinia spp., zahrnujici
Y. enterocolitica (napt. protein YOP), Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis; Campylobacter spp., zahrnujici C. jejuni
(nap?. toxiny, adhesiny a invasiny) a C. coli; Salmonella spp..,
zahrnujici S. typhi, S. paratyphi, S. cholerae suis, S.
enteritidis; Listeria Spp. ., zahrnujici L. monocytogenes;

Helicobacter spp., zahrnujici H. pylori (nap¥. ureasa, katalasa,

toxin tvorici vakuoly) ; Pseudomonas Spp- ., zahrnujici P.
aeruginosa; Staphylococcus spp., zahrnujici S. aureus, S.
epidermidis; Enterococcus spp., zahrnujici E. faecalis, BE.
faecium; Clostridium spp., zahrnujici C. tetani (napf¥. toxin

tetanu a Jjeho derivaty), C. botulinum (nap¥. botulotoxin a jeho
derivaty), C. difficile (napf. toxiny clostridia A nebo B a jejich
derivaty); Bacillus spp., zahrnujici B. anthracis (napf¥. toxin
anthraxu a jeho derivaty; corynebacterium spp., zahrnujici C.
diphteriae (nap¥. toxin diphterie a Jjeho derivaty), Borrelia
spp., zahrnujici B. burgdorferi (napf. OspA, OspC, DbpA, DbpB), B.
garinii (napf. OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. afzelii (napfZ. OspA,
OspC, DbpA, DbpB), B. andersonii (nap¥. OspA, OspC, DbpA, DbpB),
B. hermsii; Ehrlichia spp., zahrnujici E. equi vyvolavatele
lidské granulocytarni Ehrlichiosi; =z Rickettsia spp., =zahrnujici
R. rickettsii; Chlamydia spp., =zahrnujici C. trachomatis (napk.
MOMP, proteiny vazajici heparin), C. pneumoniae (napt. MOMP,
proteiny vazajlcil heparin), C. psittaci; Leptospira vspp.,
zahrnujici L. interrogans; Treponema Spp., zahrnujici T. pallidum
(nap¥. vzécneé proteiny vnéj3i membrény), T. denticola, T.
nyodysenteriae. Antigeny nebo antigenni p¥ipravky mohou byt
ziskany také =z parazitld Jjako je Plasmodium spp., zahrnujici P.
falciparum; Toxoplasma spp.,zahrnujici T. gondii (nap¥. SAGZ,
SAG3, Tg34); Entamoeba spp., zahrnujici E. histolytica; Babesia
spp.,zahrnujici B. microti; Trypanosoma spp., zahrnujici T. cruzi;
Giardia spp., zahrnujici G. Lamblia; Leshmania spp., zahrnujici L.
major; Pneumocystis spp., zahrnujici P. carinii; Trichomonas Spp.,
zahrnujici T. vaginalis; Schistosoma spp., zahrnujici S. mansoni.

Antigeny nebo antigenni pfipravky mohou byt také ziskané
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z kvasinek Jjako je Candida spp., zahrnujici C. albicans;

Cryptococcus Spp., zahrnujici C. neoformans.

Derivaty povrchového antigenu hepatitidy B jsou dobfe znamé
v oboru a zahrnuji, mezi jinymi, soubor vn&jsich S antigent PreSl,
PreS2, popsanych v evropskych patentovych prihlaskach EP-A-414
374; EP-A-0304 578 a EP 198-474. V jednom vyhodném hledisku
vynalezu, vakcina obsahuje antigen HIV-1, gp 120, zv14a3té pokud
k jeho expresi dochazi v pufikdch CHO. V dal3im provedeni, vakcina

podle vynalezu, obsahuje gbh2t jak bliZe urceno vySse.

Ve vyhodném provedeni tohoto wvynalezu, vakciny obsahuji
narokované pomocné prostredky zahrnujici viry HPV, které Jsou
odpovédné za genitalni bradavice (HPV 6 nebo HPV 11 a jiné) a HPV
viry odpovédné za cervikalni rakovinu (HPV 16, HPV 18 a jine).
7v145té vyhodné formy vakciny zahrnuji &astice L1 nebo kapsomery a
sloZené proteiny, zahrnujici jeden nebo vice antigent vybranych
z proteint E6, E7, L+ a .2 z HPV 6 a HPV 11. Nejvice vyhodnymi
formami spojovacich proteind Jsou: L2E7 Jjak popsano Vv GB 95

15478.7 a protein D(1/3)-E7 popsany v GB 9717953.5.

Vakciny v ptedklédaném vynalezu dale obsahujl antigeny
ziskané z parazitQ, zpusobujicich malarii. Napfiklad vyhodné
antigeny z Plasmodia falciparum zahrnuji RTS,S a TRAP. RTS Je
hybridni protein obsahujici =zejména vSechny C-terminalni ¢&asti
proteinu circumsporozoitu(Cs) z P. falciparum vazané pres Ctyfi
aminokyseliny &asti preS2 povrchového antigenu viru hepatitidy B
na povrchovy (S) antigen viru hepatitidy C. Tato uplnd struktura
je popsana Vv Mezindrodni patentové pfihlaSce &.PCT/EP92/02591,
vydané pod &.WO 93/10152, prioritou z UK patentoveé pfrihlasky ¢.
9124390.7. PFi expresi v kvasinkdch Je RTS produkovano jako
lipoproteinové Céstice a pokud je exprimovano spolu s S antigenem
z HBV,pak je produkovana smidena &astice znama jako RTS,S. TRAP
antigeny Jjsou popsany Vv Mezinarodni patentové pfihlasce c.
PCT/GB89/00895, vydané pod WO 90/01496. Vyhodnym provedenim

vynadlezu Jje vakcina proti malarii, kde antigenni pfipravek




obsahuje kombinaci RTS,S a TRAP antigent. Jiné antigeny plasmodia,
které Jjsou pravdépodobnymi uchaze&i stat se slofkami vicestuphiové
vakciny proti malédrii, Jsou MSP1, AMAl, MSP3, EBA, GLURP, RAP1,
RAP2, Sequestrin, PfEMP1l, Pf332, LSAl, LSA3, STARP, saLsA, PfEXPI,
pPfs25, Pfs28, PFS 27/25, Pfsle, Pfs48/45, Pfs230 z P. falciparum a

jim analogickée antigeny Plasmodia spp.. Prost¥edky také mohou
obsahovat protinadorovy antigen a mohou byt prospésné
v imunoterapii rakovin. Napfiklad, pomocny prostfedek naléza

uritek u tumor rejek&nich antigent, tak jako u rakoviny prostaty,
prsu, kolorektalniho karcinomu, rakoviny plic, slinivky bfisni,
ledvin a u melanomu. Na ukazku uvedené antigeny zahrnuji MAGELl a
MAGE3 nebo dal%i MAGE antigeny pro 1é8bu melanomu, PRAME, BAGE
nebo GAGE (Robbins and Kawakami, 1996, Current Opinions in
immunology 8, pps 628-636; Van den Eynde et al., International
Journal of Clinical & Laboratory Research (1997); Correale et al.
(1997), Journal of the National Cancer Institute 89,p293). Tyto
antigeny jsou ovdem exprimovany u S$irokého pasma typld nadoru jako
je melanom, plicni karcinom, sarkom a rakovina modového méchyfe.
Jiné nadorov& specifické antigeny Jsou vyhovujici pro uZiti
s pomocnym prostredkem, podle vynélezu, a zahrnuji ale nejsou
vyhrazené, specifické antigeny prostaty (PSA) nebo Her-2/neu,
KSA (GA733), MUC-1la karcinoembryondlni antigen (CEA) . Tudiz
v nékterém hledisku predkladaného vynadlezu je pfipravovana
vakcina, kterd obsahuje pomocny prostfedek, podle vyndlezu, a

tumor rejek&ni antigen.

7v14sté preferovanym provedenim pfredkladaného vynalezu Jje
vakcina, kterad obsahuje antigen gonadotropin uvoliujiciho hormonu
(GnRH) . Imunogenni konjugaty tohoto antigeny jsou popsény Vv WO
95/20600, EP 0117934, US 4,302,386 a US 5,006,334. Takové vakciny

jsou zejména vyhodné pfi 1é&bé rakoviny.

Je predvidano, Ze prostfedky v pfedkladaném vynalezu, budou
uzivany zejména k priprave vakcin, které obsahuji antigeny ziskané
2z Borrelia sp.. Antigeny mohou napriklad obsahovat nukleovou

kyselinu, antigen ziskany z patogenu nebo antigenni pEipravky,
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rekombinantné vytvéfené proteiny nebo peptidy a chimericky sloZené
proteiny. Zvla3tnim antigenem je OspA. OspA muZe byt plné zraly
protein G&inny v lipidové formé hostitelské bunky (E. coii),
nazvany ( Lipo-0OspA) nebo v nelipidovém derivatu. Takové
nelipidové derivaty obsahuji nelipidovy sloZeny protein NS1-0spA,
ktery ma prvnich 81 N-terminalnich aminokyselin nestrukturdlniho
proteinu(NS1l) viru chfipky a kompletni OspA protein, a jiny, MDP-
OspA Jje nelipidova forma OspA nesouci 3 ptidavné N-termindlni

aminokyseliny.

vakciny, podle vyndlezu, mohou byt uZity pro profylaxi nebo
1é&bu alergii. Takové vakciny budou obsahovat specificky alergen
(napt. Der pl) a alergen nespecifické antigeny (napf. stanworth

dekapeptid) .

V dalsim hledisku ptedkladaného vynélezu je piipravovana

vakcina, jak zde popsano, pro uziti v lékafistvi.

Je uvajovano, Ze pripravek vakciny, podle vynalezu, miZe byt
uzit prostfednictvim podavani uvedené vakciny slizniéni cestou
napt. usty nebo nosem, nebo parenteralni cestou, napt.
nitrosvalové k predchézeni nemocim u savctl nachylnych k nemoci

nebo k lé&eni savcl nemoci trpicich.

vV predkladaném vynalezu pomér trikaprylin:metabolizovatelny
olej, ptedeviim squalen, bude kolem 1:10 aZ 10:1, vyhodn& 1:5-5:1.
Pomé&r QS21:3D-MPL bude typicky kolem 1:10 aZ 10:1, vyhodné& 1:5 az
5:1, zvlasté casto 1:1. vVyhodny rozsah pro optim&lni synergii je
2,5:1 az 1:1 3D-MPL:QS21. Pro podévani &lovéku bude 0S21 a 3D-MPL
pfitomno ve vakcing typicky v rozmezi 1pg-1000pg, vyhodné& 10ug-
500pug, vice vyhodné 20-200ug na davku a nejvice vyhodné 10-50pg na
davku. Olej ve vodé bude typicky obsahovat 2-10% a-tokoferolu a
0,3-3% TWEENUS8O. Vyhodny pomeér squalen:a-tokoferol se rovna 1 nebo
je men3i nez 1. Mize byt také pritomen span8> v 1% hladiné.
V né&kterych pfipadech muZe byt vyhodné, pokud vakciny, podle

vynalezu, budou dale obsahovat dal3i stabilisator.
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pripravek vakciny je obecné popsan Vv New Trends and
Developments in Vaccines, vydano Voller et al., University Park
Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978. Zapouzdfeni v liposomech
je popséano, napriklad, Fullertonem, U.S. 4,235,877. Konjugace
proteint do makromolekul je popsana, napfiklad, Likhitem, U.S.

4,372,945 a Armor et al., U.S. 4,474,757.

Mnozstvi proteinu v kazdé davce vakciny je vybrano jako
mnoZstvi, které .v typickych vakcinach vyvola imunoprotektivni
reakci bez vyznamnych vedlejsich nepfiznivych - uginkd. Toto
mnosstvi se bude mé&nit v zavislosti na specifickém imunogenu a
jeho pouZiti. Obecn& je ocekavéano, iZe ka?da davka bude obsahovat
1-1000pg proteinu, vyhodné 2-100pg, nejvice vyhodné 4-40p9g.
Optimalni mnoZstvi pro jednotlivou vakcinu miZe byt stanoveno
standardnimi  studiemi, které zahrnuji sledovani p¥isludnych
imunitnich reakci u subjektu. Subjekty, po puvodni vakcinaci,
mohou p¥ijmout jednu nebo vice zvydujicich se imunizaci, adekvatné

rozdé&lenych.

Zplsob vyroby emulsi oleje ve vodé&, popisované Vv pfikladech,
zahrnuji michani  olejové  sloZky s roztokem  PBS/TWEENSO!™
s paslednou homogenizaci za uZiti homogenizatoru. odbornikim bude
jasné, Ze zpusob zahrnujici pfedchazejici michani dvakrat skrz
injek&ni Jjehlu, bude vhodny pro homogenizaci malych objeml
kapaliny. Stejné, emulsifikadni proces v mikrofluidiseru (M110S
mikrofluidisad&ni zafizeni, maximaln& 50 prtchodd) po dobu 2 minut
pfi maximdlnim vstupnim tlaku O, 6Mpa (vystupni tlak kolem 85Mpa)
by mohl byt upraven odborniky k vyrobé& mensich nebo v&t3ich objeml
emulse. Tato Uprava by mohla byt dosaZena b&Znym provadénim
pokusl, které zahrnuji mé&feni vysledné emulse, aZ by byl dosaZen
ptipravek s olejovymi kapkami poZadovaného pruméru. Prosttedky,
podle vynalezu, mohou byt uZity pro obojl ucel- profylakticky a

terapeuticky.

Také je, podle vynalezu, poskytnut zpisob stabilizace emulse

oleje ve vodé. 7minéna emulse oleje ve vodé nebyvd stabilni po
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dobu dvou let, ale pridanim triglyceridd k olejové sloZce je moZno
jeji stabilitu zvysit. Vyhodné uZivanym triglyceridem Jje v této

metodé trikaprylin.

pi#iklady provedeni vynalezu

priklad 1 Pomocny prostiedek

Pomocné emulse oleje ve vodé se skladaji z organické faze (a—
tokoferolu, trikaprylinu a squalenu) a vodné faze (PBS) a Jjednoho
nebo nékolika emulgédtorl (zahrnujicich TWEEN 80) a jsou vyrébéné

v podobnych postupech, které jsou popsané v WO 95/17210.

TWEEN 80 Jje rozpuStén ve fysiologickém roztoku chloridu
sodného s fosfatovym pufrem za vzniku 0,4% roztoku PBS. K ziskani
100 ml emulse Jje pomalu pfidéno 5g DL a-tokoferolu, 0-5ml squalenu

a 0-5ml trikaprylinu a pak dtikladnd michéno mechanickymn michadlem.

zatimco je olejova faze michana, je pfidano 90ml roztoku PBS,
TWEEN 80 v kapkach a dukladné michano. Vysledny prostredek je pak
homogenizovan za uZiti homogenizatoru (typ ultrathurax).( Malé
objemy materialu mohou byt obdobné homogenizovany dvojim prichodem

injek&ni jehlou).

Prostfedek je emulgovan v mikrofluidiseru (M110
mikrofluidizadéni p¥istroj). Emulse snese maximalné 50 prachodl
b&hem 2 minut, pfi maximalnim vstupnim tlaku 0, 6Mpa, vystupni tlak
je kolem g85Mpa) .Vysledné olejové kapky maji rozmér p¥ibliZn& 300-
600nm.

podrobnosti o emulsi oleje ve vodé k provadéni zkoulek viz

tabulka 1.

Tabulka 1,prostfedek emulsi SB26 poptipadé obsahujici trikaprylin,

pro uZitl ve zkoudkach stability.




Emulse a-tokoferol (%) Squalen (%) Trikaprylin Tween 80
(%) (%)
SB26 5 5 0 0,4
SB26T 5 0 5 0,4
SB26T1 5 4 1 0,4
SB26T2.5 5 2,5 2,5 0,4
SB26T4 5 1 4 0,4

priklad 2 Stabilita pomocného prostfedku 1

Stabilita pomocnych prostfedki, popsanych ve vySe uvedeném
prikladu, byla zkoumdna po ruzn& dlouhou dobu a pfi odlisnych
skladovacich podminkach. Podatedni rozméry pomocnych prostfedkl
byly srovnany se ziskanymi po skladovani po dobu 8 hod. pri 75°C,
po 1 mésici pfi 37°C nebo 45°C, po 12 mé&sicich pii 4°C nebo po
zrychlené zkousce rozkladu, kterd =zahrnuje centrifugaci pfi

3000xg.

pram&rny rozmé&r olejovych kapek ve vodé byl m&feny korelalni
fotonovou spektroskopii a vyjadfen jako pomé&rné <&islo(CR),
distribuce intensity, distribuce hmoty a stfedni prumé&r c&astic

(tabulka 5).

P¥idanim trikaprylinu k velkym casticim pomocného prostiedku
emulse oleje ve vod&, ktery byl ptredtim nestabilni, stava se
emulse stabilni po dlouhé obdobi. Vynadlez umoZiuje tento ucé¢inny
laboratorné zaloZeny systém k uziti po dlouhou dobu v béZném

prostfedi.
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P¥iklad 3 Stabilita pomocného prost¥edku 2

Pokus se stabilitou pomocného prostfedku (viz priklad 2) byl

opakovan delsi dobu. vysledky viz tabulka 6.

vysledky ukazuji, Ze emulse oleje ve vodé&, které obsahuijil
trikaprylin, jsou stabilni po del3i obdobi ve srovnani s emulsemi,

které trikaprylin neobsahuji.

pFiklad 4 Pokusy s o&kovanim u my3i za pouziti stabilni pomocné

emulse oleje ve vodé

Skupiny my3i Balb/C byly imunizovany nitrosvalové ve tfech
davkach ( dny 0, 14, 28 ) experimentdlnimi vakcinami, které
obsahuji antigen malarie RTS,S, HIV gp 120, emulsi oleje ve vodé a
poptipadé trikaprylin. Emulse oleje ve vod& SB26, pokud byly
pouZity, byly pfipraveny podle postupu popsaném v WO 95/17210.
Tyto emulse mély stfedni primé&r olejovych kapek 500nm a
trvanlivost mé&ly 1 mé&sic. SB62( 150nm- stabilni vice neZ 2 roky)
byla také pripravena podle postupu popsanem v WO 95/17210 a byla
porovnana k zjisténi, Ze vysledky imunitnich reakci nebudou

ztifeny pridanim trikaprylinu.

Nazev ProstFedek emulse
SB26T1 a—tokoferol(2,5%),squalen(Z%),trikaprylin(O,S%),TWEEN

80 (0,2%),0521 (5ug) , 3D-MPL (5ng)

SB26T2.5 o—tokoferol (2,5%),squalen(l,25%),trikaprylin(1l,25%),
TWEEN 80 (0,2%),0521 (5ng),3D-MPL (5ng)

SB62 SB62 (a—tokoferol (2,5%),squalen(2,5%),TWEEN
80(2%),0821 (51g) , 3D-MPL (5ug)

SB26T1 a SB26T2 maji stfedni primér c¢astic kolem 500nm a jsou

stabilni po dobu 2 let. 3 De-0O-acylovany monofosforyl lipid A (3D-
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MPL) Jje znamy z GB2220 211 (Ribi). QS21 je HPLC ¢&isténa netoxicka
frakce saponinu z kury stromu Quillaja Saponaria Molina z JiZni
Ameriky a zpUsob Jjeho vyroby je popsan (jako QA21) v US 4.
5,057,540.

Vysledky humoréalnich reakci 14 dni po tretim ockovani jsou
udany v tabulce 2. Struéné&, SB26T plsobi jako velmi silny pomocny
prostfedek vakciny. Vytvarené reakce byly vétsi ne? ty, které byly

vytvofené emulsi oleje ve vodé z kapek men3iho prumé&ru (SB62).

Tabulka 2, Reakce protilatek specifickych pro HbsAg

Prostfedek IgG (celkovy) titr
RTS,S/gpl20/3D-MPL/QS21/SB26T1 43004
RTS,S/gplZO/3D—MPL/QS21/SB26T2.5 40287
RTS,S/gpl20/3D-MPL/QS21/SB62 28465

Byly také zménény reakce CTL, vyluéovanych Jjak buiikami
sleziny tak bufikami lymfatickych uzlin poplitea. vysledky Jsou
zobrazeny na obr. 2. Struéné, prostfedek SB62 zdarn& indukoval
&innost specifického CTL pro RTS,S ( jak m&feno CTL antigenem
specifickym pro Hbs), m&¥eno 14 dni po tretim ockovani. Dva

prost¥edky SB26T také vyvolavaly srovnatelné hladiny &innosti CTL.

Priklad 5, 7koumani profilu isotypl protilatek, tvofenych

pomocnymi systémy u my3i.

vzorky byly odebrany b&hem vakcinadniho pokusu popsaném
v ptikladu 4 a 14 dni po poslednim olkovani. vVzorky byly zkoumany
p&iné dostupnymi standardnimi zkoudkami ELISA k vyhledani profilu
subisotypd IgG, které byly vytvoreny. Vysledky Jjsou ilustrovany na
obr. 1 a v tabulce 3. Strucné, stabilni pomocné emulse,
stimulované podobnymi subisotypy IgG, vyvolavaji silné imunitni

reakce typu Thl a ThZ.
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Tabulka 3, Pom&r isotypld protilatek specifickych pro HbsAg

Prosttedek I1gG2a/IgGl
RTS, S/gpl20/3D-MPL/QS21/SB26T1 2,13
RTS,s/gp12§/3D—MPL/Qszl/saz6T2.5 1,8
RTS,S/gpl20/3D-MPL/QS21/5B62 1,56

priklad 6 Pokusy s oCkovanim u opic rhesus pfi pouZiti stabilni

pomocné emulse oleje ve vodé.

Skupina 5ti opic rhesus Dbyla imunizovana tFfemi davkami
vakciny ( dny O, 28 a 84 ) ,jak udano v tabulce 4. Antigeny RTS,S
a gpl20 byly vyrobeny zplisobem dfive popsanym. Vakciny byly
podavany nitrosvalové jako injekce do zadni <&asti levé (gpl20)
nebo pravé (RTS,S) kon&etiny. Konelny objem kazdé vakciny byl

0, 5ml.

Tabulka 4, Vakciny pouZité pfi pokusech u opic rhesus

Skupina Leva koncetina Prava koncetina
Antigen Pomocny Antigen Pomocny
prostfedek prostfredek
1 gpl20(100ng) |SB62,QS821,3D RTS, S (50n9) SB62,Q521,3D
-MPL -MPL
2 gp120(100ug) |SB26T,QS21, RTS, S (50n149) SB26T,Q521,
3D-MPL 3D-MPL

Krevni vzorky byly odebrdny 14 dni po kazdém o&kovani a byly
zkoumany antigen specifické humoralni reakce a bunikami

zprostfedkované reakce.

Proliferadni reakce specifické pro antigen u perifernich
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krevnich opi&ich mononuklearnich bund&k (PBMC) byly zkoumany za

uziti nasledujicich postupt:

e Kultury byly zaloZeny ve dtverém zhotoveni 100pl ficollu
isolovaném PBLs o hustote 2.10%/ml (v plotné& s 96 vyhloubenimi
nao&kované kulturou z lahve s okrouhlym dnem Falcon) v prostfedku
RPMI1640, ktery obsahuje 5%FCS a antibiotika. Znamend to, Ze

tkafové plotny s rovaym dnem jsou uzivany pro Eli bodové zkoudky.

e PFidani 100ul proteinu v fedéni na pozZadovanou koncentraci.
Samotné prostredi je zahrnuto jako negativni kontrola a

ConA (5pg/ml) jako positivni kontrola.

e Buiky se péstuji 72 hod. pEed pridanim 1pCi/3H-tymidinu na

vyhloubeni.

e PFida se 20ul 3H-T-dR(ImCi/ml z4sobniho roztoku) redéného

20x v Uplném prostiedi po dobu 16-18 hodin.
e Kultura se sklidi pomoci specidlnich filtra&nich desek.
e Urdi se radioaktivita v po&itali beta zateni.

V&echny bun&&né kultury jsou inkubovény pEi 37°C, 7% CO,, 90%
vlhkosti. Humoralni reakce anti- RTS,S (jak mé&Feno uzitim antigenu
HRs) Dbyly zkoumdny pouzitim postupu ELISA (viz pfiklad 1) a
vysledky jsou zobrazeny na obrazku 3. Humoralni reakce anti-gpl20
byly zkoumdny uZitim postupu ELISA (viz priklad 1) a vysledky jsou
zobrazeny na obr. 4. Bufikami zprostfedkované reakce anti RTS,S a

gpl20, jak mé&rené proliferaci PBMC, jsou zobrazeny na obr. 5.
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Tabulka 5, Stabilita pomocného prostfedku (viz pfiklad 2)
Emulse Skladovaci Rozmér Stfedni
CR |Distr.intensity Distr. hmoty prumér

SB26 Pod4t.rozmér |81 |523(82%)837(24%) 449 (65%) 772 (43%) NA
Smin.3000xg NA
8 hod. 75°C |40 [398(61%)727(51%) 451 (16%)832(90%) NA
1 m&sic 37°C |43 |458(61%)745(53%) |503(91%)865(13%) NA
1 m&sic 45°C |45 |425(66%)733(49%) 512 (71%)874(44%) NA
12m&s. 4°C Dvé pritomné faze

SB26T PoCat.rozmér |82 384 351 378
Smin.3000xg |77 420 487 374
8 hod. 75°C |60 407 493 366
1 mésic 37°C | 60 347 480 309
1 mésic 45°C | 68 395 474 343
12 m&s. 4°C |54 [275(55%)503(54%) 481 307

SB26T1 Potat.rozmér |86 430 428 430
Smin. 3000xg |97 461 494 412
8 hod. 75°C |66 506 530 440
1 mésic 37°C (84 434 490 381
1 mésic 45°C |48 437 475 413
12 més. 4°C |42 |302(44%)546(65%) 491 331

SB26T2.5 Pogat.rozmér | 91 446 475 394
5 min.3000xg {84 411 494 378
8 hod. 75°C |78 [378(67%)602(48%) 494 402
1 m&sic 37°C | 68 394 493 335
1 mésic 45°C |70 378 511 328
12 més. 4°C |57 [290(42%)497(68%) 480 311

SB26T4 Pogat.rozmér | 93 424 489 401
5 min.3000xg |82 368 323 359
8 hod. 75°C |64 434 470 390
1 mé&sic 37°C | 68 385 467 339
1 mé&sic 45°C |78 397 493 345
12 més. 4°C |52 [286(54%)594(52%) 507 336

Poznamka: NA=neni k dispozici
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Tabulka 6, Stabilita pomocného prostfedku(viz pfiklad 3)

Emulse Casovy Rozmé&r PCS (nm)
Redé- |CR |Distribuce Distribuce hmoty |Stfed.
ni (X) intensity prumér
SB26T Pocatedni 2000 991471 493 401
971434 486 (94%)786(10%) 393
Smin. 3000g {4000 391420 487 374
8hod. 75°C |4000 301|407 493 366
1m&sic 37°C {4000 301|347 480 309
1m&sic 45°C 4000 341395 474 343
12més. 4°C 14000 54 [275(55%) 503 (54%) 481 307
23mé&s. 4°C |4000 321272(58%)511(52%) 488 305
331272(53%)454(60%) 484 291
23m&s.20°C | 4000 341259(68%)515(38%) 243(17%)510(88%) 297
34 |257(55%)475(54%) 233(5%)505(96%) 287
SB26T1 Po&.rozmé&r |2000 86430 428 430
Smin. 3000g |4000 49 1461 494 412
8hod. 75°C 14000 331506 530 440
imé&sic 37°C[4000 42 1434 490 381
1m&sic 45°C 4000 24 1437 475 413
12mé&s. 4°C {4000 42 1302 (44%)546(65%) 491 331
23mé&s. 20°C|4000 36298 (65%)541(45%) 489 (98%) 795 (4%) 331
361284 (53%)566(53%) 492 (92%)791(14%) 326
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SB26T2.5 Po&. rozmér {2000 911446 475 394
S5min. 3000g {4000 42 1320(56%) 501 (44%) 494 378
8hod. 75°C |4000 39|378(67%)602(48%) 494 (97%)796(5%) 402
1m&sic 37°C|4000 341394 493 335
1m&sic 45°C 4000 351378 511 328
12m&s. 4°C [4000 571290 (42%)497(68%) 480 311
23mé&s. 4°C |4000 39]1296(69%)491 (46%) 482 318
39373 456 299

23m&s. 20°C | 4000 36v347 441 305
361358 445 305

SB26T4 Po&. rozmér {2000 931424 489 401
5min. 3000g | 4000 41368 323 359
8hod. 37°C 4000 321434 470 391
1m&sic 37°C|4000 341385 467 339
lm&sic 45°C |4000 391|397 493 345
12mé&s. 4°C |4000 52 |1286(54%)594(52%) 507 336
23mé&s. 4°C |4000 40 {274 (64%)524(45%) 254 (12%)522(92%) 309
401285(56%)495(56%) 474 311

23mé&s. 20°C |4000 371275(66%)475(46%) |463 300
37268 (64%)471(47%) 244 (12%)494(92%) |295

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Pomocny prostredek, ktery obsahuje stabilni emulsi oleje ve
vod&, kde olejové kapky maji stfedni primér v rozmezi 300-
600nm, vyznacujici se tim zZe olejova faze

obsahuje squalen, oa-tokoferol a triglycerid.

Pomocny prost¥edek, ktery obsahuje stabilni emulsi oleje ve
vodé, kde olejové kapky maji stfedni primér v rozmezi 300-
600nm, vy znadcujici se timn, % e emulse oleje ve
vod& obsahuje squalen, o-tokoferol, emulgator zahrnujici

TWEEN 80'*™ a triglycerid.

Pomocny prostfedek, ktery obsahuje stabilni emulsi oleje ve
vod&, kde olejové kapky maji stfedni primér v rozmezi 300-
600nm, zminéna emulse oleje ve vodé obsahuje
metabolisovatelny olej a triglycerid, v.y z n a & u ] ici

s e ¢t i m, % e pomocny prostfedek dale obsahuje

imunostimuladni latku, zvolenou z QS21 a 3D-MPL.

Pomocny prostfedek, podle nadroku 3, vy zn a ¢ u j icli
s e t 1 m, % e zminénym metabolisovatelnym olejen je

squalen.

Pomocny prostfedek, podle nékterého z narokt 1-4, vy zna -

g u j ici s e t { m, Z e, zminé&nym triglyceridem je

trikaprylin.

Pomocny prostfedek, podle né&kterého =z ptedchozich narokd,
vy zn a ¢ u j i ¢ 1 s e £t 4 m, Z e pomér

triglycerid:metabolisovatelny olej je Vv rozmezi 1:10 aZ 10:1.

Pomocny prostfedek, podle né&kterého z pfedchozich naroki,

vy zn a ¢ u 3j 1 ¢ i s e £t i m, % e pomér

triglycerid:metabclisovatelny olej Je v rozmezi 1:5 az 5:1.

Pomocny prostfedek, podle naroku 1 nebo 2, vy znacu -

iici se tim Z e zminéna emulse oleje ve vodé dale




10.

11.

12.

13.

14,

15.

obsahuje jeden nebo vice imunomodulancii.

Pomocny prost¥edek, podle naroku 8, vy zn a ¢ u 31 ¢ 1
s e t 1 m, Z e uvedend imunomodulancia Jsou vybrana ze

skupiny, kterd zahrnuje QS21 a 3D-MPL.

Pomocny prostfedek, podle naroku 1 nebo 3, vy zn a cu -
3 1ici se tim Z e didle obsahuje stabilisator jako Jje

polyoxyetylen sorbitan monooleat (TWEEN 80™).

Vakcina obsahujici pomocny prostredek, podle nékterého
2z narokt 1 a3 10, vyznadujici se tim £ e dale

obsahuje antigen nebo antigenni pfipravek.

Vakcina, podle naroku 11, vy zna ¢ ujici se ¢t im,
> e antigen nebo antigenni pfipravek Jje vybran ze skupiny,
kterd obsahuje: virus lidské imunodeficience, virus herpes
simplex typ 1, virus herpes simplex typ 2, Cytomegalovirus,
virus hepatitidy A,B,C nebo E, respiracni syncytialni virus,
lidsky papillomavirus, virus ch¥ipky, salmonelu, neisserii,

borrelii, chlamydii, bordetellu, plasmodii a toxoplasmu.

\

Vakcina, podle naroku 11, vy znacujici se t im,

% e antigenni pfipravek je ziskdn z nddorového antigenu.

Vakcina, podle naroku 11, vy zn a cu jici se tim,
? e antigenni pripravek je ziskan z gonadotropin uvoliujiciho

hormonu.

Vakcina obsahujici emulsi oleje ve vodé, kde olejové kapky

maji stredni primé&r v rozmezi 300-600nm, antigen nebo

antigenni piipravek, 0S21 a 3D-MPL, vy zna & ui3j ici

-~

s e t i m, ¥ e emulse oleje ve vodé obsahuje
metabolisovatelny olej, trikaprylin, TWEEN 80“" a a-
tokoferol.

Zzptsob pro piipravu vakciny, podle nékterého z naroku 11-15,

vyznadcujici se t i m, % e zahrnuje pfrimichani




17.

18.

19.

20.

21.

emulse oleje ve vodé, trikaprylinu, 3D-MPL, Q0S21 a antigenu

nebo antigenniho pfipravku.

Usziti vakciny, podle né&kterého =z ndrokd 11-14, pro vyrobu
1ékti  vhodnych pro 1léceni osob vnimavych nebo trpicich

virovym, bakterialnim nebo parazitarnim onemocnénim.

Uziti vakciny, podle nékterého =z narokl 11-14, pro vyrobu

1ékti vhodnych pro lé&eni osob trpicich rakovinou.

Zpisob stabilizace emulse oleje ve vod&, kde zminénd olejova
faze obsahuje metabolisovatelny olej a a-tokoferol, zminéné
emulse neni stabilni po dobu 2 let, vy zn a & u Jj i ci
se t im % e obsahuje pfidavek triglyceridu k olejové fazi

emulse oleje ve vodé.

zplisob stabilizace, podle naroku 19, vy zn a ¢ u j i ci

s e t im, Z e triglyceridem je trikaprylin.

Zpusob stabilizace, podle naroku 19, vy zn a ¢ uijicli

s e t im, 2 e metabolisovatelnym olejem je squalen.

Zastupuje:
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