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(57) Kivonat

A talalmany Haemophilus influenzae B (Hib) fertézések tobbérték(i vakcinakra is vonatkozik, amelyek tébb be-
megel6zésére szolgalé vakcinakompoziciokra vonat- tegség kezelésére vagy megsziintetésére alkalmasak.
kozik, amelyek az antigént aluminium-foszfatra adszor- A taldlmany targya tovabba eljaras az emlitett vakcina-
beditatva tartalmazzak. A taldaimany tovabba olyan kompoziciok eldallitasara.

A leiras terjedelme 6 oldal
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A taldlmany olyan Gj vakcinakészitményekre vonatko-
zik, amelyek hordozoproteinhez kapcsolt, konjugalt po-
liszacharidantigént tartalmaznak. Kozelebbrél a talal-
many B tipusi Haemophilus influenzae (Hib) fert6zé-
sek megeldzésére alkalmas vakcinakészitményekre
vonatkozik, amelyek aluminium-foszfatra adszorbealt
antigént tartalmaznak. A taldlmany vonatkozik tovabba
multivalens vakcinakra is, azaz olyan vakcinakra, ame-
lyek egynél t6bb betegség megsziintetésére vagy ke-
zelésére szolgalnak. A taladlmany targykorébe tartozik a
vakcinak elballitasara, valamint alkalmazasukra szol-
galo eljaras is.

Az olyan vakcindk, amelyek hatdanyagként polisza-
charidot tartalmaznak, ismertek a technika allasa sze-
rint. igy példaul a Haemophilus influenzae B (Hib) fert6-
zések megelSzésére szolgalo vakcinak egy hordozopro-
teinnel konjugalt burokpoliszacharidon (PRP) alapulnak.
A poliszacharid egy ribozbdl, ribitolbdl és foszfatbol fel-
éplild polimer. Ezek a vakcinak tipikusan egyszerii ké-
szitmények (azaz adjuvans nélkilliek). Bar egy esetben
(Pedvax Hib; Merck gyartmany) a liofilizalt konjugatum
rekonstitualasara olyan higitoszert alkalmaznak, amely
aluminium-hidroxidot tartalmaz. A hordozéprotein tipiku-
san egy diftéria vagy tetanusz toxoid vagy N. meningiti-
dis kiils6 membran proteinje. llyen konjugatum-vakcina-
antigéneket ismertet példaul az US-4 365 170,
US-4 673 574, EP-208 375, EP-477 508 és az
EP-161 188 szam( dokumentum.

Az ilyen konjugatumvakcinakat célszer(i mas anti-
génekkel vagy vakcinakkal egyiitt, egy id6ben adagol-
ni, ami tobbszérds injekcidk adagolasat jelentheti.
A tobbszdrds injekciokkal kapcsolatos problémak kozé
tartozik a bonyolultabb adagolasi eljaras és az injekcio
nagy 6ssztérfogata. Ez kulondsen akut probléma, ha a
vakcina gyermekeknek adagolando.

Ezért javasoltak kombinalt vakcinak eléallitasat.
Egy jo! ismert kombinalt vakcina Diphtherin, Tetanus
és B. pertussis fertézések ellen biztosit védelmet. Ez a
vakcina egy teljessejt- vagy egy sejtmentes pertussis-
komponenst tartalmaz, amely tipikusan két vagy harom
antigénbdl (toxinmentesitett PT, FHA, és gyakran, de
nem kizarélag 69 kDa) all, bar bizonyos kériimények
kozott mas B. pertussis antigének, valamint diftéria to-
xoidok és tetanusz toxinok is jelen lehetnek. Az ilyen
vakcinakat gyakran DTPw vagy DTPa néven emlitik.
Az ilyen kombinalt vakcinakhoz kivanatos lenne mas
antigéneket is hozzaadni, példaul az olyan betegse-
gek, mint a hepatitis B vagy gyermekbénulas megel6-
zésére.

Kivanatos lenne a poliszacharid-konjugatumvakci-
nékat az ilyen kombinacidkhoz adni. Ugy talaltuk azon-
ban, hogy a komponensek egyszerii keverése csok-
kenti a poliszacharidkomponens antitesttiterét.

Felismertilk, hogy ez a csOkkenés gatolhatd, ha a
konjugatumantigént aluminium-foszfaton adszorbeal-
tatjuk. Ezzel szemben, ha az antigént aluminium-hidro-
xidon adszorbealtatjuk, a poliszacharidkomponens an-
titesttiterének teljes eltiinése figyelheté meg.

Ennek megfeleléen a taladlmany olyan vakcinakom-
poziciokra vonatkozik, amelyek poliszacharid-konjuga-
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tumantigént tartaimaznak aluminium-foszfatra adszor-
bedltatva. Az antigén elényosen egy hordozoprotein-
hez konjugalt, Hib burokpoliszacharid (PRP).

A hordozéprotein elénydsen egy diftéria vagy teta-
nusz toxoid, Diphtheria Crm,o7 protein vagy baktérium,
példaul N. meningitidis kiilsé membran proteinje.

A poliszacharidkonjugatum barmely ismert kapcso-
l6modszerrel eldallithaté. igy példaul a poliszacharid
egy tioéterkétésen keresztiil kapcsolhato. Ez a kapcso-
lasi modszer azon alapszik, hogy a poliszacharidot
1-ciano-4-(dimetil-amino)-piridinium-tetrafluor-boréttal
(CDAP) aktivaljuk, igy cianat-észtert alakitunk ki. Az
aktivalt poliszacharid azutan kozvetlenil vagy egy ter-
koézcsoporton keresztil a hordozoprotein aminocso-
portjahoz kapcsolhato. Elénydsen ugy jarunk el, hogy a
cianat-észtert hexan-diaminnal kapcsoljuk, és az ami-
noszarmazékka alakitott poliszacharidot a hordozépro-
teinhez heteroligaciés kémia utjan — melybe beletarto-
zik a tioéterkotés kialakitasa — kapcsoljuk. llyen konju-
gatumokat ismertet példaul a WO-983/15760 szamon
kbzrebocsatott nemzetkdzi szabadalmi bejelentés is.

A konjugatumok elBallithatok kézvetlen reduktiv
aminalasi modszerrel is, amint az US—4 365 170 és az
US—4 673 574 szamu szabadalmi leirasok ismertetik.
Mas eljarasokat ismertet példaul az EP-161 188,
EP-208 375 és az EP-477 508 szamu dokumentum.

Eljarhatunk agy is, hogy a cianogén-bromiddal akti-
valt, adipinsav-hidrazid-szarmazékka (ADH) alakitott
poliszacharidot karbodiimidkondenzacioval kapcsoljuk
a hordozéproteinhez. llyen kapcsolasi eljarast ismertet-
nek Chu C. és munkatarsai az Infec. Immunity, 1983,
245-256 irodalmi helyen.

Egy elényds megvaldsitasi mod szerint a PRP poli-
szacharid és a hordozdprotein tdmegaranyat a tipikus
1:3-r6l 1:0,3 és 1:2 kozotti értékre csdkkentettiik. Az
ilyen alacsony aranyban tortént konjugalas azeért el6-
nyds, mert igy a komponensek nincsenek kitéve inter-
ferenciahatasoknak.

Egy elényds megvaldsitasi mdd szerint a talalmany
szerinti készitmény elénydsen tartalmaz még legalabb
egy tovabbi olyan antigénkomponenst, amely a kovet-
kezd kérokozok kozil egy vagy tobb ellen biztosit vé-
delmet: hepatitis A virus (HAV), diftéria, tetanusz, he-
patitis B és poliomyelitis.

A taldlmany szerinti kombinalt vakcinak kézé tarto-
zik kiilbnésen a DTPa (diftéria-tetanusz-sejtmentes
pertussis)-Hib kombinalt vakcinakészitmény, DTPa-
Hib-hepatitis B vakcinakészitmény és egy IPV (inakti-
valt poliovakcina)-DTPa-Hib-hepatitis B vakcinakészit-
mény.

A fenti kombinaciok adott esetben tartalmazhatnak
egy olyan komponenst is, amely hepatitis A ellen nyuijt
védelmet.

Az ilyen vakcinakban alkalmazhato megfelel kom-
ponensek kereskedelemben kaphatdk, részletes is-
mertetés kaphaté a World Health Organizationtsl. igy
példaul IPV-komponensként alkalmazhatunk Salk inak-
tivalt poliovakcinat. A diftéria-tetanusz-pertussis vakci-
na lehet egy sejtmentes termék, igy példaul Infanrix
DTPa (SmithKline Beecham Biologicals). A hepatitis
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A ellen védelmet nyujté komponens elénydsen a ,Hav-
rix” nevii (SmithKline Beecham Biologicals) készit-
mény, amely a HM-175 jelii HAV-t6rzsbdl készitett
eldlt, attenualt vakcina [lasd: ,Inactivated Candidate
Vaccines for Hepatitis A", F. E. Andre, A. Hepburn, E.
D'Hondt, Prog. Med. Virol. 37, 72-95 (1990), és ,Hav-
rix” monografia, melyet a SmithKline Beecham Biologi-
cals tett kozzé 1991-ben). A hepatitis B komponens le-
het az ,S” antigén, mint példaul az ,Engerix-B" készit-
ményben.

A talalmany szerinti Haemophilus influenzae B
vagy kombinalt vakcina elénydsen gyermekgyogyasza-
ti vakcina.

A vakcinakészitést altalaban a kdvetkez6 irodalmi
helyen ismertetett médon végezziik: Vaccine Design —
The Subjunit and adjuvant approach, kiadé: Powell and
Newman; Pellum Press. A liposzomakba térténd kap-
szulazast példaul az US—4 235 877 (Fullerton) szamu
szabadalmi leirasban ismertetett modon végezziik.
A proteinek makromolekulakhoz torténé konjugalasat
példaul az US—4 372 945 (Likhite) és az US—4 474 757
(Armor) szamu szabadalmi leirasban ismertetettek
szerint végezhetjik.

Az egyes vakcinakban a konjugalt antigén mennyi-
ségét ugy valasztjuk meg, hogy immunvedd valaszt
véltson ki anélkiil, hogy a vakcinak esetén tipikus karos
mellékhatasok szignifikans mértékben fellépnének.
A mennyiségek fliggnek az egyes alkalmazott immuno-
génektdl. Az egyes dozisok altalaban 1-1000 g, elé-
nydsen 2-100 pg, még elénydsebben 440 pg dsszes
immunogént tartalmaznak. Az illetd vakcina optimalis
mennyisége standard modszerekkel, beleértve az anti-
testtiter és mas valaszok megfigyelésével meghataroz-
haté. Az elsd vakcina beadasa utan a kezelt személy
kb. 4 hetes id6kdzonként egy vagy két emlékeztetdt
kaphat.

A talalmany targya tovabba eljaras a vakcina elal-
litdisara oly modon, hogy a konjugalt antigént alumi-
nium-foszfatra adszorbedltatjuk. Az adszorbealtatast
elénydsen 5 és 6 kozotti, kitdnosen kb. 5,4 pH-érték-
nél végezziik. Egy elényds megvaldsitasi mod szerint a
vakcinat 24 éranal hosszabb ideig allni hagyjuk, majd
fagyasztva szaritjuk. Eljarhatunk (gy is, hogy a talal-
many szerinti vakcinat mas folyékony antigénekkel
kombinaljuk.

A talalmany az ilyen vakcinak elsé indikacios alkal-
mazasara vonatkozik.

A talalmany szerinti vakcina alkalmas Haemophilus
influenzae B fertézések megel6zésére vagy megsziin-
tetésére, ilyenkor a talalmany szerinti vakcinat nem to-
xikus, hatasos mennyiségben adagoljuk.

A talaimany szerinti megoldast a kdvetkezé példak-
kal szemléltetjiik a korlatozas szandéka nélkul.

1. példa

Aluminium-foszfatra adszorbealt, tetanusz toxoid-

hoz konjugalt Hib poliszacharidot tartalmazé vakci-

nakészitmény

Haemophilus influenzae B kapszula poliszacharid
(PRP)/tetanusz toxoid (TT) konjugétum szintézise
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1a) Cianogén-bromidos kapcsolas

A PRP és a TT kovalens kapcsolasat a NIH-nél ki-
dolgozott kapcsolasi mddszerrel végezzik [Chu C. et
al., Further studies on immunogenicity of Haemophilus
influenzae type b and pneumococcal type 6A polysac-
charide protein conjugates, Infec. Immunity, 245-256
(1983)). A PRP-t ellendrzott kdrilmeények kozott ciano-
gén-bromiddal aktivaljuk, és adipin-hidrazid-térkdzcso-
portot kapcsolunk hozza. A kapott aktivalt poliszachari-
dot (PRP-AH) diasziiréssel tisztitiuk. A két tisztitott
komponens (PRP-AH és TT) kapcsolasat karbodiimid-
kondenzaciéval végezziik. A konjugatumot azutan ult-
raszliréssel és gélsziiréssel tisztitjuk a reagens és az
el nem reagalt PRP és TT eltavolitasara.

PRP-TT konjugatumok szintézise

1b) CDAP-kapcsolas

30 mg nativ Hib PRP-t feloldunk 6 ml 2 mol/l-es
NaCl-oldatban. A poliszacharidoldathoz hozzdadunk
225 pl CDAP-t (1-ciano-4-dimetil-amino-piridi-
nium-tetrafiuor-borat) egy 100 mg/ml-es acetonitriles
térzsoldatbél. 90 masodperccel késébb 450 ul
0,2 molfl-es trietil-amint adunk hozza. Az aktivalast
pH=10,0 értéknél 1 percig jégen és 1 percig szobahd-
mérsékleten végezzik.

Az aktivalt poliszacharidhoz hozzdadunk 90 mg te-
tanusz toxoidot (kezdeti PS/protein tdmegarany 1:3),
és a kapcsolasi reakciot szobahomérsékleten 1 6ra
hosszat folytatjuk. Ezutan a reakcidelegyet 3 ml
1 mol/l-es glidnoldattal (pH=5,0) kezeljiik, 30 percig
szobahdémérsékleten, majd egy éjszakan at 4 °C-on.

A konjugatumot gélsztiréssel, 0,2 mol/l-es NaCl-ol-
dattal kiegyensulyozott sephacryl HR 500 oszlopon tisz-
titjuk. A szénhidrat- és proteintartalmat minden egyes
frakcidban meghatarozzuk. A konjugatumot 6sszegydijt-
jik és sterilre sziirjiik (Minisart @ 0,222 um membran).

Aluminium-foszfatra térténé adszorbeaéltatas

1¢) 0,15 mg aluminium-foszfathoz hozzaadunk
12,5 ng 1a) lépés szerinti poliszacharidkonjugatumot.
Az elegyet 2 6ra hosszat keverjik, majd a pH-t 5,1 ér-
tékre allitjuk, és az elegyet egy napig szobah6mérsek-
leten alni hagyjuk, ezutan az adszorbealt konjugatu-
mot tovabbi 9 napig 2-8 °C-on alini hagyjuk. A fa-
gyasztva szaritott termék elballitasahoz az adszorbealt
terméket laktozzal (15,75 mg) higitjuk, igy milliliteren-
ként 25 pg poliszacharidot és 0,4 mg Al-ot tartalmazo
terméket kapunk, amelyet 0,5 ml-es fiolakba téltink, és
fagyasztva szaritjuk.

Folyékony termék elballitasahoz az adszorbealt
konjugatumot 150 mmol/l NaCl-ot és 5 mg/ml feno-
xi-etanolt tartalmazé vizzel higitjuk, miliiliterenként
20 pg poliszacharid és 0,32 mg Al-végkoncentracioig.

1d) Hepatitis B-t tartalmazo, illetve nem tartaimazo
diftéria-tetanusz-pertussis (sejtmentes) vakcinat a
WO093/24148 szamon kozrebocsatott nemzetkézi sza-
badalmi bejelentés szerinti médszerrel (SmithKline
Beecham Biologicals) készitink.

1e) ,Alacsony arényu” PRP-TT aluminium-foszfat-

preadszorbealt konjugatum el6allitasa

A konjugatumot az 1a) iépés szerinti médon készit-
jiik, de csokkentett mennyiségl (30 ug, 60 ng) teta-
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nuszt alkalmazunk, igy 1:1, illetve 1:2 poliszacha-
rid:protein aranyl terméket kapunk. A konjugatumot
azutan az 1e) Iépés szerinti médon aluminium-foszfat-
ra adszorbealtatjuk. A végsé fagyasztva szaritott ter-

tunk, énmagaban, illetve DTPa-val vagy DTPa HB-vel
(1/20 human dozis) kombindlva. A liofilizalt Hib vakcina
konyhasooldattal torténé rekonstitualasat, illetve a
DTPa-val vagy DTPa HB-vel valé6 kombinalasat az

mék 12,5 pg konjugatumot, 0,15 mg AIPO4-ot, 5 adagolas elétt egy 6ran belil veégeztik.
15,75 mg laktozt tartalmaz. Ezt alkalmazas elétt 0,5 ml A patkanyoktdl a 14., 28., 42. és 56. napon vért vet-
vizzel (injekcids minéség) 0,1+0,1 pH-értéknél rekons- tink. Az anti-PRP antitesteket ELISA médszerrel hata-
titualjuk. roztuk meg az egyes szérumokban, és a titert egy ka-
libralt referencia alapjan pg/ml értékben fejeztik Ki.

2. példa 10 A GMT-értéket minden csoportra, minden idépontra ki-

DTPa-val vagy DTPa HB-vel kombinélt, alumi- szamoltuk. A 95%-os konfidenciahatarokat a harmadik

nium-foszfaton preadszorbealt, PRP-TT konjuga- immunizalas utan kapott titerekre szamoltuk.

tum immunogenitasa Amint az 1. tablazatbdl lathatd, a Hib konjugatum

Az 1a) példa szerinti Hib konjugatumot, sima vagy AIPO,-ra trténd adszorbealtatisa nem befolyasolja
AIPO4-on preadszorbealt formaban (mindkét vakcina 15 annak immunogenitasat: némi anti-PS termelédott a
liofilizalt) az alkalmazas el6tt legfeliebb 1 6raval masodik dozis utan, és j6 boosterhatas mutatkozott a
DTPa-val, illetve DTPa HB-vel kevertilk, és egyhetes harmadik dézis utan. A Hib vakcina DTPa-val, illetve
patkanyoknak szubkutdn dton a human doézis DTPa HB-vel torténd kombinalasa 3—-8-szorosan csok-
1/20-anak megfelelé (1,5 ng PRP) dézisban adagoltuk. kenti az anti-PRP vélaszt, és ez a cskkenés DTPa HB
A patkanyok 2 és 4 héttel késébb emiékeztetot kaptak, 20 esetén szignifikans. Ezzel szemben, ha a Hib vakcinat
és minden injektalas utan szérummintat vettiink az an- elézéleg AIPO,-ra adszorbealtatjuk, a kapott anti-PRP
ti-PRP antitestek meghatarozasara. A kontrollegyedek valasz azonos szintli a sima vakcinaval kapott va-
konyhasooldattal rekonstitualt Hib vakcinat (nem ad- lasszal.
szorbedlt, illetve AIPO4-ra adszorbedlt) kaptak. Kovetkeztetés

Véletlenszer{ien tizes csoportokba osztott 1 hetes 25 A Hib/aluminium-foszfat készitmény potencialisan
ago-OFA torzsbeli patkanyoknak szubkutan uton a 0., megoldja a Hib mas gyermekgydgyaszati vakcinakkal
14. és 28. napon 1/20 human doézis Hib vakcinat ad- valé kombinacidjakor fellépd problémakat.

1. téblazat

DTPa-val vagy DTPa HB-vel kombinalt, aluminium-foszfatra preadszorbealt
PRP-TT konjugatum immunogenitasa patkanykdlyékmodellben

Vakcina Anti-PRP titer (ug/ml)

14. (Post 1) 28. (Post Il) 42. (Post Ill) 56. (Post I11 30)
— (NaCl 0,9%) <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Hib—001 <0,05 0,06 12,9 (4-37) 10,9 (4-31)
Hib/AIPO, (Dhib—024) <0,05 1,3 11,8 (5,29) 15,4 (7-35)
Hib—001+DTPa (119) <0,05 0,16 3,4 (0-28) 1,4 (0,1-17)
Hib/AIPO,+DTPa (119) >0,05 1,9 20,9 (7-59) 19,7 (9,42)
Hib—001+DTPa HB (16 705) <0,05 0,14 2,8 (1-6) 3,9 (2-9)
Hib/AIPO,+DTPa HB (16 705) <0,05 0,47 11,4 (5-27) 18,1 (9,38)
Hib/Al (OH3) <0,05 <0,05 <0,05 <0,14

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Kombinalt vakcinakompozicié, amely a kdvetke-

26 elemeket tartaimazza:

i) hordozéproteinhez konjugalt Haemophilus influen-
zae B kapszula poliszacharid, amely aluminium-
foszfatra van adszorbealtatva,

ii) egy vagy tobb, Haemophilus influenzae B-t8l eltér$
patogén ellen védelmet biztosito antigén.

55
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2. Az 1. igénypont szerinti kombinalt vakcinakom-
pozicio, amelyben a konjugatum egy vagy tébb, a k6-
vetkezd betegségek ellen védelmet biztositd antigén-
nel van keverve: hepatitis A fertézés, diftéria, tetanusz,
pertussis, hepatitis B, polio.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti kombinéit vakci-
nakompozicié, amely hordozéproteinként diftéria toxoi-
dot, Diphtheria CRM197 proteint és/vagy Memingococ-
cus kiilsé membran proteint tartalmaz.
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4. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti kombinalt vakci-
nakompozicio, amelyben a Haemophilus influenzae B
kapszula poliszacharidjahoz konjugalt hordozéprotein-
ként tetanusz toxoidot tartalmaz.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti kombi-
nalt vakcinakompozicid, amelyben a Haemophilus inf-
luenzae B poliszacharid és a hordozoprotein tomeg-
aranya 1:0,3 és 1:2 kdzotti.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vakcina-
kompozicié, amelyben az adszorbealt konjugatum fa-
gyasztva szaritott formaban van a tdbbi antigénnel
kombinalva.

7. A 6. igénypont szerinti vakcinakompozicid,
amelyben a tobbi antigén folyadék formaban van.

8. Készlet, amely kombinalt vakcina készitésére
szolgél, és amely tartalmaz egy elsd, hordozoprotein-
hez konjugalt Haemophilus influenzae B kapszula poli-
szacharidot aluminium-foszfatra adszorbealtatott for-
maban tartalmazé edényt, valamint egy masodik, vala-
mely mas patogén elleni vakcinat tartalmazé edényt.

9. Eljaras az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti
vakcinakompozicio elbdllitasara, azzal jellemezve,
hogy Haemophilus influenzae B kapszula poliszacha-
ridantigént hordozdproteinhez konjugalunk, a konjuga-
tumot aluminium-foszfatra adszorbealtatjuk, és egy
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vagy tdbb mas, a Haemophilus influenzae B-t6l eltéré
patogén ellen védelmet biztosité antigénnel keverjiik.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy vagy tobb kovetkezd betegség ellen vedel-
met biztositd antigént alkalmazunk: hepatitis A ferté-
zés, diftéria, tetanusz, pertussis, hepatitis B, polio.

11. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vakci-
nakompozicio gydgyitasra torténd felhasznalasra.

12. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vakci-
nakompozicié biztonsagos és hatékony mennyiségének
alkalmazasa olyan gyogyszerkészitmény elGallitasara,
amely Haemophilus influenzae B fertzésben szenvedé
vagy erre érzékeny beteg gyogyitasara szolgal.

13. A 2. igénypont szerinti kombinalt vakcinakompo-
zicié, amelyben a Haemophilus influenzae B kapszula
poliszacharid tetanusz toxoidhoz van konjugalva, és
amely még a kivetkez6 antigéneket tartalmazza: diftéria
toxoid, tetanusz toxoid, sejtmentes pertussis antigének,
hepatitis B fellleti antigén és inaktivalt poliovakcina.

14. A 2. igénypont szerinti kombinalt vakcinakom-
pozicié, amelyben a Haemophilus influenzae B kap-
szula poliszacharid tetanusz toxoidhoz van konjugaiva,
és amely még a kovetkezd antigéneket tartalmazza:
diftéria toxoid, tetanusz toxoid, pertussis telies sejt és
hepatitis B fellileti antigén.
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