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Vakcinova kompozice obsahujici alespoii jeden antigen a zpiisob jeji pripravy

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka oblasti vakcinovych kompozic a zejména se tyka vakcinovych kompozic,
které obsahuji alespoii jeden antigen vytvofeny kapsularnim polysacharidem chfipky
Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfatem o vysoké molekulové hmotnosti kondenzo-
vanym na anatoxin tetanu.

Dosavadni stav techniky

Antigen, ktery se miiZe pouZit pro G&ely vakcinace u &lovéka, a jehoz t&elem je ochrana &lovéka
pied infekcemi zplisobenymi ch¥ipkou Haemophilus typu b, je znam podle dosavadniho stavu
znalosti a zejména z &lanku ,,Quantitative and Qualitative Analyses of Serum Antibodies Elicited
in Adults by Haemophilus influenzae Type b and Pneumococcus Type 6A Capsular
Polysaccharide Tetanus Toxoid Conjugates®, Rachel Schneerson a kol., Infect. Immun. (kvéten
1986). Tento antigen je vytvofen kapsularnim polysacharidem baktérie, polyribosylribitol-
fosfatem (PRP), ktery je T-dependentni nasledkem kondenzace na nosiovy protein, anatoxin
tetanu. Zkou3ky provadéné na rheus détem ukazuji, jak tento &lanek uvadi, Ze imunitni odezva je
v jednom a témze Case v&tsi a Easndj3i, pokud antigen je doprovazen hydroxidem hlinitym. AvSak
Jjak ukazuje jiny ¢lanek o nazvu ,,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. Claesson a kol., The Journal of Pediatrics (kvéten 1988),
upozoriiuje se, Ze tento antigen, adsorbovany na hydroxidu hlinitém, je mén& imunogenni po
skladovéani neZ antigen udrZovany ve fyziologickém roztoku, co miize byt diisledkem degradace
polysacharidu.

Aby se vyfesil problém stability PRP-T, podle dosavadniho stavu techniky bylo navrZzeno
provést jeho lyofilizaci. Toto feSeni rovnéZ projevuje uréité nevyhody, zejména viak pfi vyrobni
trovni, i kdyZ dovoluje antigenu zachovat jeho imunogenni charakter v pribghu &asu. Lyofilizace
a zvlastni operace kondicionovani, ktera se pozaduje, komplikuji vyrobni proces, coz zvysuje
naklady. Kromé toho v dob& podéni je nezbytné znovu absorbovat lyofilizét, co? znamena, ze je
nutné mit kromé lyofilizitu i kapalinu pro absorbovani tohoto lyofilizatu. Tato operace
pfedstavuje doplitkové omezeni pro praktického pracovnika a predstavuje riziko, podobng& jako
Jjakakoli manipulace, Ze bude provedena $patng.

Krom¢ toho urdity polet kapalnych vakcinovych kombinaci ma antigeny adsorbované na
adjuvand na bazi hliniku a je vyhodné, Ze jsou schopny bez ztraty imunogenity, umoznit pfidani
antigenu vytvofeného PRP-T k této substanci. Ve skute&nosti feSeni navrzené podle dosavadniho
stavu techniky a spocivajici ve zvlastni injekéni stiikagce se dvéma oddélenimi (prvni odd&leni
obsahuj PRP-T v lyofilizované form& a druhé odd&leni obsahuje jiné antigeny ve vodné
suspenzi), jejichZ obsahy se smichaji pro pouZiti pouze v dobé podéni, neni uspokojivé bud’
zdivodu hladiny nékladi na produkci nebo drovné operaci, které musi byt provadiny
praktickym pracovnikem.

Je Zadouci byt schopen mit kapalnou vakcinovou kompozici sestavajici z antigenu vytvofeného
PRP-T projevujiciho velmi dobry imunogenni charakter zachovavany v prubéhu &asu a jehoz

v

podminky piipravy dovoluji produkei pfi nejnizich nakladech.
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Podstata vynilezu

Pfedmé&tem tohoto vynalezu je vakcinova kompozice obsahujici alespoii jeden antigen vytvoieny
kapsularnim polysacharidem chiipky Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfatem
0 vysoké molekulové hmotnosti kondenzovanym k anatoxinu tetanu a adjuvans na bazi hliniku,
ve které adjuvands na bazi hliniku ma bod nulového néboje mensi nez 7,2.

Pfedmétem tohoto vynalezu také je zpusob pfipravy vyse uvedené vakcinové kompozice, ktery
spotiva v to, Ze se nejprve snizi bod nulového naboje adjuvans na bazi hliniku na mén€ nez 7,2
apoté se k nému pfida alespoil jeden antigen vytvofeny kapsuldrnim polysacharidem chfipky
Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfatem kondenzovanym k anatoxinu tetanu.

Nekteré jiné znaky tohoto vynalezu jsou uvedeny dale.

Je tfeba poznamenat, Ze prekvapivé za téchto podminek si PRP-T uchovava v pribéhu asu
v kapalném prostfedi svilj velmi dobry imunogenni charakter.

Podle zvla$tni charakteristiky vynalezu adjuvans na bazi hliniku zahrnuje hydroxidy hlinité, ke
kterym jsou pfidény aniony.

Tak je mozné pouzit adjuvans presné kvalifikované pro pouziti vakciny, i kdyz si PRP-T
uchovéva v kapalném prostfedi velmi dobrou imunogenitu.

Podle jiné charakteristiky vynalezu se aniony voli z fosfati a citrati.
Tak ziskané kompozice maji vzdy zaruku miry bezpeénosti, ktera je nutné pro podavani vakciny.

Podle zvlastniho zptsobu provedeni vynalezu vakcinova kompozice kromé toho zahrnuje jednu
nebo v&tsi poet vakcinovych valenci zvolenych ze zaskrtu, tetanu, Cerného kasle, hepatitidy B a
poliomyelitidy.

Tak je moZné dostat kapalnou stabilni vakcinovou kompozici, ve které kazdy antigen uchovava
svou imunogenitu, co dovoluje praktickému pracovnikovi bez dodate¢né manipulace zjeho
strany vakcinovat souasn& proti n&kolika chorobam. To umoziiuje sniZit ndklady na jeden
produkt i pokud se tak soudasné tyka dal3ich produkti, stejné jako pokud jde o poCet navStév.

Tento vynalez se obdobng tyké zpiisobu piipravy vakcinové kompozice obsahujici alespoii jeden
antigen vytvofeny kapsularnim polysacharidem chfipky Haemophilus typu b nebo polyribosyl-
ribitolfosfatem o vysoké molekulové hmotnosti kondenzovanym k anatoxinu tetanu, ktery
spodiva v tom, Ze se pfida adjuvans k vakcinové kompozici pomoci suspenze komplexi hliniku,
které maji bod nulového naboje mensi nez priblizng€ 7,2.

Tomuto vynélezu se lépe porozumi preStenim podrobného popisu, ktery s uvadi dale.
Antigen vytvoreny kapsuldrnim polysacharidem chfipky Haemophilus typu b je pfimy polymer

sestavajici z ibozy, ribitolu a kyseliny fosforené, ktery md monomerni strukturu vyjadfenou
vzorcem

OH
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Polet monomerii tohoto typu je vysoky (vyssi nez 100), co vede k polysacharidu, jehoZ
molekulova hmotnost je fadové 500 000 a 1 000 000.

Za ulelem vyvolani imunitni odezvy T bun&k malych d&ti se tento antigen kondenzuje
k nosi¢ovému proteinu vytvofenému anatoxinem proteinu.

Takovy antigen se muZe napfiklad dostat zpisobem, ktery je popsin v ,Quantitative and
Qualitative Analysis of Serum Antibodies Elicited in Adults by Heamophilus Influenzae Type b
and Pneumococcus Type 6A Capsular Polysaccharide-tetanus Toxoid Conjugates®, Schneerson
a kol., Infect. Immun., 52, 519 (1986).

Charakteristické vlastnosti pfislusné tomuto antigenu a to vysoky pofet monomeri poly-
sacharidu, povahu nosi¢ového proteinu a povaha vazby mezi polysacharidu, povaha nosi¢ového
proteinu a povaha vazby mezi polysacharidem a nosi¢ovym proteinem, udéluji zvlastni jakost
tomuto antigenu a zejména jeho velmi dobrou imunogenitu.

K dosaZeni této jakosti v kapalném prostfedi v prib&hu ¢asu bylo nyni nalezeno, e je mozné
pouZivat komplexy hliniku, jejichz bod nulového naboje je mendi neZ pfiblizé 7,2. Ve
skute¢nosti bylo s pfekvapenim nalezeno, ze pokud PRP-T je doprovazen takovymi komplexy
hliniku, jeho velmi dobry charakter imunogenity se udrzuje v priibéhu doby v kapalném prostiedi
a to nastava ve viech jeho stupnich imobilizace na komplexy hliniku.

Bod nulového naboje komplexii hliniku je ekvivalentni isoelektrickému bodu proteint, to je
hodnoté pH, pti které naboj na povrchu komplexi hliniku je nulovy. Ve skute¢nosti se tomuto
bodu nulového naboje pfiblizi zmé&fenim zeta potencilu, pfiemZ méfeni se miiZe provadét
rozdilnymi technickymi postupy, aviak zakladni metodou je elektroforéza. Je mozné provadét
méfeni pomoci pfistroje, jako je DELSA 440 firmy Coulter Elektronics, Hialeah, F1, USA.

Meéfici metody a pfistroj mohou byt rozdilné a ziskané vysledky se mohou pravd&podobné lisit.
Mezi komplexy hliniku vhodné pro G&ely tohoto vynalezu patii komplexy, pro které tento bod
nulového néboje je mensi neZ piiblizng 7,2, pfi¢emz hodnota 7,2 je pouze hodnota pfiblizna.

Komplexy hliniku vhodné pro ugely tohoto vynalezu jsou komplexy, které podle povahy maji
bod nulového naboje mensi neZ 7,2 nebo komplexy, které mohou byt modifikovany za Gidelem
sniZeni svého bodu nulového néaboje.

Mezi komplexy hliniku, které maji povahu bodu nulového néboje men3i neZz 7,2, je mozné
Jjmenovat takové komplexy, které jsou obecnd oznaCoviny jako fosfaty hliniku v oblasti
vakcinovych adjuvans, a rovn&Z jestlize, z hlediska chemického, maji soli odligné od fosfatu
hliniku. Témi je naptiklad ADJUFOS® fosfat hlinity, ktery dodiva firma SUPERFOS
BIOSECTOR a’s.

Takovymi komplexy mohou byt pravdépodobné& komplexy hliniku, které byly ziskany reakci
uhli¢itanu sodného se siranem draselnym nebo hlinitym v PBS pufru.

S takovymi komplexy, kde PRP-RT je bud’ iipIn& nebo &aste&né vazan ke komplexiim hliniku, se
imunogenita miZe udrZet v priib&hu &asu.

Alternativné je moZné podle tohoto vynalezu pouZit komplexii hliniku, které podle své povahy
maji bod nulového naboje v&tsi nez 7,2 a které jsou modifikovany ke sniZeni tohoto bodu naboje.

Existuji zvlastni komplexy hliniku znimé v oblasti vakcinovych adjuvans, jako hydroxidy hlinité,
tfebaZe z chemického hlediska nejsou tvofeny vyluéné z hydroxidu hlinitého. Zejména miize jit
o ALHYDROGEL®, hydroxid hlinity dodédvany firmou SUPERFOS BIOSECTOR a/s, produkt
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pouzivany jako adjuvans v D. T. Cogq™, ktery dodava na trh firmy PASTEUR MERIEUX Sérum
et Vaccins nebo rovn&z o produkt pouzivany jako adjuvans s Recombivax®, ktery je podavan na
trhu firmou MERCK.

Podle tohoto vynalezu modifikace komplexd hliniku spogiva v pfidavku anionil. Pfidavané
aniony mohou byt rozdilné povahy za podminky, Ze vzdy je zarufena bezpetnost nutna pro
pouziti k i&eliim vakciny. Bylo pozorovano, Ze pridavek citratovych ionti nebo fosfatovych iond
by zejména byl vhodny pro G&ely vynalezu. Fosfatové iony mohou obzvla§té byt dodavany
roztokem, ktery obsahuje dihydrogenfosfat draselny, monohydrogenfosfat sodny a chlorid sodny.

Je pravdépodobn& moZné pouzivat kombinaci rozdilnych iond, napfiklad kombinaci fosfatovych
ionti a uhli¢itanovych iond.

Je mozné, aby aniony byly pfidavany k suspenzi komplexi hliniku pfed pfidanim PRP-T, nebo
aby aniony byly pfidany k PRP-T pied jeho uvedenim do styku s komplexy hliniku. Podle
potfeby je vyhodné suspendovat PRP-T v roztoku, ktery obsahuje zvolené aniony pfed jeho
stykem s adjuvans.

Vypodita se mnoZstvi pridaného anionu ke sniZeni bodu nulového néboje pouZitych komplexi
hliniku na hodnotu mensi neZ ptiblizng 7,2. Toto mnoZstvi se méni jako funkce povahy pouZitych
komplexii hliniku, stejn& jako mnoZstvi aniondi, kterymi pfipadné pfispivaji pouZité pufrovaci
substance. Stanoveni tohoto mnoZstvi je v rozsahu znalosti odbornika v oboru.

Stabilni vakcinova kompozice v kapalném stavu se dostane, pokud si PRP-T uchova své dobré
imunogenni vlastnosti.

Dodatkov& bylo pozorovano, e diky pfidani aniont, imobilizace PRP-T na komplexech hliniku
se snizi, co miiZe piispét k zachovani integrity a tak imunogenity.

TiebaZe to neni vyhodné ve smyslu tohoto vynélezu, je pravdépodobn& moZné pridavat aniony ke
komplex@im hliniku, které podle povahy maji bod nulového naboje jiz mensi neZ pfiblizné 7,2.
V tomto ptipadé& se pozorovalo, Ze bod nulového naboje se mize sniZit a Ze imobilizace PRPT na
komplexech hliniku se pravdépodobné omezi.

Vyrazu imobilizace se ma rozumét, Ze znamené jakoukoliv formu vazby zpisobujici, Ze PRP-T
je nepfistupny pro davku, pokud po odstfedéni se zachyti supernatant.

Vakcinova kompozice podle tohoto vynalezu obsahuje antigen vakciny vytvoteny PRP-T, ale
miize pravd&podobné zahrnovat jiné antigeny vakciny a zejména ty, které jsou zamysleny pro
ochranu proti zagkrtu, tetanu, ernému kasli (bun&&nému nebo nebunéénému), poliomyelitidé,
hepatitidé A, hepatitidé B a podobn&. Ve skutenosti libovolny antigen vakciny kompatibilni
s PRP-T a komplexy hliniku jsou schopny vstupovat do vakcinové kompozice podle tohoto
vynalezu. Tak je moZné mit kapalné vakcinové kompozice, které pii jednoduchém podéni
dovoluji vakcinaci proti vaZnym chorobam. Vakcinové kompozice podle tohoto vyndlezu je
zvlait& uzpisobeny pro podavani malym détem.

Kromé toho bylo pozorovano, ze pouZiti takové kapalné vakcinové kompozice béhem vakcinace
posilovaci davkou, provddéné na détech starych 12 mésich, které dostaly injekce ve 2, 4
a 6 mésicich dovoluje, aby produkce anti-PRP-T protilatek se zvysila a zejména se zvysila
s ohledem na posilovaci ddvku vedenou za stejnych podminek s vakcinou TETRAct-HIB™,
prodavanou firmou PASTEUR MERIEUX Sérum et Vaccins.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Pfipravi se vakcinova kompozice a pfitom se vychazi z téchto slozek:

Cistény anatoxin tetanu (PTA) 1 vakcinaéni jednotka
Cistény anatoxin zaSkrtu (PDA) 1 vakeinaéni jednotka
Smés bunék &erného kasle 15 opacimetrickych jednotek (OU)
PRP-T (vyjadfeno jako hmotnost 12 pg
polyribosylribitolfosfatu)

Merthiolat 43,75 ng

Hydroxid hlinity (vyjadfeno jako hlinik), 0,3 mg

jak je pfitomen v D. T. Coq™

Fosfaty 30 pmol
10-mmolarni Tris—pufr 0,125 ml

obsahujici 8,5 % (hmotn./obj.) sacharozy

Voda pro injekce, qsp 0,5 ml

Fosfatové iony se pfidaji k vychozimu roztoku obsahujicimu dihydrogenfosfat draselny, mono-
hydrogenfosfat sodny a chlorid sodny.

Priklad 2

Imunogenita vakcinové kompozice ziskané podle pfikladu 1 se testuje na malych détech pfi
srovnani s imunogenitou vakciny pfedchoziho typu, kterou tvofi vakcina proddvana pod ndzvem
TETRAct-HIB™, jez m4 stejné vakcinové valence, ale kde lyofilizované uchovana PRP-T
valence se rekonstituuje pravé pred injekci vakcinové kompozice obsahujici anatoxiny zaskrtu
a tetanu, stejn€ jako bun&¢nou smés &erného kasle.

Tento test se provadi na skupin& 262 déti, z nichz 130 obdrZelo ptipravek podle ptikladu 1 a 132
obdrzelo komerén& dostupnou vakcinu TETRAct-HIB™:. Podavani vakeiny se provadi ve 2, 6
a 12 mésicich intramuskulamng.

Pfed imunizaci GMT titr anti-polyribosylribitolfosfatové protilatky &ini 0,2pg/ml v obou
skupinach, 1,9 a 1,4 pg/ml po druhé injekei a 5,9 a 5,8 pg/ml po tieti injekci pro vakeinu podle
tohoto vynélezu a pro vakcinu podle dosavadniho stavu techniky.

Po druhé injekci mad 98 % (s vakcinou podle tohoto vynélezu) a 93 % (s vakcinou podle
dosavadniho stavu techniky) ze vSech déti hladinu anti-polyribosyltribitolfosfatové protilatky
vétSi nez 0,15 pg/ml. Tato hladina je dosaZena po tfeti injekci u 100 % ze viech déti, které
obdrZely vakcinu podle tohoto vynalezu a u 99 % ze viech déti, které dostaly vakeinu podle
dosavadniho stavu techniky.

Po teti injekci mnoZstvi protilatek zaméfenych proti kazdé z vakcinovych valenci je v priméru
toto:
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Vakcina podle dosavadniho Vakcina podle tohoto
stavu techniky vynalezu
Zaskrt mezindr. jednotek/ml 1,35 1,56
Tetanus mezinar. jednotek/ml 5,1 4,9
Pertussis aglutin. titr 597 601
GMT
PRP pg/ml 5,8 5,9

Po injekci posilovaci davky podané ve 12 mésicich je mnoZstvi protilatek v této dobé takovéto:

Vakcina podle dosavadniho Vakcina podle tohoto
stavu techniky vynélezu
Za3krt mezinar. jednotek/ml 3,2 4,5
Tetanus mezinar. jednotek/ml 12,0 11,5
Pertussis aglutin. titr 2447 2560
GMT
PRP pg/ml 19,4 32,6

Tyto vysledky ukazuji, Ze vakcinova kombinace ziskani podle tohoto vynélezu je stabilni. Ve
skute¢nosti injekce posilovaci davky podavana détem sterym 12 mésicti se provadi s vakcinou,
kterd byla pfipravena pied 18 mésici, aviak vysledky ukazuji, Ze imunogenita kazdého z antigenti
kombinace se zachovala. Kromé& toho je prekvapujici, Ze se dostane Gginek posilovaci davky,
ktery je zfeteln& vétsi s vakcinovou kompozici podle tohoto vynélezu, ve srovnani s i€inkem
posilovaci davky dosazenym s vakcinou podle dosavadniho stavu techniky, kterda mé stejné
vakcinové valence.

Priklad 3

Davky vakcinové kompozice, jako je popséana v ptikladu 1, se udrzuje za teploty 4 °C po dobu
18 az 24 mésict a potom pouziji pti klinickych zkouskach, které zahrnuji 104 déti.

Dosazené titry pro kazdou z vakcinovych valenci jsou shrnuty do tabulky zafazené dale.

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

Tak miZe byt zfejmé, Ze rovnéZ po skladovani béhem dlouhého obdobi pti teploté +4 °C si
vakcinova kompozice podle tohoto vynalezu uchovava sviij imunogenni charakter, jak pokud jde
o PRP-T, tak pokud jde o jiné antigeny obsaZené ve vakciné.
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Pfiklad 4

Vakceinové kompozice obsahujici PRP-T pfi koncentraci 20 pg polyribosylribitolfosfatu na ml se
pfipravi v pfitomnosti komplext hliniku riznych typi a pfi rozdilnych bodech nulového naboje
(PZC). Mnozstvi komplexi hliniku je takové, Ze koncentrace hliniku v kompozici &ini 0,6 g/l.

Kompozice 1: Komplex hliniku vytvofeny hydroxidem hlinitym, jako je pouzit v D. T. Coq™
vakein€ prodévané firmou Pasteur Merieux Sérum et Vaccins. Bod nulového naboje odpovida
11,3.

Kompozice 2: Komplex hliniku vytvofeny hydroxidem hlinitym, jako je pouZit v Recombivax®
vakeiné prodavané firmou Merck. Bod nulového néboje odpovida 7,4.

Kompozice 3: Komplex hliniku vytvofeny fosfatem hlinitym, ktery byl ziskan smichanim
chloridu sodného a fosfatu sodného. Bod nulového naboje odpovida 6,2.

Kompozice 4: Komplex hliniku vytvofeny produktem Alum, ktery byl ziskan reakci uhligitanu
sodného v PBS pufru na siranu draselném a hlinitém. Bod nulového naboje odpovida 5,4.

Vakcinové kompozice se dostanou jednoduchym smichanim suspenzi obsahujicich komplexy
hliniku s PRP-T.

Priklad 5
Imunogenita ziskanych riznych kompozic se testuje na mysich.

Za ucelem ovéfeni imunogenni stability se ziskané kompozice podrobi podminkim urychlujicim
starnuti, to znamena, Ze se udrzuji pfi teploté 37 °C po dobu 2 tydni.

Testy stanoveni imunogenity se provadéji na mysich o hmotnosti 22 az 24 g, kterym se
subkutanné podévaji davky 0,5 ml pfipravki, z nichz kazdy obsahuje 2,5 ug polyribosylribitol-
fosfatu. Podavani se provadi ve dnech 0 a 14. Krev mys3i se odebere ve dnech 14 a 21 a hladina
protilitek se uréi radioimunologickym stanovenim. Poget naotkovanych my3i pro kazdou
vakcinovou kompozici je 8.

Vysledky jsou pokladany za uspokojivé, pokud:
*

Je alesport 75 % ze viech mysi ve dni 21, které maji titr v&t$i nebo roven 0,5,

*  je signifikantni rozdil mezi vysledky dosaZenymi ve dni 14 a vysledky dosaZzenymi ve
dni 21.

Predpokladd se, Ze ziskana vakcinova kompozice je stabilni, pokud vysledky dosazené po
urychleni stdruti jsou uspokojujici.

DosaZené vysledky pro testované kompozice jsou shrnuty v dale zafazené tabulce.

PZC Imunologicky test
C1 11,3 neuspokojivy
C2 7,4 neuspokojivy
C3 6,2 uspokojivy
C4 5,4 uspokojivy
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Zda se, ze pokud bod nulového naboje komplexi hliniku leZi v kyselé oblasti pH, ziskana
vakcinova kompozice je stabilni.

Priklad 6

Procento PRP-T imobilizovaného na komplexech hliniku se ovéfuje pro kazdou kompozici
v prikladu 4.

K tomuto aelu se kazda z kompozic odstfed’uje, supernatant se zachyti a v ném se zmeHi
mnoZstvi neimobilizovaného PRP-T testem ELISA nebo RIA.

Rozdil mezi koncentraci PRP-T ve vychozi kompozice a mnoZstvi stanovenym v supernatantu
dovoluje stanovit procentualni obsah imobilizovaného PRP-T.

DosaZené vysledky uvadéji dale.

Cl: 100 %
C2: 100 %.
C3: 100 %.
C4: 70 %.

Procentualni hodnoty v tomto pfikladé jsou ve viech pfipadech vztazeny na mnoZstvi PRP-T
vyjadiené v pg/ml.

Priklad 7

Kompozice se upravi pridanim fosfatovych ijonii za lelem dosaZeni jejich koncentrace
50 mmol/l. Test stanoveni imunogenity provedeny na my3ich po urychleném starnuti roztoku
potom vede k uspokojivym vysledkiim.

Stanoveni procenta imunizovaného PRP-T na komplexech hliniku ukazuje, Ze za t&chto
podminek pouze 20 % PRP-T je imobilizovéno. Procentudlni hodnota vtomto pfipadé je
vztaZena na mnoZstvi PRP-T vyjadiené v pg/ml.

Priklad 8

Kompozice 1 se upravi vtéto dob& pfidanim citratovych iond k této kompozici za uelem
dosaZeni jejich koncentrace 200 mmoV/1.

Test stanoveni imunogenity provedeny na mySich po urychleni stirnuti roztoku potom vede
k uspokojivému vysledku.

Stanoveni procenta imobilizace PRP-T na komplexech hliniku ukazuje, Ze za t€chto podminek
PRP-T neni dale viibec imobilizovan.

Priklad 9

Kompozice 2 se upravi pfidanim fosfatovych iontd ktéto kompozici za Gfelem dosaZeni
koncentrace 20 mmol/l.
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Test stanoveni imunogenity provedeny na mySich po urychleni starnuti roztoku potom vede
k uspokojivému vysledku. Stanoveni procenta imobilizace PRP-T na komplexech hliniku
ukazuje, Ze za téchto podminek PRP-T neni dale viibec imobilizovan.

Ptiklad 10

Kompozice 3 se upravi pfidanim fosfatovych iont k této kompozici v rozdilnych mnozstvich
a stanovi se procento imobilizace PRP-T na komplexech hliniku.

Pokud se pridd takové mnozstvi fosfatovych ionil, Ze koncentrace fosfathi v kompozici je
2 mmol/l, procentudlni obsah imobilizovaného PRP-T se snizi na 10 %, kde procentualni
hodnota je vztaZzeno na mnoZstvi PRP-T vyjadiené v ug/ml.

Pokud se pfidéd takové mnozstvi fosfitovych ioni, Ze koncentrace fosfati v kompozici je
4 mmol/l, PRP-T neni dale vibec imobilizovan.

Testy imunogenity provedené na mySich po starnuti roztoku jsou uspokojujici.

Priklad 11

Kompozice 4 se upravi pfidani fosfatovych ionti k této kompozici, pro dosaZeni koncentrace
60 mmol/l.

Stanoveni procenta PRP-T imobilizovaného na komplexech hliniku ukazuje, Ze za t&chto
podminek pouze 30 % PRP-T je imobilizovano, pfi¢emZ procentudlni hodnota je vztaZena na
mnoZstvi PRP-T vyjadfené v pg/ml. Test stanoveni imunogenity provedeny na mysich po
urychleni starnuti roztoku vede k uspokojivym vysledkiim.

Priklad 12
Pripravi se vakcinova kompozice a pfitom se vychézi z téchto sloZek:
Hydroxid hlinity (vyjadieno jako hlinik) 0,025 mg

PRP-T (vyjadfeno jako hmotnost polyribosylribitolfosfatu) 10 pg
Cistény anatoxin zaskrtu (PDA) 1 vakcinaéni davka

Cist&ny anatoxin tetanu (PTA)

1 vakcinaéni ddvka

Fosfaty 15 pmol
Antigeny détské obrny typ I 40 jednotek
typ I 8 jednotek
typ llI 32 jednotek
Anatoxin ¢erného kasle 25 pg
Pertussis F-HA 25 pg
50-mmolarni Tris—pufr 0,125 ml
obsahujici 42,5 % (hmotn./obj.) sacharézy
Voda pro injekce, gsp 0,5 ml

Test stanoveni imunogenity ve vztahu k PRP-T se provadi na mysich s roztokem pfipravenym
uvedenym zplsobem, stejné jako s roztokem skladovanym za teploty 37 °C po dobu 1 mésice,
roztokem skladovanym za teploty 25 °C po dobu 2 mésicii a s roztokem skladovanym za teploty
4°C po dobu 6 mésici. VSechny ptipady vedou k uspokojivym vysledkim, co ukazuje na
stabilitu PRP-T v takovém prostiedi.
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Pfiklad 13
Piipravi se vakcinovéa kompozice a pfitom se vychazi z t&chto slozek:

Hydroxid hlinity (vyjadieno jako hlinik)
PRP-T (vyjadfeno jako hmotnost polyribosylribitolfosfatu)
Cistény anatoxin zaskrtu (PDA)
Cistény anatoxin tetanu (PTA)
Anatoxin ¢erného kasle
F-HA
Hbs protein (jako je ptitomen ve vakcing GenHevac B PASTEUR®)
Antigeny détské obrny typ I
typ 1l
typ IlI
Fosfaty

Uhli¢itany

50-mmolarni Tris—pufr

obsahujici 42,5 % (hmotn./obj) sacharézy
Voda pro injekce, gsp

Stabilita roztoku pripraveného timto zplisobem se ov&fi tim, Ze se roztok vystavi teploté 37 °C po
dobu 2 tydni a potom se provede test stanoveni imunogenity PRP-T na my$ich, jak je popsano

v pfikladu 5.

DosazZené vysledky jsou uspokojivé.

Provede se test imunogenity pro Hbs protein. Tento test se provadi na mysich a spo€iva ve
stanoveni anti-HBs protilatky testem Elisa, pfi¢emZ potom se uréi na t€chto my3ich 50% t¢inna
davka, ktera miZe byt mensi neZz 0,970 ug Hbs proteinu, pokud se predpoklada, Ze test je

uspokojivy.

Vysledky dosaZené s roztokem pripravenym jak je uvedeno vyse a udrzovanym za teploty 37 °C

po dobu 2 tydni pied testovanim jsou uspokojivé.

Piiklad 14
Pipravi se vakcinova kompozice a pfitom se vychazi z téchto slozek:

Hydroxid hlinity (vyjadfeno jako hlinik)

PRP-T (vyjadfeno jako hmotnost polyribosylribitolfosfatu)
Cistény anatoxin zaskrtu (PDA)

Ci§tén)" anatoxin tetanu (PTA)

Anatoxin ¢erného kasle

F-HA

Rasy

Pertactin

0,3 mg

10 pg

1 vakcinaéni davka
1 vakcinaéni davka
25 pg
25 g

20 pg
40 jednotek

8 jednotek
32 jednotek
20 pmol

5 pmol
0,125 ml

0,5 ml

0,3 mg

10 pg

1 vakcina¢ni davka
1 vakcinaéni davka
10 ug

Spg

Sug

3pg

HBS protein (jako je pfitomen ve vakcin€ GenHevac B PASTEUR®) 20 pg

Antigeny détské obrmy typl

typ I

typ I
Fosfaty

-10-

40 jednotek
8 jednotek
32 jednotek
20 pmol
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Uhligitany 10 pmol
Chlorid hofegnaty 5 pmol
50-mmoléarni Tris—pufr 0,125 ml
obsahujici 42,5 % (hmotn./obj.) sachar6zy

Voda pro injekce, gsp 0,5 ml

Testy imunogenity ve vztahu k PRP-T se provadi jak je popsano v pfikladu 5. Test stanoveni
imunogenity vzhledem k Hbs proteinu se provadgji jak je popsano v ptikladu 13. Viechny tyto
testy vedou k uspokojivym vysledkim, co ukazuje na stabilitu vakcinové kompozice podle
tohoto vynalezu.

PATENTOVE NAROKY

1. Vakcinova kompozice obsahujici alespofi jeden antigen vytvofeni kapsuldrnim poly-
sacharidem chfipky Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfatem o vysoké molekulové
hmotnosti kondenzovanym k anatoxinu tetanu a adjuvans na bazi hliniku, vyzna&ujici se
tim, Ze adjuvans na bazi hliniku ma bod nulového niboje mensi nez 7,2.

2. Vakcinova kompozice podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze adjuvans na bazi
hliniku obsahuje hydroxidy hlinité chemicky modifikované pfidanymi aniony.

3. Vakcinovad kompozice podle niroku 2, vyzmnaéujici se tim, Ze aniony jsou
vybrany z fosfati a citrati.

4. Vakcinova kompozice podle nékterého z pfedchazejicich naroki, vyzmnadujici se
tim, Ze adjuvand na bazi hliniku obsahuje fosfaty hlinité.

S. Vakcinova kompozice podle nékterého z pfedchazejicich naroki, vyznaéujici se
tim, Ze adjuvans na bazi hliniku obsahuje siran draselny a hlinity.

6. Vakcinova kompozice podle nékterého z pfedchazejicich naroki, vyznaéujici se
tim, Ze dodatkové obsahuje alespoil jeden z vakcinovanych antigenli zvolenych ze zaSkrtu,
tetanu, erného kasle, hepatitidy b a polyomyelitidy.

7. Zpusob pripravy vakcinové kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zese
nejprve snizi bod nulového naboje adjuvans na bazi hliniku na mén& neZ 7,2 a poté se k nému
pfida alespori jeden antigen vytvofeny kapsularnim polysacharidem ch¥ipky Haemophilus typu b
nebo polyribosyIribitolfosfatem kondenzovany k anatoxinu tetanu.

8. Zpisob podle ndroku 7, vyznadujici se tim, Ze se nejprve snizi bod nulového
naboje adjuvans na bazi hliniku na méné nez 7,2 pfidinim anionu vybraného z fosfétu a citrati.

Konec dokumentu
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