CS 276109 B 6

‘Zpuisob stabilizace lyofilizované vakciny

(11)

s DATENTOVY SPIS[276 109

REPUBLIKA
(19)

(21) CGislo prihlasky :  104-90.G (13)

| (22) P#ihlaseno : 08 01 90 (51)

. (30) Prioritni data :

{(40) Zvefejn&no : 16 07 91

) 47) Ud&L : 21 02 92-
FEDERALNI URAD (47) eno

PRO VYNALEZY (24) oOznadmeno udé&lenf ve V&stniku : 15 04 92

Cislo dokumentu :

Druh dokumentu :

Int, C1.% :
A 61 K 39/05

(73) Majitel patentu : BEDNAR MAREK MUDr.CSc.,
SRBOVA HANA PhMr.CSc., PRAHA

{72) Pavodce vyndlezu : BEDMAR MAREK MUDr.CSc.,
SRBOVA HANA PhMr.CSc., PRAHA

(54) Nézev vynalezu : Zptsob stabilizace lyofilizované vakciny
z kmene Propionibacterium acnes 26/78

(57) Anotace :

Propionibacterium acnes 26/78 spogivd v
homogenizaci suspenze bakterinu Propioni-
bacterium acnes 26/78 s antiseptikem, gly-
cinem a lidskym albuminem, pficemZ bmot-
nostni pomér susiny suspenze bakterinu a
lidského albuminu &ini 1 : 2,85.a2 5 a
hmotnostni pomér glycinu a lidského albu-

.minu éini 1 : 2 aZz 4 a vznikld smés se

doplni vodou pro injekce v hmotnostnim
poméru k suiné bakterinu 55 az 60 : 1,
nacéez se tato smés podrobi lyofilizaci.

]

6



1 CS 276109 B 6

Vynidlez se tykd zplsobu stabilizace lyofilizované vakciny z kmene Propionibacterium
acnes 26/178.

Pfi ptiprave lyofilizovanyéh vakcin se pouzivaji stabilizdtory nejrtznéjsfho sloZeni.
Ipravidla jde o nékteré cukry, napfiklad sacharozu, déle se pouzivad Zelatina nebo hovézi
albumin. MnoZstvi pfiddvané stabilizujici ptimési je ruzné. Casto se pouzivad vice rdznych
latek k dosajeni 24douciho stabilizujiciho G&inku. Jejich pomér se stanovuje empiricky
individudlné pro jednotliva rGznd 1é&iva.

Lyofilizovand vakcina Propipnibacterium acnes musi obsahovat kromé (éinné ldtky a kon-
zervaéni ptisady také primés vhodného stabiliz4dtoru, ktery zajisti dobry vzhled kone&ného
vyrobku, jeho dgbrou rozpustnost a dlouhodobou stabilitu. Pro nové vyvijenou vakcinu Propi-
onibacterium acnes 26/78 byly zkou3eny rizné stabilizdtory a jejich smési. Vysledky byly
proménlivé. Nejvétiim nedostatkem byla Spatnd rozpustnos vyrobku a jeho krdtkodobd stabi-
lita. Z firemni literatury je zném zpisob stabilizace obdobné vakciny pfiddnim glycinu
v koncentraci 2,3 % hmot. Tento zpGisob stabilizace md v3ak za ndsledek nedokonalou rozpust-
nost lyofilizdtu a pokles stabilityvpiipravku pfi pokojové teploté.

Tyto nedostatky odstranuje zpdsob stabilizace lyofilizovné vakciny Propionibacterium
acnes 26/78 podle vyndlezu. Jeho podstata spoiivd v tom, Ze se kultura po fermentaci a
tepelné inaktivaci, bakterin Propionibacterium acnes 26/78, zhomogenizuje s antiseptikem,
.glycinem a lidskym albuminem, pfigem? hmotnostni pomér susiny bakierinu a lidského albumi-
nu &ini 1 : 2,85 az 5 a hmotnostni pomér glycinu a lidského albuminu €ini 1 : 2 az 4 a vznik-
14 smés se doplni vodou pro injekce v hmotnostnim poméru k susiné bakterinu 55 aZ 60 : 1.

Jako antiseptikum je vhodné pouzit merthioldt sodny. Po pfiddni antiseptika a stabilizaé-
nich pfisad k suspenzi bakterinu se smés podrobi lyofilizaci.

Tyto stabiliza&ni piisady ptidané v uréeném poméru chrani jednotlivé lyofilizované
'buﬁky pted vzdjemnym slepenim. PouZitim lidského albuminu je docileno dplné rozpustnosti
lyofilizdtu a dlouhodobé stability piifpravku pii pokojové teploté. To umoznuje skladovani
ptipravku i mimo ledni&ku bez nebezpe&f ztrdty G&inku. PouZitim lidského albuminu nevzni-
kd u lédenych osob nebezpe&i sensibilizace.

Lyofilizovand vakcina Propionibacterium acnes 26/78 stabilizovand zpisobem podle vy-
ndlezu se vyznaduje témito vlastnostmi:

- rozpustost do 1 minuty po pfiddni fyziologického roztoku

- rozpuiténs vakcina je zcela homogenni i pfi mikroskopickém zkoumdnij; mikroskopicky
vzhled rozpudténé vakciny je shodny se vzhledem téZze vakciny pfed lyofilizaci

- biologickd aktivita Vakciny je na velmi dobré drovni

- viechny vyse uvedené vlastnosti se nemén{ ani po 20 mésicich skladovédn{ lyofilizované
vakciny pti teploté 37 °c.

Iptsob stabilizace lyofilizované vakciny z kmene Propionibacterium acnes 26/78 je
bliZe objasnén na nidsledujicich piikladech.

Ptiklad 1

Kultivace Propionibacterium acnes 26/78 byla ukoncena po dosaZeni staciondrni féze
riistové kFivky, poté se teplotas fermentaéni nédoby zvysila na 60 °c =g dobu 1 h a ndsled-
né zchlazena na pokojovou teplotu. Ziskany bakterin byl centrifugovdn, promyt destilova-
nou vodou a resuspendovdn v destilované vodd.

Iptsob stabilizace 1. G&inného bakterinu pfipraveného z kmene Propionibacterium acnes
26/78 probihal ndsledovn&. MnoZstvi jednotlivych sloZek smési pted lyofilizaci: bakterin
7 mg suché hmotnosti, merthiolat sodny 0,04 mg, glycin 9,2 mg. Smé&s byla doplnéna do 400
mg vodou pro injekce. Merthioldt sodny je pfiddvdn jako antiseptikum. Smés byla lyofili-
z0véna do zbytkové vlhkosti 2,1 % hmot., zatavena v atmosféfe dusiku a skladovéna pii 37 Oc.
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Sledovéni kvality stabilizované lyofilizované vakciny z kmene Propionibécterium acnes
26/78 probihalo v Gasovém tiseku 12 mésict hodnocenim doby rozpustnosti lyofilizdtu v se-
kunddch (R), maxim4lniho po&tu bakterii v mikroaglutindtech (A) a relativni imunostimulad-

ni aktivity v % (I) vztaZeno k poédtetni hodnoté (M=0).

Hodnoceni kvality vakciny stabilizované zpisobem 1.

M 0 1 3 6 12
R 12 30 30 30 35
A 20 50 100 100 100
I 100 101 96 80 84

kde M je délka skladovdni v mésfcich.

Priklad 2

P#i kultivaci bylo postupovdno stejn& jako v pifikladu 1.
Stabilizace byla provedena zpisobem podle vyndlezu. ZpGsob stabilizace pfed lyofilizaci 2.
spo&ival v homogenizaci déinného bakterinu pfipraveného z kmene Propionibacterium acnes
26/78 v mnoZstvi 7 mg suché hmotnosti, merthioldtu sodného jako antiseptické piisady v
mnozstvi 0,04 mg, 9,2 mg glycinu a 25 mg lidského albuminu. Ostatni podminky lyofilizace,
skladovani i hodnoceni stabilizované vakciny byly shodné s pfikladem 1.

Hodnoceni kvality vakciny stabilizované zplsobem 2.

M 0 1 3 6 12
R 30 25 30 30 30
A 5 5 5 5 15
I 100 105 104 99 101

kde M je délka skladovdni v mé&sicich
R - doba rozpustnosti lyofilizdtu v sekunddch
A - maximdlni pocet bakterii v mikroaglutindtech
I - relativni imunostimulagni aktivita v %
vztazeno k poddtedni hodnoté (M=0)

.

Priklad 3

Bylo postupovéno shodn& jako v pfikladu 2. Stabilizace byla provedena zplsobem 3. pod-
le vyndlezu s tim, ?e smds pfed lyofilizac! obsahovala 35 mg lidského albuminu. Ostatni
podminky byly shodné s piikladem 2.

Hodnoceni kvality vakciny stabilizované zpdsobem 3.

M 0 1 3 6 12
R 40 35 40 40 35
A 5 5 5 5 | 15
I 100 97 102 106 103

kde M je délka skladovédni v mésicich
R - doba rozpustnosti lyofilizdtu v sekundéch
A - maximdlni potet bakterii v mikroaglutindtech

o

I - relativni imunostimulaéni aktivita v
vztazeno k po&dteéni hodnoté (M=0)
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Ptiklad & '

Bylo postupovano stejn& jake v pfikladu 1. ZpGsob stabilizace 4. spotival v homogeni-
zaci smési sestdvajici se z 7 mg suché hmotnosti dEinného bakterinu piipraveného z kmene
Propionibacterium acnes 26/78, merthicldtu sodného jako antiseptické pfisady v mnoZstvi
0,04 mg a 35 mg lidského albuminu. Ostatni podminky byly shodné.

Hodnoceni kvality vakciny stabilizované zplsocbem 4.

M 0 1 3 . 6 - 12
R 120 140 180 180 180
A 5 10 5 10 20
I 100 89 103 23 92

kde M, R, A a I maji vyznam jako v pfedchozich piikladech.

7 hodnoceni vyplyvé, Ze zplsob stabilizace 1., kdy hmogenizovand smés pfed lyofiliza-
c{ neobsahaovala lidsky albumin md za ndsledek sice dobrou rozBustnost, ale problémy pii
skladovédni, kdy dochdzi k poklesu imunostimulaéni aktivity. Zpisobem stabilizace 4., kdy
homogenizovand smés neobsahuje glycin, se ziskd vakcina, jejiZ kvalita se skladovdnim
podstatné neméhi, ale lyofilizdt je velmi 3patn& rozpustny. Tyto vlastnosti uvddi do sou-
ladu zpisob stabilizace lyofilizované vakciny 2., 3. podle'vynélezu.

Iptsob stabilizace lyofilizované vakciny Propionibacterium acnes 26/78 podle vyndle-
" zu je uréen pro pEipravu lééiva vyrdbéného z kmene Propionibacterium acnes. Lze jej vSak
vyuZzit i pro pfipravu obdobnych korynebakterilnich vakcin z jinych kmend.

PATENTOVE MNAROKY

Zptsob stabilizace lyofilizované vakciny Propienibacterium acnes 26/78 ptidavkem
antiseptika a glycinu k bakterinu, vyznadujici se tim, Ze se suspenze bakterinu Propioni-
bacterium acnes 26/78 zhomogenizuje s antiseptikem, glycinem a lidskym albuminem, pFicemz
hmotnostni pomér susiny suspenze bakterinu a lidského albuminu éini 1 : 2,85 az 5 a hmot-
nostni pomér glycinu a lidského albuminu €ini 1 : 2 az 4 a vznikld smés se doplni vodou
pro injekce v hmotnostnim poméru k sudiné bakterinu 55 az 60 : 1, naceZ se tato smés pod-
robi lyofilizaci. b
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