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SmithKline Beecham Biologicals (s.a.)

Kombinirane vakcinske formulacije, ki vklju¢ujejo vakcinsko komponento
hepatitisa B za zdravljenje infekcij s hepatitisom B

PredloZeni izum se nanaSa na nove vakcinske formulacije, postopke za njihovo
pripravo in njihovo uporabo v terapiji. Zlasti se predloZeni izum nana$a na nove
kombinirane vakcinske formulacije, ki vkljutujejo vakcinsko komponento hepatitisa
B za zdravljenje infekcij s hepatitisom B.

Infekcija z virusom hepatitisa B (HB) je sploen problem, vendar so vakcine, ki jih
uporabljajo za mnoZino imunizacijo, sedaj na razpolago, npr. produkt "Engerix-B"
(SmithKline Beechman PLC). Engerix B ima kot antigensko komponento hepatitisa
B povrsinski antigen hepatitisa B (HBsAg), ki ga dobijo s tehnikami genetskega
inZeniringa.

Vendar je pogosto potrebno ali Zeleno dajati vakcino hepatitisa B istoasno kot
druge vakcine in to lahko vkljuuje mnogoterne injekcije. Problemi, povezani z
mnogoternimi injekcijami, vkljuujejo bolj kompliciran postopek dajanja in velik
celotni injekcijski volumen.

Zato obstaja potreba po stabilni kombinirani vakcini, ki obsega antigen hepatitisa B v
kombinaciji z drugimi antigeni. Drugi antigeni so zlasti tisti, sposobni v vakcinski for-
mulaciji preprecevanja hepatitisa A (HA), difterije (D), tetanusa (T), pertusisa s
popolnimi celicami (Pw), neceli¢nega pertusisa (Pa), hemofilne influence b (Hib) in
polia (P).



Aluminijev hidroksid (AH) se na splo$no uporablja kot adjuvant v formulaciji vakcin.
Npr. Engerix B uporablja povrSinski antigen hepatitisa B (HBsAg), adsorbiran na
aluminijevem hidroksidu. Tudi mi smo uspedno uporabili AH v formulaciji vakcine
hepatitisa A in v kombiniranih vakcinah DT, DTPw in DTPa. Vendar &e uporabimo
HBsAg, adsorbiran na AH, v kombinaciji z drugimi vakcinami v kombinirani for-
mulaciji, pride do bistvenega padca imunskega odziva na HBsAg, ki ima za posledico
nizjo ali nezadostno sero za$¢ito po vakcinaciji. Poleg tega je stabilnost HBsAg kom-
ponente kombinirane vakcine slaba.

HBsAg, adsorbiran na aluminijevem fosfatu (AP), je uporabljen v trzno dosegljivi
monovalentni vakcini (HEPPACINE), ki jo izdeluje korejski Cheil Sugar Co Ltd.
Ugotovili smo, da ni bistvene razlike v imunogenskih lastnostih med monovalentno
vakcino HBsAg, adsorbiranega na AH, Engerix B, in monovalentno vakcino HBsAg,
adsorbiranega na AP.

Evropska patentna prijava s §t. objave 0339 667 prikazuje bivalentno vakcino, ki ob-
sega HBsAg in antigen hepatitisa A, v kateri je uporabljen kot adjuvant bodisi
aluminijev hidroksid ali aluminijev fosfat. Iz le-te je razvidno, da ni nobene vecje
potrebe po tem, da bi se izognili aluminijevemu hidroksidu kot adjuvantu za multi-
valentno vakcino, ki obsega HBsAg. Nadalje je razvidno, da v tem dokumentu ali
kjerkoli drugje ni prikazana bivalentna ali multivalentna vakcina hepatitisa B, v
kateri je vsaj en antigen, drugacen kot HBsAg,adsorbiran na aluminijevem hidrok-
sidu, in je HBsAg adsorbiran na aluminijevem fosfatu.

Vsekakor je razvidno, da pri tem sploh ni bilo objave, ki bi omogodala stabilno in
udinkovito multivalentno vakcino, ki obsega HBsAg. |

Z enega vidika predloZeni izum zagotavlja kombiniran vakcinski sestavek, ki obsega
povrsinski antigen hepatitisa B (HBsAg) in $tevilne (n) druge antigene v kombinaciji
z adjuvantom, ki obsega eno ali ve¢ aluminijevih solj, v kateri je vrednost n 1 ali ve¢ in
v kateri adjuvant, uporabljen za adsorbiranje HBsAg, ni aluminijev hidroksid, pod
pogojem, da kadar je n 1, drugi antigen ni antigen proti hepatitisu A.

Prednostnojen 2, 3,4, 5 ali 6.

Prednost predlozenega izuma je ta, da ne pride do bistvenega padca imunogenosti



HBsAg v kombinirani vakcinski formulaciji. Izogibanje uporabe AH za adsorbiranje
HBsAg komponente v vakcinski formulaciji povzro¢i tudi produkt z znatno bolj$o
stabilnostjo. Nadaljnja prednost predloZenega izuma je ta, da premagamo navedene
teZave, povezane z mnogoternimi injekcijami, ali jih vsaj ublaZimo in zagotovimo
visoko imunogensko kombinirano formulacijo. Sestavki v smislu izuma so zlasti

primerni za dajanje otrokom.

Prednostno je HBsAg adsorbiran na AP. Zlasti smo ugotovili v humanih klini¢nih
Studijah, da kadar HBsAg adsorbira na AP kombinirano z enim ali ve¢ antigenov, ad-
sorbiranih na AH ali AP, v kombinirani vakcini ne pride do bistvenega padca imun-
ogenosti. Stabilnost HBsAg, adsorbiranega na AP v formulaciji, je tudi vecja kot
- HBsAg, adsorbiranega na AH.

Skladno je z nadaljnjim vidikom predloZenega izuma zagotovljen vakcinski sestavek v
skladu s predloZenim izumom, v katerem je vsaj eden od antigenov drugaden kot
HBsAg, adsorbiran na aluminijevem fosfatu.

Z nadaljnjega prednostnega vidika je vsaj eden od antigenov drugacen kot HBsAg,
adsorbiran na AH.

Z nadaljnjega vidika predloZeni izum zagotavlja kombinirano vakcino, ki obsega
povrSinski antigen hepatitisa B (HBsAg), adsorbiran na AP, in antigen, adsorbiran na
AP ali AH, izbran izmed antigena proti enemu ali ve¢ od naslednjih patogenov: dif-
terija (D), tetanus (T), pertusis (P), neaktiviran polio (IPV), hemofilna influenca b
(Hib), in hepatitis A (HA).

V pediatriéno vakcino lahko vklju¢imo tudi druge kompatibilne antigene, npr. an-
tigene, znane, da so uCinkoviti proti meningitisu B, meningitisu A in C in otitis
medijem.

Kot uporabljamo tukaj, se izraz "bivalenten" nanala na vakcino, ki obsega kom-
binacijo dveh antigenov v celoti. Izraz "multivalenten" uporabljamo za vakcinski
sestavek,ki obsega vec kot dva antigena, npr. 3, 4 ali 5 ali 6 antigenov.

Pomena izrazov "aluminijev fosfat" in "aluminijev hidroksid", kot ju uporabljamo
tukaj, vkljulujeta vse oblike aluminijevega hidroksida ali aluminijevega fosfata, ki so

primerne za adjuvantiranje vakcin.



Npr. aluminijev fosfat je lahko oborina netopnega aluminijevega fosfata (amorfnega,
polkristalnega ali kristalnega), ki ga lahko v danem primeru, toda ne izklju¢no,
pripravimo z me$anjem topnih aluminijevih soli in soli fosforne kisline. "Aluminijev
hidroksid" je lahko oborina netopnega (amorfnega, polkristalnega ali kristalnega)
aluminijevega hidroksida, ki ga lahko v danem primeru, toda ne izklju¢no,
pripravimo z nevtraliziranjem raztopine aluminijevih soli. Zlasti primerne so razne
oblike aluminijevih hidroksidnih in aluminijevih fosfatnih gelov, ki so dosegljive iz
trznih virov, npr. Alhidrogel (aluminijev hidroksid, 3 % suspenzija v vodi) in Adju-fos
(aluminijev fosfat, 2 % suspenzija v slanici), ki ju dobavlja Superfos (Vedbaek, 2950
Danska).

Upostevati je treba, da smo prvi¢ sposobni zagotoviti stabilen in uéinkovit multi-
valenten vakcinski sestavek, ki obsega HBsAg.

Skladno je z nadaljnjim vidikom predloZenega izuma zagotovljen stabilen in
ucinkovit kombiniran vakcinski sestavek, naravnan za prepredevanje ve¢ kot dveh

bolezni, ki obsega HBsAg in vsaj dva druga antigena.

Odli¢ne rezultate dobimo, ¢e je HBsAg adsorbiran na AP in je vsaj eden od an-
tigenov drugaen kot HBsAg, adsorbiran na AH.

Prednostne kombinacije vakcin v skladu s predlozenim izumom so:

difterija-tetanus-pertusis-hepatitis B (DTP-HB)
difterija-tetanus-hepatitis B (DT-HB)

DTP-IPV (neaktivirana polio vakcina)-hepatitis B
Hib-hepatitis B

DTP-Hib-hepatitis B

IPV-DTP-Hib-hepatitis B.

Upostevati je treba, da za vakcino, ki vsebuje Hib komponento, lahko uporabimo
Hib antigen improvizirano s formuliranjem vakcine tik pred dajanjem.

Bolj specifi¢no, posebno vakcine v obsegu izuma so:

difterija-tetanus-pertusis (DTP adsorbiran na AH ali AP)-hepatitis B (HBsAg, adsor-



biran na AP)

difterija-tetanus (DT, adsorbiran na AP ali AH)-hepatitis B (HBsAg, adsorbiran na
AP).

Izraz "stabilna" kot ga uporabljamo tukaj, da opi§emo vakcino v skladu s predlozenim
izumom, pomeni vakcino, ki jo lahko vzdrzujemo pri 37 °C en teden brez kakr3nekoli
bistvene izgube imunogenosti HBsAg komponente.

Izraz "ufinkovit" kot ga uporabljamo tukaj, pomeni vakcinski sestavek, oznaen s
tem, da je imunogenost HBsAg v kombinirani vakcini tak$na, da ugotovimo
geometrien povpretni titer vsaj 200 mIU/ml, prednostno 300 mIU/ml] ali ve¢, pri
otrocih po tretji dozi vakcine, kadar jo dajemo v enomesecnih intervalih po ustrez-
nem vakcinacijskem razporedu.

Z nadaljnjega vidika predloZeni izum zagotavlja multivalenten vakcinski sestavek, ki
obsega HBsAg in stabilizirni adjuvant, ki ga izberemo tako, da vakcino lahko
vzdrzujemo pri 37 °C en teden brez kakr§nekoli izgube imunogenosti HBsAg kom-
ponente. Prednostno je multivalentni vakcinski sestavek nadalje oznaen s tem, da
povzro¢i geometri¢ni srednji titer vsaj 200 mIU/ml (en mesec po tretji dozi), pred-
nostno 300 mIU/ml ali ve€ pri otrocih, kadar poteka dajanje vakcine v enomese¢nih
intervalih po ustreznem vakcinacijskem razporedu.

Kot uporabljamo tukaj izraz "ustrezen vakcinacijski razpored", to pomeni razpored,
znan strokovnjakom na podroju dajanja odmerkov doz vakcine, posebno
pediatriénih doz. Uporabimo lahko npr. 3, 4 in 5 mese¢ni razpored. Zlasti je to
ustrezno npr. za vakcine, ki vsebujejo DTP-HBsAg v skladu s predloZenim izumom.

Z enega vidika je HBsAg lahko adsorbiran na aluminijevi soli, ki je druga¢na kot
aluminijev hidroksid. Prednostno je adsorbiran na AP. Drugi antigeni v multivalentni
vakcinski formulaciji so prednostno adsorbirani na AH, kot je prikazano v primerih
tukaj spodaj.

Prednostno obsega vakcinska formulacija v skladu s predloZenim izumom pertusisno
vakcino.

Pertusisna komponenta je primerno pertusisna vakcina s popolnimi celicami ali



neceli¢na pertusisna vakcina, ki vsebuje delno ali visoko oliS¢ene antigene.

Zgornje kombinacije lahko v danem primeru vkljuCujejo komponento, ki je
varovalna proti hepatitisu A, to je HAV antigen.

Prednostno je kombinacijska vakcina heptatitisa B pediatri¢na vakcina.

Priprava antigenov in adsorpcijski postopek z adjuvanti sta dobro znana v tehniki;
glej primer, kot je navedeno spoda;.

Priprava povriinskega antigena hepatitisa B (HBsAg) je primerno dokumentirana.
Glej npr. Harford et al. (1983) v Develop. Biol. Standard 54, str. 125, Gregg et
al.(1987) v Biotechnology 5, str.479, EP A-0 226 846,EP-A-0 299 108 in reference le-

tam.

Kot uporabljamo tukaj, izraz "povrsinski antigen hepatitisa B" ali "HBsAg" vklju¢uje
katerikoli HBsAg antigen ali njegov fragment, ki prikazuje antigenost HBV
povrSinskega antigena. Razumljivo je, da lahko poleg 226 aminokislinskih sekvenc
HBsAg S antigena (glej Tiollais et al. Nature, 317,489 (1985) in reference le tam)
HBsAg, kot je opisan tukaj, ¢e Zelimo, vsebuje vso ali del pre-S sekvence, kot je
opisano v zgornjih referencah in v EP-A-0278940. Zlasti HBsAg lahko obsega
polipeptid, ki obsega amino kislinsko sekvenco, ki obsega ostanke 12-52, ¢emur
sledijo ostanki 133-145, ¢emur sledijo ostanki 175-400 L-proteina HBsAg, glede na
odprt bralni okvir virusa hepatitisa B ad serotipa (na ta polipeptid se sklicujemo kot
na L*; glej EP 0 414 374). HBsAg v obsegu izuma lahko vkljuéuje tudi pre-S1-pre-
S2-S polipeptid, opisan v EP 0 198 474 (Endotronics) ali njegove analoge,kot so
opisani v EP 0 304 578 (Mc Cormick and Jones). HBsAg, kot je opisan tukaj, se
lahko nanasa tudi na mutante, npr. "pobegli mutant (escape mutant), opisan v WO
ali 91/14703 evropski patentni prijavi s $tevilko objave 0 511 855 Al, posebno
HBsAg, kjer je vlegi 145 aminokislinska substitucija arginina za glicin.

Normalno je HBsAg v obliki delcev.Delci lahko obsegajo, npr. S protein sam ali pa
so lahko sestavljeni delci, npr. (L*, S),kjer je L*, kot je definirano zgoraj, in S pomeni
S-protein HBsAg. Omenjeni delec je prednostno v obliki, v kateri je izraZen v kvasov-
kah.

Primerni antigeni za uporabo v vakcinah v skladu s predloZenim izumom so Ze trZno



dosegljivi in podrobnosti lahko dobimo pri svetovni zdravstveni organizaciji (WHO).
Npr. IPV komponenta je lahko Salkova neaktivirana polio vakcina. Pertusisna vak-
cina lahko obsega produkt s popolnimi celicami, neceliéni produkt ali rekombinantno
proizveden produkt. Zlasti je pertusisna komponenta lahko PT (pertusis toksini) ali
njihove podfrakcije, FHA (filamentni hemaglutininski antigen), aglutinogeni
(fimbrijski) in zunanji membranski proteini, vklju¢no 69 kDa protein (pertaktin,
nefimbrijski aglutinogen). Reference: Robinson,A.,Irons, L. 1. & Ashworth,A.E.,
Vaccines, 3, 1985, 11-22; in Brennan, H.J,, Li; SM., Cowell, J. L., Bishen,M.E,,
Steven, A.C. Novotny.,P, Manclarck, C.R., Infection and Immunity, 56, 1988, 3189-
3195.

Komponenta, ki daje za¢ito proti hepatitisu A, je prednostno produkt, znan kot
"Havrix" (SmithKline Beecham Biologicals), ki je uniéena oslabljena vakcina, iz-
vedena iz HM-175 seva HAV [glej "Inactivated Candidate Vaccines for Hepatitis A"
od F.E. Andre, A. Hepburn and E.D’Hondt (1980), Prog. Med.Virol., Vol., 37str.
72-95 in monografijo produkta "Havrix", objavljeno od SmithKline Beecham Biologi-
cals (1991).

Flehmig et al (loc cit., str. 56-71) so naredili pregled klini¢nih vidikov, virologije, im-
unologije in epidemiologije heptatitisa A in razpravljali o poskusih razvoja vakcin
proti tej obi¢ajni virusni infekciji.

Kot uporabljamo tukaj se izraz "HAV antigen" nanala na katerikoli antigen, ki je
sposoben stimuliranja nevtraliziranja protiteles za HAV pri ljudeh. HAV antigen
prednostno obsega neaktivirane oslabljene virusne delce ali je lahko npr. HAV kap-
sid ali HAV virusni protein, ki ga lahko obi¢ajno dobimo z rekombinantno DNA teh-
nologijo.

Vakcinski pripravek je na splodno opisan v New Trends and Developments in Vac-
cines (1978), izdano od Voller et al, University Park Press, Baltimore, Maryland
US.A.

Koli¢ino antigena v vsaki vakcinski dozi izberemo kot koli¢ino, ki inducira imuno
zadCitni odziv brez znatnih 3kodljivih stranskih u¢inkov v tipi¢nih vakcinah.Taka
koli¢ina variira, odvisno od tega, katere specificne imunogene uporabimo. Na
splo$no pri¢akujemo, da vsaka doza obsega 1-1000 ug celotnega imunogena, pred-
nostno 2-100 g, bolj prednostno 1-40 pg, najbolj prednostno 1-5 ug. Optimalno



koli¢ino za posebno vakcino lahko dolo¢imo s standardnimi $tudijami, ki vkljuCujejo
opazovanja protitelesnih titrov in drugih odzivov v subjektih. Primarni vakcinacijski
postopek lahko vklju€uje dve ali tri doze vakcine, ki jih damo v enem ali dveh
mese¢nih presledkih po predpisih WHO za DTP imunizacijo.

Z nadaljnjega vidika predloZenega izuma je zagotovljen vakcinski sestavek v skladu s
predloZenim izumom za uporabo v medicini.

Z nadaljnjega vidika predloZenega izuma je zagotovljena uporaba HBsAg za iz-
delavo kombinirane vakcine v skladu s predloZenim izumom za profilakso virusnih

infekcij hepatitisa B.

Z nadaljnjega vidika predloZeni izum zagotavlja uporabo AP, ki uinkuje kot stabi-
lizator za HBsAg in/ali vzdruje uéinkovitost HBsAg v multivalentni vakcini v skladu
s predloZzenim izumom.

Posebno predloZeni izum zagotavlja uporabo aluminijevega fosfata za pripravo
stabilne kombinirane vakcine, ki obsega HBsAg in vsaj en drugaden antigen, pri
Cemer je stabilnost in/ali imunogenost HBsAg komponente ve&ja kot v kombinirani
vakeini, v kateri je HBsAg komponenta absorbirana na AH.

Bolj posebno zagotavlja predloZeni izum uporabo, pri kateri lahko vzdrZzujemo vak-
cino pri 37 °C en teden brez bistvene izgube imunogenosti HBsAg.

Zagotovljena je tudi uporaba, pri kateri je geometri¢ni srednji titer, ugotovljen en
mesec po tretji dozi vakcinacijskih odmerkov, danih v enomese¢nih intervalih po

ustreznem vakcinacijskem razporedu pri otrocih, vegji kot 200, prednostno vedji kot
300 mIU/ml.

Z nadaljnjega vidika predloZenega izuma je zagotovljen postopek za izdelavo kom-
binirane vakcine, u¢inkovite pri prepredevanju infekcij hepatitisa B, pri ¢emer pos-
topek obsega meSanje HBsAg, adsorbiranega na AP, kot je definirano tukaj z enim
ali ve¢ drugimi antigeni, pri Cemer je vsaj eden adsorbiran na AP ali AH.

S prednostnega vidika so antigeni, druga¢ni kot HBsAg, vsi adsorbirani na AH.Na ta
nacin lahko izdelamo zelo ucinkovito DTPa - hepatitis B vakcino.



Kombinirane vakcine lahko pripravimo takole. Razlicne DT, DTPw, DTPa ali HA
komponente adsorbiramo na AH ali AP; HBsAg adsorbiramo na AP. Potem ko
dopustimo popolno in stabilno adsorpcijo ustreznih komponent, razli‘ne kom-
ponente kombiniramo. DT, DTPw in DTPa komponente lahko kombiniramo lo¢eno
pred dodajanjem adsorbiranih HBsAg komponent. Multivalentne vakcine, ki ob-
segajo druge ali dodatne antigene, lahko pripravimo na podoben nacin. Skladno je
zagotovljen postopek za pripravo kombiniranega vakcinskega sestavka po
predloZenem izumu, pri éemer postopek obsega meSanje HBsAg, adsorbiranega na
aluminijevem fosfatu, z enim ali ve¢ antigeni, adsorbiranimi na aluminijevem hidrok-

sidu ali aluminijevem fosfatu.

PredloZeni izum ponazarjajo slededi primeri, v katerih pomenita oznaki: Lf-enoto za
flokulacijo in OU-enoto za prepustnost.
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PRIMERI 1-5
Formulacije

Posebne formulacije skladno s predlozenim izumom pripravimo, kot je opisano

spodaj.

PRIMER 1 HBsAg adsorpcija na AIPO, kot koncentrat za formulacijo kom-
biniranih vakein.

Suspenzijo aluminijevega fosfata, ki vsebuje 0,03 do 0,3 g aluminija (kot aluminijev
fosfat) v izotoni¢ni slanici, zme$amo s HBsAg ali koncentratom, ki vsebuje 10 mg
HBsAg proteina v konénem volumnu od 10 do 100 ml. Po naravnanju pH na 5 do 6,5
zmes pustimo 10-24 ur pri sobni temperaturi med me3anjem. Nato po izbiri dodamo
antiseptik (t.j. mertiolat, 1:20000 do 1:10000 ali 2-fenoksietanol, 3 do 6 mg/ml).

PRIMER 2 Formulacija kombinirane vakcine difteria-tetanus-hepatitis B

Koncentrat, ki vsebuje 25000 Lf toksoida difterije in 10000 Lf toksoida tetanusa ad-
sorbiranega na 0,35 g Al (kot aluminijev hidroksid ali aluminijev fosfat), pripravimo
v kon¢nem volumnu 0,15 1 izotoni¢ne slanice in pH naravnamo med 6 in 7, kot je
specificirano od WHO za DT in DTP vakcine. Ta koncentrat kombiniramo z 0,05 1
koncentrata hepatitisa B primera 1.

Zmes dopolnimo do kon¢nega volumna 0,5 1 z izotonino slanico. Antisepti¢ne
medije (mertiolat 1:20000 do 0:10000 ali 2-fenoksietanol, 3 do 6 mg/ml) lahko
dodamo po izbiri.Kon¢ni pH je med 6 in 7, kot je doloéeno od WHO za DT in DTP
vakcine.

0,5 ml doza te masivne vakcine vsebuje kot uéinkovite sestavine:

D toksoid: ' 25 Lf,
T toksoid: 10 Lf,
HBsAg: 10 ug proteina

Postopek lahko po izbiri dopolnimo za uporabo vedjih ali manjsih koli¢in uéinkovitih
sestavin.
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PRIMER 3 Formulacija kombinirane vakcine difterija-tetanus-pertusis (vakcina s
popolnimi celicami) - hepatitis B

Koncentrat od Behringwerke, ki vsebuje 7500 Lf toksoida difterije, 3250 Lf toksoida
tetanusa in 15000 prostorninskih enot antigena B. pertussis, adsorbiranega na 0,45
mg Al (kot aluminijev hidroksid ali aluminijev fosfat), pripravimo v kon¢nem
volumnu 0,4 1 izotoni¢ne slanice in naravnamo pH na 6-7, kot je dolo¢eno od WHO
za DTP vakcine. Ta koncentrat kombiniramo z 0,05 1 koncentrata hepatitisa B
primera 1.

To zmes dopolnimo do kon¢nega volumna 0,5 1 z izotoni¢no slanico. Antisepti¢ne
medije (mertiolat 1:20000 do 0:10000 ali 2-fenoksietanol, 3 do 6 mg/ml) lahko
dodamo po izbiri. Konéni pH je med 6 in 7, kot je dolo¢eno od WHO za DT in DTP
vakceino.

0,5 ml doza te masivne vakcine vsebuje kot u€inkovite sestavine:

D toksoid: 7,5 Lf,

T toksoid: 325 Lf

Pw antigen: 150U

HBsAg: 10 ug proteina.

Postopek lahko po izibiri dopolnimo za uporabo vegjih ali manjsih koli¢in uéinkovitih
sestavin.

PRIMER 4 Formulacija vakcine difterija-tetanus-pertusis (neceliéna komponenta)

Koncentrat, ki vsebuje 25000 Lf toksoida difterije in 10000 Lf toksoida tetanusa, ad-
sorbiranega na 0,35 g Al (kot aluminijev hidroksid ali fosfatni gel), pripravimo v
konénem volumnu 0,15 1 izotoni¢ne slanice in naravnamo pH med 6 in 7, kot je
doloeno od WHO za DTP vakcine. Dodamo 25 mg neaktiviranega pertusisnega
toksina (DTPa), 25 mg filamentnega hemaglutinina (FHA) in v danem primeru 8 mg
69kDa proteina zunanje membrane (pertaktin), vsakega kombiniranega z 0,05 g Al
(kot aluminijev hidroksid ali aluminijev fosfat). B.pertussis antigene PT, FHA in per-
taktin lahko pripravimo, kot je opisano, s postopki, znanimi v tehniki, npr. evropska
patentna prijava 427 462, PCT prijava WO 91/12020 ali z drugimi postopki, ki dajo
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fiziolodko sprejemljive in u¢inkovite antigene B. pertussis.

To zmes dopolnimo do konénega volumna 0,5 1 z izotoni¢no slanico. Antisepti¢ne
medije (mertiolat 1:20000 do 0:10000 ali 2-fenoksietanol, 3 do 6 mg/ml) lahko
dodamo po izbiri. Konéni pH je med 6 in 7, kot je dolofeno od WHO za DT in DTP
vakcine.

0,5 ml doza te masivne vakcine vsebuje kot u¢inkovite sestavine:

D toksoid: 25 Lf,
T toksoid: 10 Lf,
PT toksoid: 25 ug,
FHA (obdelan s formalinom): 25 pg,
69kDa OMP (obdelan s formalinom): 8 ug (po izbiri)

Postopek lahko po izbiri dopolnimo za uporabo vedjih ali manjsih koli¢in uéinkovitih

sestavin.

PRIMER 5 Formulacija kombinirane vakcine difterija-tetanus-pertusis (neceli¢na
komponenta) - hepatitis B

Uporabimo postopek primera 4, razen da dodamo dodatnih 50 ml adsorbiranega
koncentrata HBsAg, kot je pripravljen v primeru 1 h kon¢ni zmesi.

Nastalo zmes dopolnimo do konénega volumna 0,5 1 z izotoni¢no slanico.
Antisepti¢ne medije (mertiolat 1:20000 do 0:10000 ali 2-fenoksietanol, 3 do 6 mg/ml)
lahko dodamo po izbiri. Konéni pH je med 6 in 7, kot je dolo¢eno od WHO za DT in
DTP vakcine.

0,5 ml doza te masivne vakcine vsebuje kot u¢inkovite sestavine:

D toksoid: 25 Lf,
T toksoid: 10 Lf,
PTd toksoid: 25 ug,
FHA toksoid: 25 pg,

69kDaOMP: 8 ug (po izbiri)
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Postopek lahko po izbiri dopolnimo za uporabo vecjih ali man;jih koli¢in uéinkovitih
sestavin.

PRIMERI 6-10
Studije na &loveku in Zivali
PRIMER 6 Formulacija kombiniranih vakcin hepatitis A-hepatitis B

Koncentrat neaktiviranega virusa hepatitisa A (460000 Elisa enot), adsorbiranega na
0,02 do 0,2 g, prednostno 0,04 do 0,1 g, aluminija (kot aluminijev hidroksid) v
konénem volumnu priblizno 125 ml, kombiniramo s 50 ml koncentrata, ki vsebuje 10
mg HBsAg, adsorbiranega na aluminijevem fosfatu, kot je opisano v primeru 1.

Nastalo zmes dopolnimo z izotonitno slanico in aminokislinskim koncentratom
(Travasol,Baxter-Travenol Inc), da dobimo konéni volumen 0,5 1, ki vsebuje 1,5 g
aminokislin. Nastali pH je med 6in 7.

1 ml doza te masivne vakcine vsebuje kot u¢inkovite sestavine:

antigen virusa hepatitisa A: 800 Elisa enot
HBsAg: 20 ug protein

Postopek lahko po izbiri dopolnimo za uporabo vedjih ali manjsih koli¢in u¢inkovitih
sestavin.

Rezultati

Klini¢ne $tudije za primerjanje HBsAg, adsorbiranega na aluminijevem hidroksidu
(AH), in HBsAg, adsorbiranega na aluminijevem fosfatu (AP) (monovalentna vak-
cina)

Na zadetku seronegativne zdrave odrasle prostovoljce imuniziramo s 3 dozami po 20
wng HBsAg proteina, ki jih damo v enomesenem intervalu. Nivoje protiteles
dolo¢imo v serumih, ki jih dobimo 1 mesec po 2 in 3 dozah z uporabo Ausab
(Abbott) testa. Odzive definiramo kot subjekte s titri znatno nad ozadjem.Titre iz-
razimo v mIU/ml.
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Rezultati so izraZeni kot geometri¢ni srednji titri (GMT) v mIU/ml.

Serija

HBsAg

100
101
102
105/P

Serija

HBsAg

102
103
102
104/P
105/P

adjuvant

adjuvant

AH
AH
AH
AP
AP

$t.subyj.

43
45
46

t.subj.

51
50
54
54
51

po 2,

GMT

32
26
30
43

po 2,

GMT

14
15
17
18
14

mesec 2

% 1esp.

86
93
84
83

mesec 2

% tesp.

82
&3
83
96
90

po 3,

GMT

141
198
147
380

po 3,

GMT

126
110
133
270
156

mesec 3

% rTesp.

100
98
93
100

mesec 3

% r1esp.

98
938
96
98
96
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PRIMER 7

Testi mi§je imunogenosti in rezultati testov pospe3ene stabilnosti za kombinacije vak-
cin, ki obsegajo HBsAg z aluminijevim hidroksidom (AH) ali aluminijevim fosfatom
(AP) kot adjuvantom

Skupine po 10 OF1 mi§i imuniziramo subkutano z 2 dozama po 2,5 ug HBsAg
(posamezna komponenta ali kombinirana) na dan 0 in 14. Kri odvzamemo 21 dan in
titriramo za anti-HBsAg z uporabo Ausab (Abbott) testa. Protitelesne titre
izratunamo v mIU/ml. Stevilo respondentnih Zivali definiramo kot §tevilo tistih z
nivoji protiteles znatno nad vrednostmi ozadja. Izratunamo tudi geometri¢ne srednje
titre (GMT).

Iz rezultatov za DT-HB, DTPw-HB, DTPa-HB je razvidno, da je HBsAg, adsorbiran
na AP, boljsi kot HBsAg, adsorbiran na AH, tako pri oznaki $tevila respondentnih
zivali kot tudi pri GMT. Odziv na HBsAg, adsorbiran na AP, v kombinaciji je
primerljiv s tistim, ki ga dobimo z dajanjem monovalentnega HBsAg.



7 dni, 4°C
Vakcina 8t. GMT
resp.
Engerix
B(HB+AH) 7/10 30
Engerix
B(HB+AH) 9/10 54
HB (AH) 9/10 45
HB(AP) 9/10 54
DTPw
(AH)HB(AH) 4/10 14
DTPw
(AH)HB(AP) 9/10 52
DT(AH)HB(AH) 6/10 1,7
DT(AH)HB(AP) 8/10 44
DTPa(AH)HB(AH) 5/10 1,7

DTPa(AH)HB(AP) 10/10

nd: ni testirano

PRIMER 8

Imunogenost HBsAg, kombiniranega na DTPw pri opicah

Rezultati antigena, adsorbiranega na aluminijevem hidroksidu (AH), in antigena, ad-

16

7 dni, 37°C
§t.  GMT
resp.

9/10 17

8/10 13
10/10 55
10/10 50

nd nd

8/10 16
nd nd
9/10 21
nd nd
8/10 8

sorbiranega na aluminijevem fosfatu (AP)

Etiopske opice Cercopithenus prejmejo dve injekciji po 10 ug HBsAg (samega ali
kombiniranega) na dan 0 in 30. Serume odvzamemo 30. in 57. dan in titriramo
(Ausab, Abbott) za anti-HBsAg. Zivali z nivoji protiteles znatno nad ozadjem

7 dni, 45 °C

$t.
resp.

6/10

5/10
9/10
7/10

nd

8/10
nd
10/10
nd
9/10

GMT

2,7

32
6,9

nd

26
nd
36
nd
24

(predvakcinacijski serumi) smatramo za respondente. GMT izra¢unamo v mIU/ml.

Iz rezultatov je razvidno, da je HBsAg, adsorbiran na AP, bolj$i kot HBsAg, adsor-
biran na AH. Odziv je primerljiv s tistim, ki ga dobimo z dajanjem monovalentnega

HBsAg.



po 1, dan 30
Vakcina St.resp.
Engerix B(HB)(AH) 4/5
DTPw(AH)HB(AH) 4/5
DTPw(AH)HB(AP) 5/5

PRIMER 9

Klini¢ne §tudije s kombiniranimi DTPw vakcinami z uporabo HBsAg, adsorbiranega

17

GMT

10
20
12

po 2,dan 57
St.resp.

5/5
5/5
RTA)

na aluminijevem hidroksidu (AH) ali aluminijevem fosfatu (AP)

Subjekte imuniziramo s 3 dozami po 0,5 ml, ki vsebujejo DTPw in 10 ug HBsAg
proteina, ki jih damo pri starosti 3, 4 in 5 mesecev. Odvzemanje krvi je v 6 mesecu in
serume titriramo z Ausab testom. Odstotek respondentov (serokonverzija) se
nanala na subjekte z nivoji protiteles znatno nad ozadjem. Odstotek zadite se

GMT

666
31
414

nana$a na subjekte s titri, enakimi ali ve&jimi kot je 10 mIU/ml. GMT v mIU/ml

Iz rezultatov za DTPw-HB je razvidno, da HBsAg, adsorbiran na AP, proizvede
zadovoljiv odziv nasprotno HBsAg, adsorbiranemu na AH. Vrednosti serokonverzije
in GMT so primerljive s podatki, ki so znadilni za vakcino z monovalentnim HBsAg

(Engerix B).

Vakcina st.
subj.

DTPw(AH).HB(AH) 32

DTPw(AH)HB(AP) 29
17

¢as jemanja %

krvi

po2
po3

po2
po3

resp.

nd
94

97
100

%
zasc.

nd
84

97
100

GMT

nd

38.5

63
469
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PRIMER 10

Imunogenost in stabilnost HBsAg, adsorbiranega na aluminijevem hidroksidu (AH)
ali aluminijevem fosfatu (AP), v kombinirani vakcini hepatitis A - hepatitis B

Skupino 10 OF1 misi imuniziramo subkutano z dvema dozama po 2,5 ug HBsAg
(posamezna komponenta ali kombinirana) na dan 0 in 14. Kri odvzamemo 21. dan

in titriramo za anti-HBsAg kot v primeru 7.

Iz rezultatov za imunogenost in stabilnost kombiniranega produkta HA-HB je raz-
vidno, da HBsAg, adsorbiran na AP, proizvede vi§je nivoje protiteles in bolj stabilno
obliko.

Vakcina izpostavljenost §t. resp. GMT
HA(AH).HB(AH) 1 mesec, 4°C 9/10 41

1 mesec, 37°C 6/10 5,6

1 mesec, 45 °C 5/10 6,4
HA(AH).HB(AP) 1 mesec, 4°C 10/10 80

1 mesec, 37°C 9/10 45

1 mesec, 45 °C 8/10 18
Engerix B HB(AH) 1 mesec, 4°C 8/10 58

PRIMER 11: Nadaljnji klini¢ni rezultati pri ljudeh
1. Imunogenost vakcin DTPw-hepatitis B pri otrocih
POSKUS A

Studije na Slovatkem: Razpored: 3-4-5 mesecev. 10 ug HBsAg: DTPw od Be-
hringwerke (DT na AH; Pw na zmesi AH in AP)
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Anti-Hbs titri

HBsAg adjuvant ¢as

hidroksid po II (§ mesecev)
hidroksid po III (6 mesecev)
fosfat po II (5 mesecev)
fosfat po III (6 mesecev)

GMT

45
34
80
396

SP(%)

79,5
69,2
97,0
100

V temu in drugih primerih po II pomeni po drugi dozi, po III pomeni po tretji dozi.

GMT vedno izmerimo en mesec po injekcijskem &asu, prikazanem v razporedu.

SP je vrednost sero zascite.

Anti-difterija, tetanus,B pertusis titri

rezultati po III N
anti-difterija 38
anti-tetanus 38
anti-B pertusis 38
Poskus B

GMT

2,302
3,281
61

% >0,1

IU/ml

100
100

GMT

po/pred

37,4
38,4
7,7

Studija v Gréiji: razpored 2-4-6 mesecev (enaka vakcina kot za poskus A)

Anti-HB:s titri (vimesni rezultati)

HBsAg adjuvant as

hidroksid mesec 7
hidroksid mesec 7
fosfat mesec 7

22
17
23

GMT

284
193
1794

SP(%)

90,5
94,4
92,0
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Poskus C

Studija na Slovadkem: razpored 3-4-5 (HBsAg = 5 ug na aluminijevem fosfatu; DTP
od Behringwerke kot za poskus A)

Anti-HBs titri

das N GMT SP(%)
poll 21 94 90,5
po III 18 311 100
Poskus D

Studija’ na Slovaikem: razpored 3-4-5 mesecev starosti (HBsAg = 10 ug na
aluminijevem fosfatu; DTPw od Behringwerke kot za poskus A)

Anti-HBs titri

¢as N GMT SP(%)
pred 24 0 0

po II (mesec 5) 13 259 92,3

po III (mesec 6) 10 592 100,0
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Anti-difterija protitelesa

Casovnirazpored N GMT SP GMT
po/pred

pred 32 0,054 6,3 1,0

po Il 16 1,094 93,8 20,4

po III 11 2,314 100,0 43,1

Anti-tetanus protitelesa

Casovni razpored N GMT SP GMT
po/pred
pred 32 0,083 34,4 1,0
poll 16 3,146 100,0 37,9
poIII 11 7,989 100,0 96,4

Anti-B pertusis protitelesa

Casovni razpored N GMT GMT
po/pred

pred 32 8 1,0

po Il 16 20 2,7

po III 11 50 6,6

2. Imunogenost vakcin DTPa - hepatitis B pri otrocih
Poskus A

Studija v Turdiji: HBsAg 10 ug na AP; DTP (neceli¢ni) na AH. Preliminarni rezultati
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Skupina I (DTPa - Engerix B kombinacija)

Casovni razpored N

pred 19
pol 19
po Il 19
po III 19

S+

18
19

%

0
21,1
94,7
100,0

GMT

24
146
345

Skupina 2 (DTPa plus Engerix B; loéene sinultane injekcije)

Casovnirazpored N

pred
pol
poII
po III

~ 00 o0 OO0

AN LN O

%

0

25,0
62,5
83,7

GMT

0
37
33
385

Klju¢: N je 3t. testiranih subjektov; S+ je t. subjektov sero pozitivnih pri doloéenem
¢asu odvzemanja vzorcev krvi; % je vrednost serokonverzije in GMT je geometriéni
srednji protitelesni titer serokonverterjev.

Za

SmithKline Beecham Biologicals (s.a.):

™ S .
R T
T T SR
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PATENTNI ZAHTEVKI

1. Kombinirani vakcinski sestavek, oznalen s tem, da obsega povrSinski antigen
hepatitisa B (HBsAg) in $tevilne(n) druge antigene v kombinaciji z adjuvantom, ki
obsega eno ali ve¢ aluminijevih soli, pri ¢emer je vrednost za n 1 ali ve¢ in pri ¢emer
adjuvant, ki ga uporabimo za adsorpcijo HBsAg, ni aluminijev hidroksid, s
pridrzkom, da &e je n 1, drugi antigen ni antigen proti hepatitisu A.

2. Vakcinski sestavek po zahtevku 1, oznalen s tem, da je HBsAg adsorbiran na
aluminijevem fosfatu.

3.Vakcinski sestavek po zahtevku 2, oznaden s tem, da je vsaj eden od drugih an-
tigenov adsorbiran na aluminijevem fosfatu.

4.Vakcinski sestavek po zahtevku 2, oznalen s tem, da je vsaj eden od drugih an-
tigenov adsorbiran na aluminijevem hidroksidu.

5.Vakcinski sestavek po kateremkoli od prej$njih zahtevkov, oznacen s tem, da je n 2,
3,4,5ali6.

6. Kombiniran vakcinski sestavek po zahtevku 5, oznaden s tem, da antigen, adsor-
biran na aluminijevem hidroksidu ali aluminijevem fosfatu, izberemo izmed nas-
lednjih: difterija (D), tetanus (T), pertusis (P), neaktiviran polio (IPV); hemofilna in-
fluenca b (Hib) in hepatitis A (HA).

7. Stabilen in u¢inkovit kombiniran vakcinski sestavek, naravnan za preprefevanje
vel kot dveh bolezni, oznacen s tem, da obsega HBsAg in vsaj dva druga antigena.

8.Vakcinski sestavek po zahtevku 7, oznalen s tem, da je HBsAg adsorbiran na
aluminijevem fosfatu.

9. Vakcinski sestavek po zahtevku 8, oznaden s tem, da je vsaj eden od antigenov,
drugaden kot HBsAg,adsorbiran na aluminijevem hidroksidu.

10.Kombiniran vakcinski sestavek po kateremkoli od zahtevkov 7 do 9, oznaden s
tem, da je:
difterija-tetanus-pertusis (DTP)-hepatitis B; ali



24

difterija-tetanus (DT)-hepatitis B; ali
DTP-IPV (neaktivirana polio vakcina) - hepatitis B.

11.Kombiniran vakcinski sestavek po kateremkoli od prej$njih zahtevkov, oznaden s
tem, da je stabilnost vakcine tak3na, da jo lahko vzdrzujemo pri 37 °C en teden brez
bistvene izgube imunogenosti HBsAg komponente.

12. Kombiniran vakcinski sestavek po kateremkoli od prejinjih zahtevkov, oznaden s
tem, da je imunogenost HBsAg v kombinirani vakcini takSna, da geometri¢ni srednji
titer 200 mIU/ml (1 mesec po 3 dozi) ali vecji ugotovimo pri otrocih, ¢ odmerke vak-
cine dajemo v enomese¢nih intervalih po ustreznem vakcinacijskem razporedu.

13. Kombiniran vakcinski sestavek po kateremkoli od prejsnjih zahtevkov, oznacen s
tem, da obsega antigensko komponento, ki je za¥¢itna proti hepatitisu A.

14. Kombiniran vakcinski sestavek po kateremkoli od prejnjih zahtevkov, oznaden s
tem, da obsega pertusisno komponento.

15. Kombinirana vakcina po zahtevku 14, oznaena s tem, da je pertusisna kom-
ponenta pertusisna vakcina s popolnimi celicami ali neceli¢na pertusisna vakcina, ki
vsebuje delno ali visoko oci§¢ene antigene.

16. Multivalenten vakcinski sestavek, oznaden s tem, da obsega HBsAg in stabilizirni
adjuvant, pri ¢emer je adjuvant izbran tako, da lahko vakcino vzdrzujemo pri 37 °C
en teden brez kakrinekoli bistvene izgube imunogenosti HBsAg komponente.

17. Multivalentni vakcinski sestavek po zahtevku 16, oznaden s tem, da povzrodi
geometri¢ni srednji titer vsaj 200 mIU/ml (1 mesec po tretji dozi), &¢ odmerke vak-
cine damo otrokom v enomeselnih intervalih po ustreznem vakcinacijskem raz-
poredu.

18. Multivalentna vakcina po zahtevku 16 ali 17, oznadena s tem, da adjuvant iz-
beremo izmed ene ali ve¢ aluminijevih soli s pridrzkom, da HBsAg komponenta ni
adsorbirana na aluminijevem hidroksidu.

19. Multivalentna vakcina po zahtevku 18, oznadena s tem, da je HBsAg adsorbiran
na aluminijevem fosfatu.
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20. Multivalentna vakcina po zahtevku 18 ali 19, oznadena s tem, da so antigeni,
prisotni v vakcinskem sestavku, drugaéni kot HBsAg,adsorbirani na aluminijevem
hidroksidu.

21. Vakcinski sestavek po zahtevku 20, oznalen s tem, da je difterija-tetanus-pertusis
(neceli¢ni) - HBsAg.

22. Multivalentni vakcinski sestavek po zahtevku 18 ali 19, oznacen s tem, da so an-
tigeni prisotni v vakcinskem sestavku, drugaéni kot HBsAg, adsorbirani na
aluminijevem fosfatu.

23. Vakcinski sestavek po zahtevku 22, oznaden s tem, da je difterija-tetanus-pertusis
(s popolnimi celicami) - HBsAg.

24. Sestavek po kateremkoli od zahtevkov 1 do 23, oznaéen s tem, da je uporaben v

medicini.

25. Uporaba HBsAg pri izdelavi kombinirane vakcine po kateremkoli od zahtevkov 1
do 23 za profilakso virusnih infekcij hepatitisa B.

26. Postopek za pripravo kombiniranega vakcinskega sestavka po kateremkoli od
zahtevkov 1 do 23, oznalen s tem, da obsega meSanje HBsAg, adsorbiranega na
aluminijevem fosfatu, z enim ali ve¢ antigeni, adsorbiranimi na aluminijevem hidrok-
sidu ali aluminijevem fosfatu.

27. Uporaba aluminijevega fosfata kot adjuvanta za adsorbiranje HBsAg, oznadena s
tem, da je namenjena za formuliranje stabilne in u¢inkovite kombinirane vakcine, ki
obsega HBsAg in vsaj en drug antigen, pri ¢emer je stabilnost in/ali imunogenost
HBsAg komponente vegja kot v kombinirani vakcini, v kateri je HBsAg komponenta
adsorbirana na aluminijevem hidroksidu.

28. Uporaba po zahtevku 27, oznadena s tem, da je stabilnost vakcine taka, da lahko
vakcino vzdrzujemo pri 37 °C en teden brez bistvene izgube imunogenosti HBsAg.

29. Uporaba po zahtevku 27, oznaena s tem, da je imunogenost HBsAg v kom-
binirani vakcini taka, da ugotovimo geometri¢ni srednji titer 200 mIU/ml (en mesec
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po dozi) ali vegji pri otrocih po odmerkih treh doz vakcine,ki jih damo v enomesecnih
intervalih po ustreznem imunizacijskem razporedu.

30. Uporaba po kateremkoli od zahtevkov 27 do 29,0znadena s tem, da sta vsaj dva

druga antigena v kombinirani vakcini.
31. Kombinirana vakcina po kateremkoli od zahtevkov od 1 do 24 za uporabo pri
profilaksi infekcij s hepatitisom B pri ljudeh.

Za

SmithKline Beecham Biologicals (s.a.):

PATENTNA FISARNA
LWIURLJANA ]

22878-VI-93/L%
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POVZETEK

Kombinirane vakcinske formulacije, ki vkljucujejo vakcinsko komponento
hepatitisa B za zdravljenje infekceij s hepatitisom B

Opisani so stabilni in uéinkoviti multivalentni vakcinski sestavkiki obsegajo
povriinski antigen hepatitisa B (HBsAg), pri ¢emer je HBsAg komponenta stabilna
en teden pri 37 °C in visoko imunogenska,ée npr.vakcino damo otrokom. Sestavki
znacilno obsegajo HBsAg, adsorbiran na aluminijevem fosfatu, in druge antigene
posebno tiste, primerne za uporabo v pediatri¢ni vakcini, adsorbirane na
aluminijevem fosfatu ali aluminijevem hidroksidu. Opisani so tudi postopki za
pripravo vakcin in uporaba aluminijevega fosfata za stabiliziranje HBsAg v multi-
valentnem vakcinskem sestavku.
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