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(57)  Anotécia:

Vakcinovd kompozicia obsahujuca aspoii jeden antigén
vytvoreny vysokomolekularnym kapsuldrnym polysachari-
dom chripky Haemophilus influenza typu b alebo polyribo-
zylribitolfosfitom kondenzovanym k toxoidu tetanu, tak
isto ako adjuvans na baze hlinika spo&iva v tom, Ze adju-
vans na baze hlinika méa vo svojom prirodzenom stave ale-
bo po pridani aniénu pH bod nulového naboja men3i nez
priblizne 7,2. Je taktieZ opisany spdsob pripravy takejto

vakcinovej kompozicie.
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Oblast’ techniky

Tento vynélez sa tyka oblasti vakcinovych kompozicii
a zvlast’ sa tyka vakcinovych kompozicii, ktoré obsahuji
aspol jeden antigén vytvoreny kapsularnym polysachari-
dom chripky Haemophilus influenza typu b alebo polyribo-
zylribitolfosfitom s vysokej molekulovej hmotnosti kon-
denzovanym na anatoxin tetanu.

Doterajsi stav techniky

Antigén, ktory sa mdZe pouZit' na udely vakcinacie ¢lo-
veka, a ktorého Géelom je ochrana Eloveka pred infekciami
spdsobenymi chripkovym virusom Haemophilus influenza
typu b, je znAmy podl'a doterajsieho stavu znalosti a zvIa3t
z &lanku “Quantitative and Qualitative Analyses of Serum
Antibodies Elicited in Adults by Haemophilus influenzae
Type b and Pneumococcus Type 6A Capsular Polysaccha-
ride Tetanus Toxoid Conjugates”, Rachel Schneerson a
kol., Infect. Immun. (m4j 1986). Tento antigén je vytvoreny
kapsularnym polysacharidom baktérie, polyribozylribitol-
fostitom (PRP), ktory je¢ T-dependentny nasledkom kon-
denzacie na nosifovy protein, anatoxin tetanu. Skuiky vy-
konévané na mlad'atich ukazuju, ako tento &lanok uvadza,
Ze imunitna odozva je v jednom a v tom istom &ase vid3ia a
véasnejdia, ak je antigén konjugovany hydroxidom hlini-
tym. Ale ako ukazuje iny ¢lanok s nazvom “Clinical and
Immunologic Responses to the Capsular Polysaccharide of
Haemophilus Influenzae Type b Alone or Conjugated to
Tetanus Toxoid in 18-23 Month-old Children”, Bo A. Cla-
esson a kol., The Journal of Pediatrics (m4j 1988), upozor-
fiuje sa, Ze tento antigén, adsorbovany na hydroxide hlini-
tom, je menej imunogénny po skladovani neZ antigén udr-
Zovany vo fyziologickom roztoku, ¢o moZe byt dosledkom
degradacie polysacharidu.

Aby sa vyrieil problém stability PRP-T podla doteraj-
Sieho stavu techniky bolo navrhnuté vykonat’ jeho lyofili-
zéciu. Toto rieSenie tieZ prejavuje urdité nevyhody, zvIast
viak v priemyselnej prevadzke, i ked umoziije, aby si an-
tigén zachoval jeho imunogénny charakter dlhodobejsie.
Lyofilizacia a zv]43tna operécia kondicionovania, ktora sa
poZaduje, komplikuje vyrobny proces, ¢o zvy$uje naklady.
Okrem toho v €ase podania je nevyhnutné znovu absorbo-
var lyofilizat, Co znamené, Ze je nutné mat’ okrem lyofili-
z4tu i kvapalinu na absorbovanie tohto lyofilizatu. Této o-
peracia predstavuje doplnkové obmedzenie pre praktického
pracovnika a predstavuje riziko, podobne ako akakol'vek
manipulacia, ¥e bude vykonana zle.

Okrem toho urcity potet kvapalnych vakcinovych
kombinacif ma antigény adsorbované na adjuvans na baze
hlinika a je vyhodné, Ze si schopné bez straty imunogenity
umozZnit’ pridanie antigénu vytvoreného PRP-T k tejto sub-
stancii. V skuto¢nosti rie$enie navrhnuté podFa doterajsieho
stavu techniky a spotivajice v zvla3tnej injekénej striekad-
ke sa dvoma oddeleniami (prvé oddelenie obsahuje PRP-T
v lyofilizovanej forme a druhé oddelenie obsahuje iné anti-
gény vo vodnej suspenzii), ktorych obsahy sa zmiedaji na
pouzitie len v ¢ase podania, nie je uspokojivé bud’ z dovodu
hladiny nékladov na produkciu, alebo tirovne operacii, ktoré
musia byt vykonané praktickym pracovnikom.

Je ziaduce mat’ k dispozicii kvapaln( vakcinovi kom-
poziciu pozostavajicu z antigénu vytvoreného PRP-T pre-
javujhiceho vel'mi dobry imunogénny charakter zachovéva-
ny dlhodobo a ktorého podmienky pripravy dovol'ujd pro-
dukciu pri najniZSich nékladoch.

Podstata vynalezu

Dosiahnutie tohto ciefa umoziiuje vynalez, ktory sa ty-
ka vakcinovej kompozicie obsahujuicej aspoit jeden antigén
vytvoreny kapsularnym polysacharidom chripky Haemop-
hilus influenza typu b alebo polyribozylribitolfosfitom s
vysokou molekulovou hmotnostou, kondenzovanym k a-
natoxinu tetanu, rovnako ako adjuvans na baze hlinika,
spotivajlci v tom, Ze adjuvans na baze hlinika ma pH bod
nulového naboja mensi neZ priblizne 7,2.

Je viak treba poznamenat, Ze prekvapivo za tychto
podmienok PRP-T uchovava v priebehu &asu v kvapalnom
prostredi svoj vel'mi dobry imunogénny charakter.

Podl'a zvlaStnej charakteristiky vynalezu adjuvans na
baze hlinika zahffia hydroxidy hlinité, ku ktorym st pridané
aniény.

Tak je mozné pouzit' adjuvans presne kvalifikovany pre
pouZitie vakeiny, i ked’ si PRP-T uchovava v kvapalnom
prostredi vel'mi dobri imunogenitu.

Podl'a ingj charakteristiky vynalezu sa anidny volia
7 fosfatov a citratov.

Tak ziskané kompozicie maju vZdy zaruku miery bez-
pecnosti, ktord je nutna na podavanie vakciny.,

Podla zvladtneho spésobu vyhotovenia vynalezu vakci-
nova kompozicia okrem toho zahfia jednu alebo vagsi po-
et vakcinovych valencii zvolenych zo zaSkrtu, tetanu,
tierneho kadl'a, hepatitidy B a poliomyelitidy.

Tak je moiné ziskat kvapaln( stabilni vakeinovi
kompoziciu, v ktorej kazdy antigén uchovava svoju imuno-
genitu, ¢o dovol'uje praktickému pracovnikovi bez doda-
totnej manipulacie 7 jeho strany okovanie siasne proti
niekolkym chorobam. To umoZiiuje jednak zniZit' niklady
na produkty a jednak naklady na vykonany poet navitev.

Tento vynilez sa obdobne tyka spdsobu pripravy vak-
cinovej kompozicie obsahujicej aspofi jeden antigén vytvo-
reny kapsularnym polysacharidom virusu chripky Hae-
mophilus influenza typu b alebo polyribozylribitolfosfatom
s vysokou molekulovou hmotnostou kondenzovanym
k anatoxinu tetanu, ktory spo&iva v tom, Ze sa pridd adju-
vans k vakcinovej kompozicii pomocou suspenzie komple-
xov hlinika, ktoré maji pH bod nulového néboja men3i ne
priblizne 7,2.

Tomuto vynélczu sa lepsie porozumie pretitanim po-
drobného opisu, ktory sa uvadza.

Antigén vytvoreny kapsularnym polysacharidom virusu
chripky Haemophilus influenza typu b je priamy polymér
zostavajlci z ribozy, ribitolu a kyseliny fosfore¢nej, ktory
mé monomérnu $truktaru vyjadren(i vzorcom

OH
.
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Potet monomérov tohto typu je vysoky (vy$si neZ 100),
o vedie k polysacharidu, ktorého molekulova hmotnost je
radove 500 000 a 1 000 000.

Na ucely vyvolania imunitnej odozvy T buniek na ma-
lych defoch sa tento antigén kondenzuje k nosidovému
proteinu vytvorenému anatoxinom tetanu.

Takyto antigén sa moZe ziskat' napriklad spdsobom,
ktory je opisany v “Quantitative and Qualitative Analysis
of Serum Antibodies Elicited in Adults by Haemophilus
Influenzae Type b and Pneumococcus Type 6A Capsular
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Polysaccharide-tetanus Toxoid Conjugates”, Schneerson a
kol., Infect. Immun., 52, 519 (1986).

Charakteristické vlastnosti prislu$né tomuto antigénu, a
to vysoky podet monomérov polysacharidu, povaha nosi-
¢ového proteinu a povaha vizby medzi polysacharidom a
nosi¢ovym proteinom, udel'uja zvlastnu akost’ tomuto anti-
génu a zv1adt' jeho velmi dobrii imunogenitu.

Bolo zistené, Ze na zachovanie tejto akosti v kvapalnom
prostredi je moZné pouZivat komplexy hlinika, ktorych pH
bod nulového naboja je men$i neZ priblizne 7,2. V skutod-
nosti bolo s prekvapenim zistené, Ze pokial’ je PRP-T kon-
jugovany s tymito komplexmi hlinika, jeho vel'mi dobry
charakter imunogenity sa udrZuje v kvapalnom prostredi
dlhodobo a to nastiva vo vietkych stupiioch jeho imobili-
zécie na komplexy hlinika.

pH bod nulového naboja komplexov hlinika je ekviva-
lentny isoelektrickému bodu proteinov, teda hodnote pH,
pri ktorej néboj na povrchu komplexov hlinika je nulovy. V
skuto¢nosti sa tomuto bodu nulového naboja pribliZzi zme-
ranim zeta potencidlu, pri¢om meranie sa mdZe vykonavat
rozdielnymi technickymi postupmi, ale zékladnou metddou
je elektroforéza. Je mozné uskutofnit’ meranie pomocou
pristroja, ako je DELSA 440 firmy Coulter Electronics,
Hialeah, F1, USA.

Meracie metddy a pristroj mozu byt rozdielne a ziskané
vysledky sa mdZu pravdepodobne lidit. Medzi komplexy
hlinfka vhodné na G&ely tohto vynalezu patria komplexy,
pre ktoré tento pH bod nulového naboja je mendi nez 7,2,
pri¢om hodnota 7,2 je len hodnota pribliZnd.

Komplexy hlinika vhodné na téely tohto vynilezu sa
komplexy, ktoré podl'a povahy maji bod nulového naboja
mensi neZ 7,2 alebo komplexy, ktoré mdZu byt modifiko-
vané na uéely zniZenia svojho bodu nulového naboja.

Medzi komplexy hlinika, ktoré maja pH bod nulového
néboja mendi neZ 7,2, je moZné menovat' také komplexy,
ktoré sa vieobecne oznatované ako fosfaty hlinika v oblasti
vakcinovych adjuvans, a tiez ak zhfadiska chemického,
maji soli odlidné od fosfatu hlinika. Tymi je napriklad fos-
fat hlinity (ADJUFOS®, ktory dodéva firma SUPERFOS
BIOSECTOR as).

Takymi komplexmi moZu byt pravdepodobne komple-
xy hlinika, ktoré boli ziskané reakciou uhli¢itanu sodného
s0 siranom draselnym alebo hlinitym v PBS pufre.

S komplexmi, kde PRP-T je bud’ iiplne, alebo &iastone
viazany ku komplexom hlinika, sa imunogenita mdZe udr-
af v priebehu &asu.

Alternativne je moZné podfa tohto vyndlezu pouZzit
komplexy hlinika, ktoré podl'a svojej povahy maji pH bod
nulového naboja vicsi nez 7,2 a ktoré st modifikované na
zniZenie tohto bodu.

Existuju zvla$tne komplexy hlinika zndme v oblasti
vakcinovych adjuvans, ako su
hydroxidy hlinité, aj ked’ z chemického hl'adiska nie su tvo-
rené vyluéne z hydroxidu hlinitého. Zv1a3t méze ist o hyd-
roxid hlinity (ALHYDROGEL® , doddvany firmou
SUPERFOS BIOSECTOR a/s), produkt pouZivany ako
adjuvans vD. T. Coq™, ktory doddva na trh firma
PASTEUR MERIEUX Sérum et Vaccins, alebo rovnako o
produkt pouzivany ako adjuvans s Rexombivax®, ktory je
predavany na trhu firmou MERCK.

Podl'a tohto vynalezu modifikacia komplexov hlinika
spo&iva v pridavku aniénov. Priddvané aniény moézu byt
rozdielnej povahy za podmienky, Ze vZdy je zaruZend bez-
pe¢nost’ nutnd na pripravu vakciny. Bolo pozorované, Ze
pridavok citratovych iénov alebo fosfatovych iénov by bol
zv14¥t vhodny na (&ely vynalezu. Fosfatové iény mbzu byt

dodavané hlavne roztokom, ktory obsahuje dihydrogenfosfat
draselny, monohydrogenfosfat sodny a chlorid sodny.

Je pravdepodobne moZné pouZivat kombinéciu roz-
dielnych iénov, napriklad kombinaciu fosfatovych iénov a
uhli¢itanovych iénov.

Je moiné, aby aniény boli priddvané k suspenzii kom-
plexov hlinika pred pridanim PRP-T, alebo aby aniény boli
pridané k PRP-T pred jeho uvedenim do styku s komplex-
mi hlinika. Podl’a potreby je vyhodné suspendovat’ PRP-T
v roztoku, ktory obsahuje zvolené aniény pred jeho stykom
s adjuvans.

Vypotita sa mnoZstvo pridaného anionu na zniZenie pH
bodu nulového naboja pouZitych komplexov hlinika na
hodnotu men3iu neZ priblizne 7,2. Toto mnoZstvo sa meni
ako funkcia povahy pouZitych komplexov hlinika, rovnako
ako mnoZstvo anidnov, ktorymi pripadne prispievaju pou-
%ité pufrovacie substancic. Stanovenie tohto mnoZstva je
v rozsahu znalosti odbornika v odbore.

Stabilna vakcinova kompozicia v kvapalnom stave sa
ziska, pokial’ si PRP-T uchova svoje dobré imunogénne
vlastnosti.

Dodatotne bolo pozorované, Z¢ vd'aka pridaniu anié-
nov, imobilizacia PRP-T na komplexoch hlinika sa zniZi,
&o moZe prispiet k zachovaniu integrity a tak imunogenity.

Aj ked’ to nie je vyhodné v zmysle tohto vynélezu, je
pravdepodobne mozné pridavat’ aniény ku komplexom hli-
nika, ktoré podl'a povahy maju pH bod nulového naboja uz
men3i ako priblizne 7,2. V tomto pripade sa pozorovalo, Ze
pH bod nulového néboja sa méZe zniZit' a Ze imobilizacia
PRP-T na komplexoch hlinika sa pravdepodobne obmedzi.

Vyrazu imobilizécie sa ma rozumiet’ tak, Ze znamena
aktkol'vek formu vézby, ktora spdsobuje , 2¢ PRP-T je nc-
pristupny pre davku, v pripade, Ze sa po odstredeni zachyti
supernatant.

Vakcinova kompozicia podlia tohto vynalezu obsahuje
antigén vakciny vytvoreny PRP-T, ale mb%e pravdepodob-
ne zahrnovat iné antigény vakciny a zvlast tie, ktoré st
zamysTané na ochranu proti z&Skrtu, tetanu, ¢iernemu kaslu
(bunkovému alebo nebunkovému), poliomyelitide, hepati-
tide A, hepatitide B a podobne. V skutoZnosti fubovolny
antigén vakciny kompatibilny s PRP-T a komplexmi hlini-
ka je schopny vstupovat' do vakcinovej kompozicie podl'a
tohto vyndlezu. Tak je moZné mat kvapalné vakcinové
kompozicie, ktoré pri jednoduchom podani dovoluji vak-
cinaciu proti vaZnym chorobim. Vakcinové kompozicie
podla tohto vyndlezu s zvla3t prispésobené na podavanie
malym detom.

Okrem toho bolo pozorované, Ze pouZitie takej kvapal-
nej vakcinovej kompozicie potas podpornej vakcinacie,
vykondvané na defoch starych 12 mesiacov, ktoré dostali
injekciu v 2, 4 a 6 mesiacoch dovoluje, aby sa produkcia
anti-PRP-T protilatok zvyiila a obzvlast’ sa zvysila vzhla-
dom na podpornt ddvku vykonana za rovnakych podmie-
nok s vakcinou TETRAct-HIB™, predavanou firmou
PASTEUR MERIEUX Sérum et Vaccins.

Priklady uskuto€nenia vyndlezu

Priklad 1

Pripravi sa vakcinova kompozicia a pritom sa vychadza
z tychto zloZiek:
Cisteny anatoxin tetanu (PTA) 1 vakcinané jednotka
Cisteny anatoxin zaskrtu (PDA)  1vakcina¢na jednotka
Zmes bunick ¢ierneho kalla 15 opacimetrickych jed-

notiek (OU)

PRP-T (vyjadrené ako hmotnost 12 pg
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polyribozylribitolfosfatu)
Mertiolat 43,75 ng
Hydroxid hlinity (vyjadreny ako 0,3 mg
hiink), ako je pritomny v D. T. Cog™
Fosfaty 30 pmol
10-mmoléarny Tris-pufor 0,125 ml
obsahujuci 8,5 % sachar6zy
Voda pre injekcie, gsp 0,5 ml
Fosfatové iony sa pridaju k vychodiskovému roztoku
obsahujiicemu dihydrogenfosfat draselny, monohydrogen-
fosfat sodny a chlorid sodny.

Priklad 2

Imunogenita vakcinovej kompozicie ziskanej podla
prikladu 1 sa testuje na malych detoch pri porovnani
s imunogenitou vakciny predchédzajuceho typu, ktorit tvori
vakcina predavan4 pod nazvom TETRAct-HIB™, ktors ma
rovnaké vakcinové valencie, ale kde lyofilizovane uchova-
na PRP-T valencia sa rekonstituuje prave pred injekciou
vakcinovej kompozicie obsahujiicej anatoxiny zaskrtu a
tetanu, rovnako ako bunkovi zmes ¢ierneho ka3la.

Tento test sa vykondva na skupine 262 deti, z nich 130
dostalo pripravok podTa prikladu 1 a 132 dostalo komer&ne
dostupnti vakcinu TETRAct-HIB™. Podavanie vakciny sa
vykondva v 2, 6 a 12 mesiacoch intramuskularne.

Pred imunizaciou GMT, titer anti-polyribozylribitolfos-
fatovej protilatky predstavuje 0,2 pg/ml v oboch skupinéch,
1,9 a 1,4 ug/ml po druhej injekcii a 5,9 a 5,8 pg/ml po tretej
injekeii pre vakcinu podl'a tohto vynalezu a pre vakcinu
podla doterajsieho stavu techniky.

Po druhej injekcii ma 98 % (s vakcinou podla tohto
vynalezu) a 93 % (s vakcinou podla doterajdicho stavu
techniky) deti hladinu antipolyribozylribitolfosfatovej pro-
tilatky vé¢iu nez 0,15 pg/ml. Tato hladina je dosiahnuta po
tretej injekcii u 100 % deti, ktoré dostali vakcinu podla
tohto vynalezu a u 99 % deti, ktoré dostali vakcinu podra
doteraj3ieho stavu techniky.

Po tretej injekcii mnoZstvo protilatok zameranych proti
kazdej z vakcinovych valencii je v priemere nasledovné:

Vakcina podl'a | Vakcina podl'a
doterajsieho sta- | tohto vynalezu
vu techniky

Zagkrt 1,35 1,56

medzinar.jednotiek/m]

Tetanus 5,1 49

medzindr.jednotiek/ml

Pertussis 597 601

aglutin. titer

GMT

PRP 5,8 5,9

pg/ml

Po injekcii podpornej davky podanej v 12 mesiacoch
bolo mnozstvo protilatok nasledovné:

Vakcina podla | Vakcina podla
doterajSieho sta- | tohto vynalezu
vu techniky

Zagkrt 32 45

medzinar.jednotiek/ml

Tetanus 12,0 11,5

medzindr. jednotiek/ml

Pertussis 2447 2560

| aglutin.titer

GMT

PRP 19,4 32,6

| pg/ml

Tieto vysledky ukazuji, Ze vakcinova kombinacia zis-
kana podl'a tohto vynalezu je stabilnd. V skutoénosti injek-
cia podporn¢j davky podavana detom starym 12 mesiacov
sa vykondva s vakcinou, ktora bola pripravena pred 18 me-
siacmi, ale vysledky ukazuji, Ze imunogenita kazdého
z antigénov kombinacie sa zachovala. Okrem toho je pre-
kvapujice, Ze sa dosiahne 0¢inok podpornej davky, ktory je
zretelne v4&31 s vakcinovou kompoziciou podla tohto vy-
nélezu, v porovnani s a¢inkom podpornej davky dosiahnu-
tym s vakcinou podl'a doterajdieho stavu techniky, ktora ma
rovnaké vakcinové valencie.

Priklad 3

Davky vakcinovej kompozicie, ako je opisand
v priklade 1, sa udrZuji pri teplote 4 °C podas 18 aZ 24 me-
siacov a potom sa pouZiji pri klinickych skiskach, ktoré
zahrnuju 104 deti.

Dosiahnuté titre pre kazda z vakcinovych valencii si
zhrnuté do tabul’ky zaradenej dale).

Pred vakcindciou | Po vakcinacii
Zaskrt 0,013 0,736
GMT
Tetanus 0,181 3,831
GMT
PRP 0,22 6,40
GMT pg/ml

Tak je zrejmé, Ze tieZ po skladovani potas dlhého ob-
dobia pri teplote +4 °C si vakcinovd kompozicia podla
tohto vynalezu uchovava svoj imunogénny charakter, tak
pokial’ ide o PRP-T, ako i pokial’ ide o iné antigény obsiah-
nuté vo vakcine.

Priklad 4

Vakcinové kompozicie obsahujuce PRP-T pri koncen-
tracii 20 pg polyribozylribitolfosfatu na ml sa priprava
v pritomnosti komplexov hlinika réznych typov a pri roz-
dielnych bodoch nulového néboja (PZC). MnoZstvo kom-
plexov hlinika je také, Ze koncentracia hlinika v kompozicii
je 0,6 g/l.

Kompozicia 1: Komplex hlinika vk;tvoren}" hydroxidom
hlinitym, ako je pouzity v D. T. Coq™ vakcine predavanej
firmou Pasteur Merieux Sérum et Vaccins. Bod nulového
naboja zodpoveda 11,3.

Kompozicia 2: Komplex hlinika vytvoreny hydroxidom
hlinitym, ako je pouzity v Recombivax® vakeine predava-
nej firmou Merck. Bod nulového néboja zodpoveda 7,4.

Kompozicia 3: Komplex hlinika vytvoreny fosfatom
hlinitym, ktory bol ziskany zmie$anim chloridu sodného a
fosfatu sodného. Bod nulového naboja zodpoveda 6,2.
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Kompozicia 4: Komplex hlinika vytvoreny produktom
Alum, ktory bol ziskany reakciou uhli¢itanu sodného
v PBS pufre na sirane draselnom a hlinitom. Bod nulového
naboja zodpoveda 5,4

Vakeinové kompozicie sa dostand jednoduchym zmie-
Sanim suspenzii obsahujucich komplexy hlintka s PRP-T.

Priklad 5

Imunogenita ziskanych roznych kompozicii sa testuje
na mys§iach.

Na Gely overenia imunogénnej stability sa ziskané
kompozicie podrobia podmienkam urychlujicim starnutie,
to znamend, Ze sa udrzujh pri teplote 37 °C podas 2 tyz-
diiov.

Testy stanovenia imunogenity sa vykondvaju na my-
Siach s hmotnostou 22 aZ 24 g, klorym sa subkutanne po-
davaju davky 0,5 ml pripravkov, z ktorych kaZdy obsahuje
2,5 pg polyribozylribitolfosfatu. Podavanie sa uskuto&iiuje
v difoch 0 a 14. Krv my3i sa odoberie v ditoch 14 a 21 a
hladina protilatok sa uréi radioimunologickym stanovenim.
Polet naoCkovanych mysi pre kazdu vakcinovia kompoziciu
je 8.

Vysledky su pokladané za uspokojivé, pokial’:

je asponi 75 % my3$i v dni 21, ktoré maju titer viA¢3i ale-
bo rovnajci sa 0,5,

je signifikantny rozdiel medzi vysledkami dosiahnuty-
mi v dni 14 a vysledkami dosiahnutymi v dni 21.

Predpoklada sa, Ze ziskana vakcinova kompozicia je
stabilna, pokial’ vysledky dosiahnuté po urychleni starnutia
st uspokojujiice.

Dosiahnuté vysledky pre testované kompozicie st zhr-
nuté v d'alej zaradenej tabulke.

PZC Imunologicky test
Cl 11,3 neuspokojivy
C2 74 neuspokojivy
C3 6,2 uspokojivy
C4 5,4 uspokojivy

Zd4 sa, Ze pokial bod nulového naboja komplexov hli-
nika leZi v kyslej oblasti pH, ziskana vakcinova kompozicia
je stabilna.

Priklad 6

Percento PRP-T imobilizovaného na komplexoch hlini-
ka sa overuje pre kazdi kompoziciu z prikladu 4.

Na tento u&el sa kazda z kompozicii odstred’uje, super-
natant sa zachyti a v iflom sa zmeria mnoZstvo neimobilizo-
vaného PRP-T testom ELISA alebo RIA.

Rozdiel medzi koncentraciou PRP-T vo vychodiskovej
kompozicii a mnoZstvom stanovenym v supernatante dovo-
Puje stanovit percentudlny obsah imobilizovaného PRP-T.

Dosiahnuté vysledky sa uvédzaju d'alej.

Cl: 100%
C2: 100%
C3: 100%
C4: 0%

Priklad 7

Kompozicia sa upravi pridanim fosfatovych idénov na
Gcely dosiahnutia ich koncentricie 50 mmol/l. Test stano-
venia imunogenity uskutoéneny na my$iach po urychlenom
zostarnuti roztoku potom vedie k uspokojivym vysledkom.

Stanovenie percenta imunizovaného PRP-T na komple-
xoch hlinika ukazuje, Ze za tychto podmienck len 20 %
PRP-T je imobilizované.

Prikiad 8

Kompozicia 1 sa upravi pridanim citritovych iénov na
ulely dosiahnutia koncentracie 200 mmol/].

Test stanovenia imunogenity uskutodneny na mysSiach
po urychleni starnutia roztoku potom vedie k uspokojivému
vysledku.

Stanovenie percenta imobilizicie PRP-T na komple-
xoch hlinika ukazuje, 7e za tychto podmienok PRP-T nie je
d'alej vobec imobilizovany.

Priklad 9

Kompozicia 2 sa upravi pridanim fosfatovych iénov na
ugely dosiahnutia koncentracie 20 mmol/l.

Test stanovenia imunogenity uskuto¢neny na mySiach
po urychleni starnutia roztoku potom vedie k uspokojivému
vysledku. Stanovenie percenta imobilizacie PRP-T na
komplexoch hlinika ukazuje, Ze za tychto podmienok PRP-
-T nie je dalej vobec imobilizovany.

Priklad 10

Kompozicia 3 sa upravi pridanim fosfatovych ionov
k tejto kompozicii v rozdielnych mnoZstvach a stanovi sa
percento imobilizacie PRP-T na komplexoch hlinika.

Pokial’ sa prida také mnoZstvo fosfitovych i6nov, Ze
koncentracia fosfatov v kompozicii je 2 mmol/l, percentu-
alny obsah imobilizovaného PRP-T sa zniZi na 10 %.

Pokial’ sa prida také mnozstvo fosfatovych iénov, Ze
koncentrécia fosfatov v kompozicii je 4 mmol/l, PRP-T nie
je d'alej vobec imobilizovany.

Testy imunogenity vykonané na mysiach po zostarnuti
roztoku s uspokojujtce.

Priklad 11

Kompozicia 4 sa upravi pridanim fosfatovych iénov na
dosiahnutie koncentracie 60 mmol/l.

Stanovenie percenta PRP-T imobilizovaného na kom-
plexoch hlinika ukazuje, Ze za tychto podmienok len 30 %
PRP-T je imobilizovanych. Test stanovenia imunogenity
uskutoéneny na my3iach po urychleni zostarnutia roztoku
vedie k uspokojivym vysledkom.

Priklad 12
Pripravi sa vakcinova kompozicia a pritom sa vychadza
z tychto zloZick:

Hydroxid hlinity (vyjadreny ako hlinik) 0,25 mg

PRP-T (vyjadreny ako hmotnost 10 ug
polyribozylribitolfosfatu)

Cisteny anatoxin zaskrtu (PDA) 1 vakcinaéna davka
Cisteny anatoxin tetanu (PTA) 1 vakcinatné davka
Fosfaty 15 pmol

Antigény detskej obrnytyp I 40 jednotiek
typ II 8 jednotiek
typ III 32 jednotiek

Anatoxin Sierneho kasl'a 25 ng

Pertussis F-HA 25 ug

50-mmolarny Tris-pufor 0,125 ml

obsahujuci 42,5 % sacharézy

Voda pre injekcie, gsp 0,5 ml

Test stanovenia imunogenity vo vztahu k PRP-T sa vy-
kondva na my$iach sroztokom pripravenym uvedenym
spdsobom, tak isto ako s roztokom skladovanym za teploty
37 °C po¢as | mesiaca, roztokom skladovanym za teploty
25 °C pocas 2 mesiacov a s roztokom skladovanym za tep-
loty 4 °C potas 6 mesiacov. V3etky pripady ved( k uspo-
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kojivym vysledkom, Zo ukazuje na stabilitu PRP-T v takom
prostredi.

Priklad 13
Pripravi sa vakcinova kompozicia a pritom sa vychadza
z tychto zloziek:

Hydroxid hlinity (vyjadrené ako hlinik) 0,3 mg
PRP-T (vyjadrené ako hmotnost’ 10 ug
polyribozylribitolfosfatu)
Cisteny anatoxin zaskrtu (PDA)
Cisteny anatoxin tetanu (PTA)

1 vakcina¢na davka
1 vakcina¢nd dévka

Anatoxin &ierneho kasla 25 ug

F-HA 25 ug

Hbs protein (ako je pritomny 20 ug

vo vakcine GenHevac B PASTEUR® )

Antigény detskej obrnytyp | 40 jednotiek
typ I 8 jednotiek
typ Il 32 jednotiek

Fosfaty 20 pmol

Uhligitany 5 pmol

50-mmolarny Tris-pufor 0,125 ml

obsahujiici 42,5 % sacharézy

Voda pre injekcie, qsp 0,5 ml

Stabilita roztoku pripraveného tymto spdsobom sa ove-
ti tym, Ze sa roztok vystavi teplote 37 °C pocas 2 tyZdiiov a
potom sa vykona test stanovenia imunogenity PRP-T na
my3iach, ako je opisané v priklade 5.

Dosiahnuté vysledky st uspokojivé.

Vykona sa test imunogenity pre Hbs protein. Tento test
sa uskutoétiuje na mysiach a spodiva v stanoveni anti-HBs
protilatky testom ELISA, pri¢om potom sa uréi 50 % G&in-
néa davka, ktord mdZe byt' mensia nez 0,970 ug Hbs protei-
nu, pokial’ sa predpoklada, Ze test je uspokojivy.

Vysledky dosiahnuté s roztokom pripravenym ako je u-
vedené a udrzovanym za teploty 37 °C podas 2 tyzdiov
pred testovanim sa uspokojivé.

Priklad 14
Pripravi sa vakcinova kompozicia a pritom sa vychddza
z tychto zlozZiek:

Hydroxid hlinity (vyjadrené ako hlinik) 0,3 mg
PRP-T (vyjadrené ako hmotnost 10 ug
polyribozylribitolfosfatu)
Cisteny anatoxin zagkrtu (PDA)
Cisteny anatoxin tetanu (PTA)

1 vakcinacna davka
1 vakcina¢na davka

Anatoxin &ierncho ka3la 10 ug
F-HA 5ug
Rasy Sug
Pertactin 3ug
Hbs protein (ako je pritomny 20 ug

vo vakcine GenHevac B PASTEUR®)

Antigény detskej obrny  typ I 40 jednotiek
typ II 8 jednotiek
typ Il 32 jednotick

Fosfaty 20 pmol
Uhli¢itany 10 pmol
Chlorid hore&naty 5 pmol
50-mmolarny Tris-pufor 0,125 ml
obsahujuci 42,5 % sachar6zy

Voda pre injekcie, qsp 0,5 ml

Testy imunogenity vo vztahu k PRP-T sa vykonavaji
ako je opisané v priklade 5. Test stanovenia imunogenity

vzhladom na Hbs protein sa uskutolfiuje ako je opisané
v priklade 13. V3etky tieto testy vedu k uspokojivym vy-
sledkom, o ukazuje na stabilitu vakcinovej kompozicie
podl'a tohto vynalezu.

PATENTOVE NAROKY

1. Vakcinova kompozicia obsahujica aspofi jeden anti-
gén vytvoreny kapsularnym polysacharidom virusu chripky
Haemophilus influenza typu b alebo polyribozylribitolfos-
fatom s vysokou molekulovou hmotnostou kondenzova-
nym k anatoxinu tetanu, tak isto ako adjuvans na béaze hli-
nika, vyznadujica sa tym, % adjuvans na
béze hlinika ma pH bod nulového naboja mensi neZ 7,2.

2. Vakeinova kompozicia podla naroku 1, vy zn a -
Cujdca sa tym, e adjuvans na baze hlinika ob-
sahuje hydroxidy hlinité, ku ktorym st pridané ani6ny.

3. Vakcinova kompozicia podl'a naroku 2, vy zn a -
Cujica sa tym, Ze anidny st vybrané z fosfatov
a citratov.

4. Vakeinova kompozicia podl'a nicktorého z predcha-
dzajucich nérokov,vyznadujica sa tym,Ze
adjuvans na baze hlinika obsahuje fosfaty hlinité.

5. Vakeinova kompozicia podl'a niektorého z predcha-
dzajlcich ndrokov, vyznadujica sa tym,Ze
adjuvans na béze hlinika obsahuju siran draselny a hlinity.

6. Vakcinova kompozicia podl'a niektorého z predcha-
dzajicich nérokov, vyznaéujica sa tym,zZe
dodato¢ne obsahuje aspoil jednu z vakcinovych valencii
zvolenych zo zadkrtu, tetanu, &ierneho kasl'a, hepatitidy b a
poliomyelitidy.

7. SpOsob pripravy vakeinovej kompozicie obsahujuci
asponl jeden antigén vytvoreny kapsularnym polysachari-
dom chripky Haemophilus influenza typu b alebo polyribo-
zylribitolfosfaitom s vysokou molekulovou hmotnost'ou
kondenzovanym s anatoxinom tetanu, vyznaduju-
ci sa tym, Ze spodiva v pridanf adjuvans k vakcino-
vej kompozicii vo forme suspenzie komplexov hlinika s pH
bodom nulového naboja mensim nez 7,2.

8. Spdsob podla naroku 7, vyznalujici sa
ty m, Ze spodiva v pridani aniénov vybranych z fosfatov
a citratov ku komplexom hlinika.
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