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Vakcinovd kompozice obsahujici polyribosylribitolfosfat a
zpisob jeji pripravy

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka oblast vakcinovych kompozic
a zejména se tyka vakcinovych kompozic, které obsahuji
alespon jeden antigen vytvoreny kapsuldrnim polysacharidem
chripky Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfétem
O vysoké molekulové hmotnosti kondenzovanym na anatoxin

tetanu.

Dosavadni_stav techniky

Antigen, ktery se muge pouzit pro ucely vakcinace
u Clovéka, a jehoz udelem je ochrana &lovéka pred infekceni
zpUsobenymi 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 vytvoren kapsularnim polysachariden baktérie,
polyrlbosylrlbltolfosfatem (PRP), ktery je T-dependentni
nasledkem kondenzace na nosic¢ovy protein, anatoxin tetanu.
Zkousky provadéné na rheus détech ukazuji, jak tento &lanek
uvadi, Ze imunitni odezva Je v jednom a témZe Gase vatsi
a Casnéjsi, pokud antigen je doprovéazen hydroxidem hlinitym.
Avsak jak ukazuje Jiny ¢lének o ndzvu "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), upozornuje se, ze
tento antigen, adsorbovany na hydroxidu hlinitém, je méné
imunogenni po skladovani neZ antigen udrzovany ve fyziologic-
kém roztoku, co mize byt disledkem degradace polysacharidu.

Aby se vyresil problém stability PRP-T, podle
dosavadniho stavu techniky bylo navrzeno provést jeho
lyofilizaci. Toto reSeni rovnéz projevuje urc¢ité nevyhody,
zejména vsak pri vyrobni udrovni, i kdyZz dovoluje antigenu
zachovat jeho imunogenni charakter v prabéhu casu.
Lyofilizace a zvlastni operace kondicionovédni, ktera se
pozaduje, komplikuji vyrobni proces, co zvysuje nédklady.
Kromé toho v dobé podani je nezbytné znovu absorbovat
lyofilizat, co znamend, Ze je nutné mit kromé lyofilizatu
i kapalinu pro absorbovani tohoto lyofilizatu. Tato operace
predstavuje dopliikové omezeni pro praktického pracovnika
a predstavuje riziko, podobné jako jakédkoli manipulace, zZe

bude provedena &patné.

Kromeé toho urc¢ity pocet kapalnych vakcinovych
kombinaci m& antigeny adsorbované na adjuvans na bazi
hliniku a je vyhodné, Ze jsou schopny bez ztraty imunogenity,
umoZnit pridéni antigenu vytvoreného PRP-T k této substanci.
Ve skutecnosti reseni navrZené podle dosavadniho stavu
techniky a spoc¢ivajici ve zvlastni injekéni strikacce se
dveéma oddélenimi (prvni oddéleni obsahuje PRP-T v lyofilizo-
vané formé a druhé oddéleni obsahuje jiné antigeny ve vodné
suspenzi), jejichz obsahy se smichaji pro pouziti pouze
v dobé podani, neni uspokojivé bud z duvodu hladiny ndkladu
na produkci nebo Grovné operaci, které musi byt provadény

praktickym pracovnikem.

Je zadouci byt schopen mit kapalnou vakcinovou




kompozici sestavajici z antigenu vytvoreného PRP-T
projevujiciho velmi dobry imunogenni charakter zachovavany
v prubéhu ¢asu a jehoZ podminky pripravy dovoluji produkci
pri nejnizéich nakladech.

DosazZeni tohoto cile umoZnuje vynalez, ktery se tyka
vakcinové kompozice obsahujici alespon jeden antigen
vytvoreny kapsularnim polysacharidem ch¥ipky Haemophilus typu
b nebo polyribosylribitglfosfatem o vysoké molekulové
hmostnosti, kondenzovanym k anatoxinu tetanu, stejne jako
adjuvans na bazi hliniku, spo¢ivajici v tom, Ze adjuvans na
bdzi hliniku na bod nulového naboje mensi nes priblizné 7,2.

Je tak treba poznamenat, Ze prekvapivé za téchto
podminek PRP-T uchovava v pribéhu ¢asu v kapalném prostredi

svaj velmi dobry imunogenni charakter.

Podle zvlastni charakteristiky vynadlezu adjuvans na
badzi hliniku zahrnuje hydroxidy hlinité, ke kterym jsou

pridany aniony.

Tak je moZné pouzZit adjuvans presné kvalifikované pro
pouziti vakciny, i kdyZ si PRP-T uchovavd v kapalném

prostfedi velmi dobrou imunogenitu.

Podle jiné charakteristiky vynalezu se aniony voli

z fosfatl a citratn.

Tak ziskané kompozice maji vZdy zaruku miry bezpecnos-

ti, ktera je nutna pro poddvani vakciny.

Podle zvlastniho zplsobu provedeni vyndlezu vakcinova

kompozice kromé toho zahrnuje jednu nebo vétsi pocdet




vakcinovych valenci zvolenych ze zaskrtu, tetanu, &erného
kasle, hepatitidy B a poliomyelitidy.

Tak jé mozné dostat kapalnou stabilni vakcinovou
kompozici, ve které kazdy antigen uchovava svou imunogenitu,
co dovoluje praktickému pracovnikovi bez dodatecné manipulace
z jeho strany vakcinovat soudasné proti nékolika chorobam.

To umoZnuje snizZit naklady na jeden produkt i pokud se
soucasné tak tyka dalsgich produktu, stejné jako pokud jde
0 pocCet navstév.

Tento vynalez se obdobné tyka zplisobu pripravy
vakcinové kompozice obsahujici alespon jeden antigen
vytvoreny kapsulérnim'polysacharidem ch¥ipky Haemophilus typu
b nebo polyribosylribitolfosfatem o vysoké molekulové
hmotnosti kondenzovanym k anatoxinu tetanu, ktery spo&iva
v tom, Ze se pridd adjuvans k vakcinové kompozici pomoci
suspenze komplexd hliniku, které maji bod nulového naboje

mensi neZ priblizné 7,2.

Tomuto vyndlezu se lépe porozumi predtenim podrobného

popisu, ktery se uvadi dale.

Antigen vytvoreny kapsuldrnim polysacharidem chf¥ipky
Haemophilus typu b je pfimy polymer sestdvajici z ribézy,
ribitolu a kyseliny fosforeéné, ktery ma monomerni strukturu

vyjadfenou vzorcem
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PoCet monomerd tohoto typu je vysoky (vys$3i nez 100),
co vede k polysacharidu, jehoZ molekulovd hmotnost je radové
500 000 a 1 000 000.

Za ucelem vyvolani imunitni odezvy T bunék malych déti
se tento antigen kondenzuje k nosidovému proteinu vytvorenému

anatoxinem proteinu.

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

Charakteristické vlastnosti prislusné tomuto antigenu
a to vysoky pocet monomerl polysacharidu, povaha nosicdového
proteinu a povaha vazby mezi polysacharidem a nosicovym
proteinem, udéluji zvlastni jakost tomuto antigenu a zejména

jeho velmi dobrou imunogenitu.

K dosazeni této jakosti v kapalném prostfedi v priabéhu
casu bylo nyni nalezeno, Ze je moZné pouzivat komplexy
hliniku, jejichZ bod nulového naboje je mens$i neZ priblizné

7,2. Ve skuteCnosti s prekvapenim bylo nalezeno, ze pokud




PRP-T je doprovazen takovymi komplexy hliniku, jeho velmi
dobry charakter imunogenity se udrZzuje v prubéhu doby

v kapalném prostfedi a to nastava ve vSech jeho stupnich
imobilizace na komplexy hliniku.

Bod nulového naboje komplexd hliniku je ekvivalentni
isoelektrickému bodu proteina, to je hodnoté PH, pri které
naboj na povrchu komplexi hliniku je nulovy. Ve skutecdnosti
se tomuto bodu nulového ndboje priblizi zméfenim zeta
potencialu, pricem: méreni se muze provadét rozdilnymi
technickymi postupy, avsak zakladni metodou je elektroforéza.
Je mozné provadét méreni pomoci pristroje, jako je DELSA 440
firmy Coulter Electronics, Hialeah, Fl, USA.

Mérici metody a pristroj mohou byt rozdilné a ziskané
vysledky se mohou pravdépodobné l1isit. Mezi komplexy hliniku
vhodné pro uU¢ely tohoto vynalezu patfi komplexy, pro které
tento bod nulového naboje je mensi neZ priblizné 7,2, pricemz
hodnota 7,2 je pouze hodnota priblizZna.

Komplexy hliniku vhodné pro Ucely tohoto vynalezu jsou

komplexy, které podle povahy maji bod nulového naboje mensi

nez 7,2 nebo komplexy, které mohou byt modifikovany za ucelem

sniZeni svého bodu nulového naboje.

Mezi komplexy hliniku, které maji povahu bodu nulového

naboje mensi nez 7,2, je moZné jmenovat takové komplexy,
které jsou obecné oznacovany jako fosfaty hliniku v oblasti
vakcinovych adjuvans, a rovnés jestliZe, z hlediska
chemického, maji soli odlidné od fosfatu hliniku. Témi je
napriklad ADJUFOS(R) fosfat hlinity, ktery dodiva firma
SUPERFOS BIOSECTOR a/s.




Takovymi komplexy mohou byt pravdepodobné komplexy
hliniku, které byly ziskdny reakci uhliditanu sodného se
siranem draselnym nebo hlinitym v PBS pufru.

S takovymi komplexy, kde PRP-T je bud uplné nebo
Caste¢neé vazan ke komplexim hliniku, se imunogenita mize

udrZet v prabéhu &asu.

Alternativné je moZné podle tohoto vynalezu pouzit
komplexi hliniku, které podle své povahy maji bod nulového
naboje vétsi nez 7,2 a které jsou modifikovany ke sniZeni

tohoto bodu naboje.

Existuji zvlastni komplexy hliniku znamé v oblasti
vakcinovych adjuvans, jako hydroxidy hlinité, trebasze
z chemického hlediska nejsou tvoreny vyluéné z hydroxidu
hlinitého. Zejména miZe jit o ALHYDROGEL(R), hydroxid hlinity
dodavany firmou SUPERFOS BIOSECTOR a/s, produkt pouzZivany
jako adjuvans v D. T. ChoM, ktery doddva na trh firma
PASTEUR MERIEUX Sérum et Vaccins nebo rovnés o produkt
pouzivany jako adjuvans s Recombivax(R), ktery je prodavan
na trhu firmou MERCK.

Podle tohoto vyndlezu modifikace komplexQ hliniku
spo¢iva v pridavku aniont. Pridavané aniony mohou byt
rozdilné povahy za podminky, Ze vzdy je zarucena bezpednost
nutna pro pouziti k uc¢elum vakciny. Bylo pozorovano, Ze
pridavek citratovych iont nebo fosfatovych iond by zejména
byl vhodny pro u¢ely vyndlezu. Fosfatové iony mohou obzvlaste
byt dodavany roztokem, ktery obsahuje dihydrogenfosfat
draselny, monohydrogenfosfat sodny a chlorid sodny.

Je pravdepodobné mozné pouzivat kombinaci rozdilnych




ionG, napriklad kombinaci fosfatovych iond a uhliéitanovych

ionu.

Je mozné, aby aniony byly pridavany k suspenzi
komplexl hliniku pfed pridanim PRP-T, nebo aby aniony byly
pridany k PRP-T pred jeho uvedenim do styku s komplexy
hliniku. Podle potreby je vyhodné suspendovat PRP-T
v roztoku, ktery obsahuje zvolené aniony pred jeho stykem

s adjuvans.

Vypoc¢itd se mnoZstvi pridaného anionu ke sniZeni bodu
nulového naboje pouZitych komplextl hliniku na hodnotu mensi
nez priblizné 7,2. Toto mnoZstvi se méni jako funkce povahy
pouzitych komplexu hliniku, stejné jako mnoZstvi anionu,
kterymi pripadné prispivaji pouzité pufrovaci substance.
Stanoveni tohoto mnozZstvi je v rozsahu znalosti odbornika

Vv oboru.

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

vlastnosti.

Dodatkove bylo pozorovano, Ze diky pridani anionu,
imobilizace PRP-T na komplexech hliniku se snizi, co mize

prispet k zachovani integrity a tak imunogenity.

Tfebaze to neni vyhodné ve smyslu tohoto vynalezu, je
pravdépodobné mozné priddvat aniony ke komplexUm hliniku,
které podle povahy maji bod nulového niaboje jiZ mensi nez
priblizZné 7,2. V tomto pripadé se pozorovalo, Ze bod nulového
naboje se miZe snizit a Ze imobilizace PRP-T na komplexech

hliniku se pravdépodobné omezi.




Vyrazu imobilizace se ma rozumet, Ze znamenad jakoukoli
formu vazby zpGsobujici, Ze PRP-T je nepristupny pro davku,
pokud po odstredéni se zachyti supernatant.

Vakcinova kompozice podle tohoto vynalezu obsahuje
antigen vakciny vytvoreny PRP-T, ale miZe pravdépodobné
zahrnovat jiné antigeny vakciny a zejména ty, které jsou
zamy$leny pro ochranu proti zaskrtu, tetanu, &ernému kasli
(bunéénému nebo nebunéénému), poliomyelitidé, hepatitidé a,
hepatitidé B a podobné. Ve skutednosti 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 pri jednodu-
chém podani dovoluji vakcinaci proti vaznym chorobéamn.
Vakcinové kompozice podle tohoto vynalezu jsou zvlasté
uzplusobeny pro podavani malym détem.

Kromeé toho bylo pozorovdno, Ze pouziti takové kapalné
vakcinové kompozice béhem vakcinace posilovaci déavkou,
provadéné na détech starych 12 mésict, které dostaly injekce
ve 2, 4 a 6 mésicich dovoluje, aby produkce anti-PRP-T
protilatek se zvy$ila a zejména se zvysila s ohledem na
posilovaci davku vedenou za stejnych podminek s vakcinou
TETRAct—HIBTM, prodavanou firmou PASTEUR MERIEUX Sérum et

Vaccins.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Pripravi se vakcinova kompozice a pritom se vychazi

z téchto slozZek:
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Cistény anatoxin tetanu (PTA) 1 vakcinac¢ni jednotka
Cistény anatoxin zaskrtu (PDA) 1 vakcina¢ni jednotka
Smés buneék cerného kasle 15 opacimetrickych

jednotek (0OU)

PRP-T (vyjadreno jako hmotnost 12 ug
polyribosylribitolfosfatu)
Merthioléat 43,75 ug
Hydroxid hlinity (vyjadreno jako 0,3 mg
hlinik), jak je pritomen v
D. T. Cogq™
Fosfaty 30 umol
10-mmolarni Tris-pufr 0,125 ml
obsahujici 8,5 % sacharézy
Voda pro injekce, gsp 0,5 ml

Fosfatové iony se pridaji k vychozimu roztoku obsahu-
jicimu dihydrogenfosfat draselny, monohydrogenfosfat sodny

a chlorid sodny.
Priklad 2

Imunogenita vakcinové kompozice ziskané podle prikladu
1 se testuje na malych détech pri srovnani s imunogenitou
vakeiny predchoziho typu, kterou tvofi vakcina prodavana pod
nazvem TETRAct-HIBTM, jeZz md stejné vakcinové valence, ale
kde lyofilizované uchovand PRP-T valence se rekonstituuje
pravé pred injekci vakcinové kompozice obsahujici anatoxiny

zaskrtu a tetanu, stejné jako bunécnou smés &erného kasle.

Tento test se provaddi na skupiné 262 déti, z nich?
130 obdrZelo pripravek podle prikladu 1 a 132 obdrzZelo
komeréné dostupnou vakcinu TETRAct-HIBT™™, podivani vakciny se

provadi ve 2, 6 a 12 mésicich intramuskularné.




Pfed imunizaci GMT titr anti-polyribosylribitolfosfa-
tové protilatky ¢ini 0,2 ug/ml v obou skupinach, 1,9 a 1,4
kg/ml po druhé injekci a 5,9 a 5,8 Hg/ml po tfeti injekci pro
vakcinu podle tohoto vyndlezu a pro vakcinu podle dosavadniho
stavu techniky.

Po druhé injekci m& 98 % (s vakcinou podle tohoto
vynalezu) a 93 % (s vakcinou podle dosavadniho stavu
techniky) déti hladinu anti-polyribosylribitolfosfatové
protilatky vétsi neZ 0,15 ug/ml. Tato hladina je dosazZena po

Q,

tfeti injekci u 100 % déti, které obdrZely vakcinu podle
tohoto vyndlezu a u 99 $ déti, které dostaly vakcinu podle

dosavadniho stavu techniky.

Po tfeti injekci mnoZstvi protilatek zamérenych proti
kazdé z vakcinovych valenci je v pruméru toto:

Vakcina podle Vakcina podle
dosavadniho stavu techniky tohoto vynalezu

Zaskrt 1,35 1,56
mezinar. jednotek/ml

Tetanus 5,1 4,9
mezindr. jednotek/ml

Pertussis 597 601
aglutin. titr

GMT

PRP 5,8 5,9
hg/ml

Po injekci posilovaci davky podané ve 12 mésicich je-




mnozstvi protildtek v této dobé takovéto:

Vakcina podle Vakcina podle

dosavadniho stavu techniky tohoto vynalezu

Zaskrt 3,2 4,5
mezinar. jednotek/ml

Tetanus 12,0 11,5
mezindr. jednotek/ml

Pertussis 2447 2560

aglutin., titr

GMT

PRP 19,4 32,6
hg/ml

Tyto vysledky ukazuji, Ze vakcinova kombinace ziskana
podle tohoto vyndlezu je stabilni. Ve skute&nosti injekce
posilovaci davky podavand détem starym 12 mésica se provadi
s vakcinou, kterd byla pripravena pred 18 mésici, avsak
vysledky ukazuji, Ze imunogenita kazdého z antigent kombinace
se zachovala. Kromé toho je prekvapujici, Ze se dostane
u¢inek posilovaci davky, ktery je zfetelné vétsi s vakcinovou
kompozici podle tohoto vyndlezu, ve srovnani s ucinken
posilovaci davky dosazZenym s vakcinou podle dosavadniho stavu

techniky, kterd md stejné vakcinové valence.
Priklad 3
Davky vakcinové kompozice, jako je popsédna v prikladu

1, se udrzuji za teploty 4 °C po dobu 18 aZ 24 mésicu a potom
pouziji pri klinickych zkouskach, které zahrnuji 104 déti.




Dosazené titry pro kazZdou z vakcinovych valenci jsou
shrnuty do tabulky zarazené déle. ’

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 zrejmé, Ze rovnéZ po skladovani béhem
dlouhého obdobi pfi teploté +4 °C si vakcinova kompozice
podle tohoto vyndlezu uchovava svaj imunogenni charakter, jak
pokud jde o PRP-T, tak pokud jde o jiné antigeny obsazZené ve

vakciné.
Priklad 4

Vakcinové kompozice obsahujici PRP-T pri koncentraci
20 ug polyribosylribitolfosfatu na ml se pripravi
v pritomnosti komplexu hliniku rlznych typa a pri rozdilnych
bodech nulového naboje (PZC). MnoZstvi komplexQ hliniku je
takové, Ze koncentrace hliniku v kompozici &ini 0,6 g/1.

Kompozice 1: Komplex hliniku vytvoreny hydroxidem
hlinitym, jako je pouzit v D. T. ChoM vakcineé prodavané
firmou Pasteur Merieux Sérum et Vaccins. Bod nulového naboje

odpovida 11,3.

Kompozice 2: Komplex hliniku vytvoreny hydroxidem




hlinitym, jako je pouzZit v Recombivax (R) vakciné prodavané
firmou Merck. Bod nulového ndboje odpovida 7,4.

Kompozice 3: Komplex hliniku vytvoreny fosfatem hlini-
tym, ktery byl ziskdn smichanim chloridu sodného a fosfatu
sodného. Bod nulového ndboje odpovida 6,2.

Kompozice 4: Komplex hliniku vytvoreny produktem Alum,
ktery byl ziskan reakci uhlié¢itanu 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 raznych kompozic se testuje na
mysSich.

Za UCelem ovéreni imunogenni stability se ziskané
kompozice podrobi podminkdm urychlujicim starnuti, to
znamena, Ze se udriuji pri teploté 37 °C po dobu 2 tydna.,

Testy stanoveni imunogenity se provadéji na mysich
© hmotnosti 22 aZ 24 g, kterym se subkutdnné podéavaji davky
0,5 ml pripravkl, z nichZ kaZdy obsahuje 2,5 ng polyribosyl-
ribitolfosfatu. Poddvani se provadi ve dnech 0 a 14. Krev
my$i se odebere ve dnech 14 a 21 a hladina protildtek se
urci radioimunologickym stanovenim. Pocet naockovanych mys$i

pro kazdou vakcinovou kompozici je 8.

Vysledky jsou pokladany za uspokojivé, pokud:




- 15_
* je alespon 75 % my$i ve dni 21, které maji titr veétsi
nebo roven 0,5,
* je signifikantni rozdil mezi vysledky dosaZenymi ve

dni 14 a vysledky dosaZenymi ve dni 21.

Predpoklada se, Ze ziskanad vakcinova kompozice je
stabilni, pokud vysledky dosaZené po urychleni starnuti jsou

uspokojujici.

DosaZené vysledky pro testované kompozice jsou shrnuty

v dale zarazené tabulce.

PzC Imunologicky test
Cc1 11,3 neuspokojivy
c2 7,4 neuspokojivy
C3 6,2 uspokojivy

C4 5,4 uspokojivy

Zda se, Ze pokud bod nulového naboje komplexu hliniku
leZzi v kyselé oblasti pH, ziskand vakcinovad kompozice je

stabilni.

Priklad 6

Procento PRP-T imobilizovaného na komplexech hliniku

se ovéruje pro kazdou kompozici z prikladu 4.

K tomuto ucelu se kazda z kompozic odstreduje,

supernatant se zachyti a v ném se zméri mnozZstvi neimobili-




zovaného PRP-T testem ELISA nebo RIA.
Rozdil mezi koncentraci PRP-T ve vychozi kompozici
a mnoZstvim stanovenym v supernatantu dovoluje stanovit

procentualni obsah imobilizovaného PRP-T.

DosaZené vysledky se uvadéji dale.

Cl: 100 %
Cc2: 100 %.
C3: 100 %.
C4: 70 %.
Priklad 7

Kompozice se upravi priddnim fosfatovych ionu za
Ucelem dosaZeni jejich koncentrace 50 mmol/l. Test stanoveni
imunogenity provedeny na my$ich po urychleném starnuti
roztoku potom vede k uspokojivym vysledkum.

Stanoveni procenta imunizovaného PRP-T na komplexech
hliniku ukazuje, Ze za téchto podminek pouze 20 % PRP-T je

imobilizovéano.
Priklad 8

Kompozice 1 se upravi v této dobé pridanim citrdtovych
iond k této kompozici za ucelem dosazZeni jejich koncentrace
200 mmol/1l.

' Test stanoveni imunogenity provedeny na mys$ich po
urychleni stdrnuti roztoku potom vede k uspokojivému
vysledku.




Stanoveni procenta imobilizace PRP-T na komplexech
hliniku ukazuje, Ze za téchto podminek PRP-T neni dale vibec

imobilizovan.
Priklad 9

Kompozice 2 se upravi pridanim fosfatovych iond k této
kompozici za uUc¢elem dosaZeni koncentrace 20 mmol/1.

Test stanoveni imunogenity provedeny na mySich po
urychleni stdrnuti roztoku potom vede k uspokojivému
vysledku. Stanoveni procenta imobilizace PRP-T na komplexech
hliniku ukazuje, Ze za té&chto podminek PRP-T neni dale vibec

imobilizovan.
Priklad 10

Kompozice 3 se upravi pridanim fosfatovych ionu k této
kompozici v rozdilnych mnoZstvich a stanovi se procento
imobilizace PRP-T na komplexech hliniku.

Pokud se prida takové mnoZstvi fosfatovych iona, ze
koncentrace fosfatd v kompozici je 2 mmol/l, procentudlni
obsah imobilizovaného PRP-T se sniZi na 10 %.

Pokud se prida takové mnozZstvi fosfatovych iona, zZe
koncentrace fosfatt v kompozici je 4 mmol/l, PRP-T neni dale

vibec imobilizovan.

Testy imunogenity provedené na my$ich po starnuti

roztoku jsou uspokojujici.




Priklad 11

Kompozice 4 se upravi pridanim fosfatovych iond k této
kompozici, pro dosaZeni koncentrace 60 mmol/1.

Stanoveni procenta PRP-T imobilizovaného na komplexech
hliniku ukazuje, Ze za téchto podminek pouze 30 $ PRP-T je
imobilizovdno. Test stanoveni imunogenity provedeny na mysSich
po urychleni stdrnuti roztoku vede k uspokojivym vysledklm.

Priklad 12

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

Hydroxid hlinity (vyjadrfeno jako 0,25 mg
hlinik)
PRP-T (vyjadreno jako hmotnost 10 ug

polyribosylribitolfosfatu)
Cistény anatoxin zaskrtu (PDA) 1 vakcinaéni davka

Cistény anatoxin tetanu (PTA) 1 vakcinac¢ni davka

Fosfaty 15 pmol
Antigeny détské obrny typ I 40 Jjednotek
typ II 8 jednotek
typ III 32 jednotek
Anatoxin cerného kasle 25 ug
Pertussis F-HA 25 ug
50-mmolarni Tris-pufr 0,125 nml

obsahujici 42,5 % sacharézy
Voda pro injekce, gsp 0,5 ml

Test stanoveni imunogenity ve vztahu k PRP-T se

provadi na mys$ich s roztokem pripravenym uvedenym zpUsobem,




stejné jako s roztokem skladovanym za teploty 37 ©cC po dobu

1 meésice, roztokem skladovanym za teploty 25 O¢c po dobu 2

mésicu a s roztokem skladovanym za teploty 4 ©¢ po dobu 6

mésicli. VSechny pripady vedou k uspokojivym vysledkim, co

ukazuje na stabilitu PRP-T v takovém prosttedi.

Priklad 13

Pripravi se vakcinovd kompozice a pritom se vychazi

z téchto slozek:

Hydroxid hlinity (vyjadreno jako
hlinik)

PRP-T (vyjadreno jako hmotnost
polyribosylribitolfosfatu)
Cistény anatoxin za&skrtu (PDA)
Cistény anatoxin tetanu (PTA)
Anatoxin ¢éerného kasle

F-HA

Hbs protein (jako je pritomen

ve vakciné GenHevac B PASTEUR(R))

Antigeny détské obrny typ I
typ II
typ 11T

Fosfaty

Uhlic¢itany

50-mmolérni Tris-pufr
obsahujici 42,5 % sachardzy

Voda pro injekce, gsp

0,3 mg

10 pg

1 vakcinaéni davka
1 vakcinac¢ni davka
25 ug
25 g
20 ug

40 jednotek
8 Jjednotek
32 jednotek
20 umol

5 pmol
0,125 ml

0,5 ml

Stabilita roztoku pripraveného timto zplsobem se ovéri

tim, Ze se roztok vystavi teploté 37 °C po dobu 2 tydnu

a potom se provede test stanoveni imunogenity PRP-T na




mySich, jak je popsano v prikladu 5.

. DosazZené vysledky jsou uspokojivé.

Provede se test imunogenity pro Hbs protein. Tento

test se provadi na mys$ich a spo¢ivd ve stanoveni anti-HBs

protilatky testem ELISA, pricemZ potom se urdi 50% ucinna

davka, ktera maZe byt men$i neZ 0,970 pug Hbs proteinu, pokud

se predpoklada, Ze test je uspokojivy.

Vysledky dosazZené s roztokem pripravenym jak je

uvedeno vyse a udrZovanym za teploty 37 ©C po dobu 2 tydnt

pred testovanim jsou uspokojivé.

Priklad 14

Pripravi se vakcinovad kompozice a pritom se vychazi

z téchto slozek:

Hydroxid hlinity (vyjadfeno jako
hlinik)

PRP-T (vyjadreno jako hmotnost
polyribosylribitolfosfatu)
Cistény anatoxin zaskrtu (PDA)
Cistény anatoxin tetanu (PTA)
Anatoxin c¢erného kasle

F-HA

Rasy

Pertactin

Hbs protein (jako je pr¥itomen

ve vakciné GenHevac B PASTEUR(R))
typ 1
typ II

Antigeny détské obrny

0,3 mg

10 ug

1 vakcinaéni davka
1 vakcinac¢ni davka
10 pg

5 ug

5 ug

3 kg

20 pg

40 jednotek
8 jednotek




typ III
Fosfaty
Uhlic¢itany )
Chlorid horecnaty
50-mmolarni Tris-pufr
obsahujici 42,5 % saéharézy

Voda pro injekce, gsp

32 jednotek
20 umol

10 umol

5 pmol
0,125 ml

0,5 ml

Testy imunogenity ve vztahu k PRP-T se provadi jak je

popsano v prikladu 5. Test stanoveni imunogenity vzhledem

k Hbs proteinu se provadéji jak je popsano v prikladu 13.

VSechny tyto testy vedou k uspokojivym vysledkum, co ukazuije

na stabilitu vakcinové kompozice podle tohoto vynalezu.

FONA AQYOKATNI KANCELAR
{SETEGRA ZEWENTY SYORCIK KALENSKY
A PARTNERI

120 Op Praha 2, Halkova 2
Geskd republika




PATENTOVE NAROKY

1. Vakcinova kompozice obsahujici alespon jeden
antigen vytvoreny kapsularnim polysacharidem chripky
Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfétem o vysoké
molekulové hmotnosti kondenzovanym k anatoxinu tetanu, stejné
jako adjuvans na bazi hliniku, vy znaé&uijici s e
t i m, Ze adjuvans na bazi hliniku md& bod nulového naboje

mensi nez priblizné 7,2.

2. Vakcinova kompozice podle ndroku 1, vy zna & u -
jici s e t i m, Ze adjuvans na bazi hliniku obsahuje
hydroxidy hlinité, ke kterym jsou pridany aniony.

3. VakcinovA kompozice podle ndroku 2, vy zna & u -
jici s e t 1 m, Ze aniony jsou vybrany z fosfatu

a citrata.

4. Vakcinova kompozice podle nékterého z predchazeji-
cich ndroka, vy znac¢ujici S e t i m, Ze adjuvans

na bazi hliniku obsahuji fosfaty hlinité.

5. Vakcinova kompozice podle nékterého z predchizeji-
cich ndrokd, vy zna ¢ ujici s e t i m, Ze adjuvans

na bazi hliniku obsahuji siran draselny a hlinity.

6. Vakcinova kompozice podle nékterého z pr¥edchdazeji~
cich narokd, vy znac¢uijici s e t i m, Ze
dodateé¢né obsahuje alespon jednu z vakcinovych valenci
zvolenych ze zaskrtu, tetanu, c¢erného kasle, hepatitidy b a

poliomyelitidy.




7. Zpusob pripravy vakcinové kompozice obsahujici
alesponn jeden antigen vytvoreny kapsularnim polysacharidem
chripky Haemophilus typu b nebo polyribosylribitolfosfatem
o vysokeé molékulové hmotnosti kondenzovanym k anatoxinu
tetanu, vy znac¢cuijici s e t 1 m, Ze spodiva
v pridani adjuvans k vakcinové kompozici pomoci suspenze
komplext hliniku s bodem nulového ndboje mensim nez priblizné

7,2.

8. Zpusob podle ndroku 7, vy zna éujici s e
t 1 m, Ze spoc¢ivad v pridani anion@ vybranych z fosfata

a citratd ke komplextim hliniku.

" SPQLEC:NA ADVOKATN| KANCELAR
ETECKA ZELgjy Svordik KALENSKY
A PARTNERI
120 Op Praha 2, Hélkova 2
Ceskg republika
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