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[SRADIMO KILME
I8radimo sritis

Bendrai imant, &is i§radimas yra susijgs su medicinos sritimi, o
konkre&iau su mikrobiologija, imunologija, vakcinomis ir apsisaugojimu nuo

bakterinio patogeno sukeltos infekcijos imunizuojant.
Giminingy darby santrauka

Visame pasaulyje pagrindiné meningito ir sepsio priezastis yra Neisseria
meningitidis. Meningokokinés ligos paplitimo daZznis pastaryjy trisdeSimties
mety laikotarpiu yra 1-5 atvejai 100000 gyventojy iSsivysciusiose Salyse ir 10-
25 atvejai 100000 gyventojy besivystanciose Salyse. (Reido, F.X., Plikaytis,
B.D. and Broome, C.V. (1995) Pediatric Infectious Disease Journal 14, pp.
643-657.). Epidemijy metu meningokokinés ligos paplitimo daznis pasiekia
1000 atvejy 1000000 gyventojy. Jungtinése Valstijose per metus pasitaiko
apie 2600 bakterinio meningito atvejy ir vidutini8kai 330000 atvejy
besivystanciose $alyse. Mirtingumo nuo jo dazinis yra 10-20 %.

Patogeniniai meningokokai yra {vynioti i polisachariding kapsule, kuri
yra priridta prie organizmo membranos iSorinio pavirSiaus. Remiantis
kapsulinio polisacharido imunologiniu specifiSkumu buvo identifikuota trylika
skirtingy meningokoky serogrupiy (Frasch, C.E., Zollenger, W.D. and
Poolman, J.T. (1985) Review of Infectious Diseases 7, pp. 504-510). Penkios
i$ 8iy trylikos serogrupiy sukelia daugumg meningokokiniy ligy; Sios
serogrupés yra A, B, C, W135 ir Y. A serogrupé yra atsakinga uz daugelf
epideminiy ligy. B, C ir Y serogrupés sukelia dauguma endeminiy ligy ir
Iokalizudtus ligos protrakius.

Vienintelis Zinomas gamtinis Neisseria meningitidis $altinis yra
Zmogaus nosiaryklés gleivine. Kolonizacija vyksta ir iSoriniame gleivinés

|asteliy, paviriuje, ir nosiaryklés subepiteliniame audinyje. Meningokokai gali
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bati neSiojami ménesius. Meningokokai gail puu isplatinami arba per tiesioginj
kontakta, arba oro laseliy pavidalu. Meningokokai siskverbia pereidami per
gleivinés epitel per fagocitines vakuoles kaip endocitozés isdava. Seimininko
gynyba nuo meningokoky isiskverbimo priklauso nuo bakteriolizés, kurioje
tarpininkauja komplementas. Serumo antikinai, kurie yra atsakingi uz 3ig
komplemento tarpininkaujamg bakteriolize, yra nukreipti didZigja dalimi prie$
iSorinj kapsulinj polisacharida.

Buvo aprasytos vakcinos meningokokinio polisacharido pagrindu,
kurios i$gauna imuninj atsaka prie$ kapsulinj polisacharida. Sie antikainai gali
vykdyti serogrupei specifinio meningokoko komplemento tarpininkaujamg
bakteriolize. Buvo parodyta, kad meningokokinio polisacharido vakcinos yra
veiksmingos vaikams ir suaugusiems (Peltola, H., Makela, H., Kayhty, H.,
Jousimies, H., Herva, E., Hallstrom, K., Sivonen, A., Renkonen, O.V., Pettay,
0., Karanko, V., Ahvonen, P., Sarna, S. (1997) The New England Journal of
Medicine 297, pp. 686-691, ir Artenstein, M.S., Gold, R., Zimmerly, J.G.,
Wyle, F.A., Schneider, H., Harkins, C. (1970) The New England Journal of
Medicine 282, pp. 417-420), bet efektyvumas yra ribotas kadikiams ir
maZiems vaikams (Reingold, A.L., Broome, C.V., Hightower, AW., Ajello,
G.W., Bolan, G.A., Adamsbaum, C., Jones, E.E., Philips, C., Tiendrebeogo,
H., Yada, A. (1985) The Lancet 2, pp. 114-118). Paskesnés $io polisacharido
dozés jauniesiems populiacijos atstovams sukelia silpng arba ir visai
nesukelia stimuliuojanéio atsako (Goldschneider, I., Lepow, M.L., Gotschlich,
E.C., Mauck, F.T., Bachl, F., Randolph, M. (1973) The Journal of Infectious
Diseases 128, pp. 769-776, ir Gold, R., Lepow, M.L., Goldschneider, |. bei
Gotschlich, E.C. (1977) The Journal of Infectious Diseases 136, S31-S35).
Meningokokinio polisacharido vakciny sukelta apsauga yra neilgalaiké; buvo
nustatyta, kad suaugusiems ir vaikams vir$ keturiy mety amziaus ji trunka 3-5
metus (Brandt, B.L., Artenstein, M.S. (1975) The Journal of Infectious
Deseases 131, pp. S69-S72, Kayhty, Karanko, V., Peltola, H., Sarna, S,
Makela, H. (1980) The Journal of Infectious Diseases 142, pp. 861-868, ir
Cessey, S.J., Allen, S.J., Menon, A., Todd, J.E., Cham, K., Carlone, G.M,,
Turner, S.H., Gheesling, L.L., DeWitt, W., Plikaytis, B.D., Greenwood, B.
(1993) The Journal of Infectious Diseases 167, pp. 1212-1216). Vaikams nuo
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vieneriy iki keturiy mety apsaugos trukmé yra maZesné nei 3 metai (Reingold,
ALL. etal 1985).

Polisacharidai negali prisijungti prie daugumos histosuderinamumo
komplekso molekuliy, o tai yra batina salyga antigeno pasirei§kimui ir T-
pagalbiniy, limfocity stimuliavimui, t.y. jie yra nuo T-lgsteliy nepriklausantys
antigenai. Polisacharidai gali stimuliuoti B limfocitus antikiiny produkcijai be T-
pagalbiniy limfocity pagalbos. B limfocity T-nepriklausomos stimuliacijos
pasékoje po imunizacijos S$iais antigenais atsiranda indukcijos atminties
trdkumas. Polisacharidiniai antigenai gali iSSaukti labai efektyvius T-
nepriklausomus atsakus suaugusiems, bet Sie T-nepriklausomi atsakai yra
silpni kadikiy ir mazy vaiky nesubrendusioje imuninéje sistemoje. |

T-nepriklausomi polisacharidiniai antigenai gal bati paversti T-
priklausomais antigenais kovalentiSkai prijungiant polisacharidus prie baltymy
molekuliy (“neSikliy” arba “baltymy-nesikliy”). B lgsteles, kurios prijungia
konjugato vakcinos polisacharidini komponenta, gali aktyvuoti peptidams,
kurie yra konjuguoto baltymo-neSiklio dalis, specifinés pagalbinés T Igstelés.
T-pagalbininky atsakas | baltymg-neSiklj padidina antikiny prie$ polisacharidg
produkcija.

Buvo parodyta, kad B serogrupés polisacharidas yra silpnai
imunogeninis arba neimunogeninis Zmoniy populiacijos atveju (Wyle, F.A.,
Artenstein, M.S., Brandt, G.L., Tramont, E.C., Kasper, D.L., Altieri, P.L.,
Berman, S.L., Lowenthal, J.P. (1972) The Journal of Infectious Diseases, 126,
pp. 514-522). Sios serogrupés polisacharido cheminis prijungimas prie
baltymy neZzymiai pakeité laboratoriniy gyviny imuninj atsaka (Jennings, H.J.
and Lugowski, C. (1981) The Journal of Immunology 127, pp. 1011-1018).
Manoma, kad Sios serogrupés polisacharido imuninio atsako nebuvimas
atsiranda dél struktdriniy panaSumy tarp B serogrupés polisacharido ir
polisialilinty Seimininko glikoproteiny, tokiy kaip nerviniy Igsteliy adhezijos
molekulés.

Buvo aprasyta meningokokiné konjuguota vakcina C serogrupés
polisacharido pagrindu. Si vienvalenté vakcina i§gauna stipry funkcinj
antikiny atsaka | kapsulinj polisacharidg, esantj ant C serogrupe atitinkanciy
N. meningitidis kamieny. Tokia vakcina gali apsaugoti tik nuo C serogrupés

bakterijy sukeltos ligos.
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Dabar esanéios vakcinos meningokokinio polisacharido pagrindu yra
riboto naudojimo vakcinos maziems vaikams ir neduoda ilgalaikés apsaugos
suaugusiems. Vienintelé meningokokiné vakcina, kuri, kaip buvo parodyta,
gali duoti ilgalaike apsauga nuo meningokokinés infekcijos rizikos visoms
grupéms, iskaitant vaikus, remiasi polisacharidu i§ vienos N. meningitidis
serogrupés ir neduoda apsaugos nuo infekcijos kitomis serogrupémis. Taigi,
egzistuoja poreikis meningokokinés konjuguotos vakcinos, galinCios suteikti
pladia, ilgalaike apsaugg nuo meningokokings ligos vaikams ir suaugusiems,
susijusiems su meningokokinés infekcijos rizika. Sio i8radimo daugiavalendiai
meningokokiniai polisacharidai i§sprendZia 3| poreikj, pateikiant vakcinos
kompozicijas, kuriose imunogeniniai polisacharidai i§ daugumos N.
meningitidis patogeniniy serogrupiy buvo paversti T-priklausomais antigenais

sujungiant juos su baltymais-nesikliais.
ISRADIMO SANTRAUKA

Siame iSradime yra pateikiamos meningokokinio polisacharido-baltymo
konjugato imunologinés kompozicijos gydymui ligy, kurias sukelia patogeninis
Neisseria meningitidis.

Siame i§radime yra pateikiamos imunologinés kompozicijos, turincios
du arba daugiau baltymo-polisacharido konjugaty, kur kiekviename konjugate
yra kapsulinis polisacharidas i§ skirtingos N. meningitidis serogrupes,
sujungtas su baltymu-nesikliu.

Siame iSradime yra pateikiamos imunologinés kompozicijos, turincios
du arba daugiau atskiry baltymo-polisacharido konjugaty, kur kiekviename
konjugate yra kapsulinis polisacharidas i§ skirtingos N. meningitidis
serogrupés, sujungtas su baltymu-nesikliu.

Siame iSradime yra pateikiamos meningokokinio polisacharido-baltymo
konjugato vakcinos nuo patogeninio Neisseria meningitidis. Siame igradime
yra pateikiamos daugiavalenteés meningokokings vakcinos, sudarytos i$
imunologiskai efektyviy kiekiy 2-4 atskiry baltymo-polisacharido konjugaty,
kur kiekvienas konjugatas turi skirtinga kapsulinj polisacharidg, sujungta su
baltymu-nesikliu, ir kur kiekvienas kapsulinis polisacharidas yra pasirinktas i$
grupés, kurig sudaro kapsuliniai polisacharidai i$ A, C, W-135 ir Y serogrupiy.
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Siame i&radime taip pat yra pateikiann uaugiavaientes meningokokinio
polisacharido-baltymo kompozicijos pagaminimo budai, susidedantys i$ dviejy
arba daugiau kapsuliniy polisacharidy i§ patogeniniy Neisseria meningitidis
igskyrimo; iSskirty polisacharidy prijungimo prie vieno arba daugiau baltymy-
nesikliy ir konjugaty sumaiS§ymo pagaminant daugiavalentg meningokokinio
polisacharido-baltymo kompozicijg. '

Siame i$radime taip pat yra pateikiamas imunologinio atsako i N
meningitidis kapsulinj polisacharidg indukavimo btdas, apimantis $io iSradimo
imunologinés kompozicijos imunologi$kai aktyvaus kiekio jvedima Zmogui
arba gyvanui.

Siame iSradime yra pateikiama daugiavalenté meningokokiné vakcina,
sudaryta i§ imunologiskai efektyviy kiekiy 2-4 atskiry baltymo-polisacharido
konjugaty, kur kiekvienas konjugatas turi skirtingg kapsulinj polisacharida,
sujungta su baltymu-nesikliu, ir kur kiekvienas kapsulinis polisacharidas yra
pasirinktas i§ grupés, kurig sudaro kapsuliniai polisacharidai i$ A, C, W-1351ir
Y serogrupiy.

Siame iSradime yra pateikiamas Zmogaus arba gyvano, imlaus
uzkretimui N. meningitidis, apsaugojimo budas, apimantis $io iSradimo
vakcinos imunologi$kai efektyvios dozeés jvedima Zmogui arba gyvanui.

Visi patentai, patentinés parai$kos ir kitos Cia cituojamos publikacijos

yra pridedamos kaip literatros Saltiniai.
SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

&is isradimas apima dviejy arba daugiau atskiry baltymo-polisacharido
konjugaty imunologing kompozicija, kurioje kiekvienas i konjugaty turi
kapsulinj polisacharidg, sujungta su baltymu-nesikliu. Taigi, Sis iSradimas
apima kompozicijas, kurios susideda i$ dviejy arba daugiau kapsuliniy
polisacharidy, sujungty su vienu arba daugiau baltymy-nesikliy.

Kapsuliniai polisacharidai gali bati pagaminti pagal standartines
specialistams Zinomas metodikas. Siame isradime pirmenybé teikiama
kapsuliniams polisacharidams i§ N. meningitidis A, C, W-135ir Y serogrupiy.

Tinkamiausiame ijgyvendinimo variante $iy meningokokiniy serogrupiy
konjugatai yra pagaminti atskirais budais ir sukomponuoti | vienos dozes
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vaisto forma. Pavyzdziui, kapsuliniai polisacharidai i§ N. meningitidis A, C, W-
135 ir Y serogrupiy yra atskirai iSgryninti.

Tinkamiausiame §io iSradimo gyvendinimo variante isgrynintas
polisacharidas, prie$ prijungiant ji prie baltymo, yra depolimerizuojamas ir
aktyvuojamas. Tinkamiausiame $io iSradimo jgyvendinimo variante kapsulinis
polisacharidas i§ N. meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy yra dalinai
depolimerizuojamas naudojant Svelnias oksidacines salygas.

Po 8ios polisacharidy depolimerizacijos arba dalinés depolimerizacijos
gali eiti aktyvacijos stadija. Terminas “aktyvacija” rei$kia cheminj polisacharido
apdorojima, taip, kad baty gaunamos cheminés grupés, galin¢ios reaguoti su
baltymu-nesikliu. Tinkamiausiais aktyvacijos metodais yra veikimas adipo
ragsties dihidrazidu fiziologiniame tirpale pH 5,0+0,1 maZdaug dvi valandas
15-30 °C temperatiiroje. Vienas aktyvacijos budas yra apradytas JAV patente
5965714.

Po aktyvacijos kapsuliniai polisacharidai gali bati sujungiami su vienu
arba daugiau baltymy-nesikliy. Tinkamiausiame $io iSradimo jgyvendinimo
variante kiekvienas kapsulinis polisacharidas yra atskirai sujungiamas su
vienu baltymu-ne&ikliu. Tinkamiausiame [gyvendinimo variante kapsuliniai
polisacharidai i§ N. meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy yra kiekvienas
atskirai sujungiami su tuo paciu baltymu-nesikliu.

Baltymais-nesikliais gali bati inaktyvuoti bakteriniai toksinai, tokie kaip
difterito toksoidas CRM197, stabligés toksoidas, kokliuso toksoidas, E. coli
LT, E. coli ST ir egzotoksinas A i§ Pseudomonas aeruginosa. Taip pat gali
bati naudojami bakterijy iSoriniy membrany baltymai, tokie kaip iSoriniy
membrany ¢ kompleksas (OMPC), porinai, transfering ri§antys baltymai,
pneumolizés, pneumokokinis pavirSiaus A baltymas (PspA) arba
pneumokokinis adhezinis baltymas (PsaA). Baltymais-neSikliais taip pat gali
bati naudojami kiti baltymai, tokie kaip ovalbuminas, sraigés limfos
hemocianinas (KLH), jau&io serumo albuminas (BSA) arba tuberkulino
igrynintas tuberkulino baltymo darinys'(PPD). Pageidautina, kad baltymais-
nesikliais bty baltymai, kurie yra netoksiski ir nesukelia reakcijos ir kad buty
galima gauti jy pakankamus kiekius ir pakankamo grynumo. Baltymai-nesikliai
turéty bati  tinkami  naudoti  standartinio sujungimo  metodikose.

Tinkamiausiame $io iradimo jgyvendinimo variante baltymu-neSikliu yra
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naudojamas difterito toksinas, iSskirtas i§ Corynebacteria diphtheriae kultary ir
chemiskai detoksikuotas naudojant formaldehida.

Po kapsulinio polisacharido sujungimo su baltymu-nesikliu
polisacharido-baltymo  konjugatai gali bdti gryninami  (praturtinami
polisacharido-baltymo konjugato poZitriu) panaudojant ivairias metodikas.
Vienas gryninimo stadijos tikslas yra pasalinti nesurista polisacharidg i$
polisacharido-baltymo  kojugato. Vienas gryninimo badas, | kurj jeina
ultrafiltracija esant amonio sulfato, yra aprasytas JAV patente 6146902. Kitu
atveju, konjugatai gali bati idgryninami nuo nesureagavusio baltymo ir
polisacharido panaudojant daugelj standartiniy metodiky, jskaitant, tarp kitu,
molekuliniy siety chromatografija, centrifugavimg tankio gradiente,
hidrofobinés sgveikos chromatografijg arba frakcionavimg su amonio sulfatu.
Zr., pvz., P.W. Anderson, et al. (1986) J. Immunol. 137: 1181-1186. Zr. taip
pat H.J. Jennings and C. Lugowski (1981) J. Immunol. 127: 1011-1018.

Po polisacharido ir baltymo nes8iklio sujungimo $io iSradimo
imunologiné kompozicija yra pagaminama sumai$ant jvairius polisacharido-
baltymo konjugatus. Sio i§radimo imunologiné kompozicija susideda i§ dviejy
arba daugiau skirtingy kapsuliniiy polisacharidy, sujungty su vienu arba
daugiau baltymy-nesikliy. Tinkamas $io iSradimo jgyvendinimo variantas yra
dvivalenté imunologiné kompozicija, susidedanti i§ kapsuliniy polisacharidy i$
N. Meningitidis A ir C serogrupiy, sujungty su difterito toksoidu. Dar
tinkamesnis $io iSradimo variantas yra keturvalenté imunologiné kompozicija,
susidedanti i§ kapsuliniy polisacharidy i§ N. Meningitidis A, C, W-135 ir Y
serogrupiy, sujungty su difterito toksoidu.

Baltymy-nes$ikliy pagaminimas ir panaudojimas bei {vairios galimos
sujungimo metodikos yra gerai Zinomos specialistams. Tokie patyre asmenys
gali pagaminti io iSradimo konjugatus, naudodami $iame iSradime esancias
metodikas bei informacija, nesunkiai randama bendroje literatdroje. Patarimy
taip pat galima rasti bet kuriame arba ir visuose §iuose JAV patentuose: U.S.
4356170; U.S. 4619828; U.S. 5153312; U.S. 5422427 ir U.S. 5445817.

Sio idradimo imunologinés kompozicijos yra padaromos atskirai
pagaminant polisacharido-baltymo konjugatus i§ skirtingy meningokokiniy
serogrupiy, ir po to sumai$ant Siuos konjugatus. Sio iradimo imunologinés

kompozicijos gali bati naudojamos kaip vakcinos. Siy vakciny
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sukomponavimas gali bdti atliekamas naudojant Sioje srityje pripaZintus
badus. Sio iSradimo vakciny kompozicijose taip pat gali bati vienas arba
daugiau adjuvanty. Adjuvantais yra (kaip pavyzdZiai, bet jais neapsiribojama)
aliuminio adjuvantai, Froindo adjuvantas, BAY, DC-cholis, pcpp, monofosforil-
lipidas A, CpG, QS-21, choleros toksinas ir formilmetionilpeptidas. Zr., pvz.,
Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach, 1995 (M.F. Powell and
M.J. Newman, eds., Plenum Press, NY). Tinkamiausias adjuvantas yra
aliuminio adjuvantas, toks kaip aliuminio hidroksidas arba aliuminio fosfatas.

Kaip parodyta toliau, $io iSradimo vakcinos ir imunologinés
kompozicijos i$3aukia panasy | T-priklausomg imunini atsakg {vairiuose
gyviany modeliuose, tuo tarpu kai polisacharidiné vakcina i$$aukia panasy | T-
nepriklausomg imuninj atsaka. Taigi, $io iSradimo kompozicijos yra taip pat
naudingos tyrimo priemonés tiriant biologinius kelius ir procesus, susijusius su
panasiu | T-priklausantj imuninj atsaka | N. meningitidis antigenus.

Sio isradimo vakcinos tam tikras kiekis gali bati jvedamas Zmogui arba
gyvanui, o jvedimo reZimas gali bati nustatytas pagal gerai Zinomas
farmacijoje ir veterinarijoje standartines metodikas, atsizvelgiant | tokius
faktorius kaip konkretus antigenas, adjuvantas (jeigu yra), konkretaus gyviino
arba paciento amzius, Iytis, svoris, rasis ir biklé bei jvedimo budas. Siame
igradime polisacharido-baltymo-nesiklio kiekis efektyviai vakcinacijos pries N.
meningitidis dozei pateikti gali bati tarp mazdaug 0,02 ug iki mazdaug 5 pg
kilogramui kiino masés. Tinkamiausios $io iSradimo kompozicijos ir bado
atveju dozé yra tarp mazdaug 0,1 pg ir 3 pg kilogramui kino masés.
Pavyzdziui, efektyviai dozei reikés maZiau antikiinu, jeigu praéjo maziau laiko
po infekcijos, nes buvo maziau laiko bakterijy proliferacijai jvykti. Panasiu
badu efektyvi dozé priklausys nuo bakterijy kiekio diagnozés metu.
Terapiniam naudojimui gali reikéti daugelio injekcijy, leidZiamy keletg dienu.

8io i$radimo daugiavalenciai konjugatai gali bati jvedami kaip
vienkartine dozé arba serijomis (ty. kaip “pakartotinis skiepijimas” arba
“pakartotiniai skiepijimai”). PavyzdZiui, vaikas gali gauti vienkarting doze
gyvenimo pradZioje, po to pakartoting dozg po iki 10 mety, kaip dabar yra
rekomenduojama kity vakciny atveju vaikisky ligy prevencijai.
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, Pakartotina dozé generuos antikinus i§ primuoty B-lgsteliy, ty.
anamnezinj atsaka. Tai yra daugiavalenté konjugatiné vakcina iS$3aukia
aukstag pirminj (t.y. po vienkartinio vakcinos jvedimo) funkcinj antikany atsaka
jaunesnéje populiacijoje, lyginant su licenzijuota polisacharidine vakcina ir gali
i$8aukti anamnezinj atsakg (ty. po papildomo jvedimo), kas rodo, kad
daugiavalentés konjugatinés vakcinos i$$auktas apsauginis imuninis atsakas
yra ilgalaikis.

| 8o iSradimo kompozicijas gali jeiti skysti preparatai vartojimui per
organizmo angas, ty. oraliniu, nosiniu, analiniu, vaginaliniu, peroraliniu,
ivedant | skrandj, per gleiving (pvz. liezuvio, alveoliy, dantenu, uodziamajq
arba respiratoring gleiving) ir tt., tokie kaip suspensijos, sirupai arba
eleksyrai; ir preparatai parenteriniam, poodiniam, intraderminiam,
intraraumeniniam, intraperitoniniam arba intraveniniam vartojimui (pvz.
vartojimui injekcijy_ pavidalu), tokie kaip sterilios suspensijos arba emulsijos.
Tinkamiausias vartojimo budas yra intraveninis arba parenterinis. | tokias
kompozicijas gali bati pridéta tinkamo neS$iklio, skiediklio arba pagalbinés
medziagos, tokios kaip sterilus vanduo, fiziologinis druskos tirpalas, gliukozé
ir panasiy. Sios kompozicijos taip pat gali bati liofilizuotos. Kompozicijose gali
bati papildomy medzZiagy, tokiy kaip drékinantys arba emulguojantys agentai,
pH buferinantys agentai, gelj sudarantys arba kiampuma padidinantys priedai,
apsauganc¢ios medziagos, skonj suteikiantys agentai, spalva suteikiancios
medziagos ir panasios, priklausomai nuo vartojimo bado ir norimo preparato.
Norint pagaminti tinkamus preparatus per daug neeksperimentuojant,
patarimy galima rasti standartiniuose tekstuose, kaip antai “Remington’s
Pharmaceutical Science”, 17" edition, 1985, kuris duodamas kaip literataros
Saltinis.

Sio isradimo kompozicijas yra patogu pateikti kaip skystus preparatus,
pvz., izotoninius vandeninius tirpalus, suspensijas, emulsijas arba klampias
kompozicijas, kurios gali bati buferuojamos iki pasirinkto pH. Jeigu pirmenybé
yra teikiama virskinimo traktui, 3io iSradimo kompozicijos gali bati “kietoje”
piliuliy, table€iy, kapsuliy, kaple€iy ir pan. formoje, iskaitant “kietus”
preparatus, kurie yra prolonguoti arba kurie turi skystg uzpilda, pvz. Zelatina
padengtas skystis, kur skrandyje Zelatina istirpsta ir paduodama | zarnyna;

Jeigu yra pageidautinas vartojimas per nosj arba kvépavimo trakta (per
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gleiving), kompozicijos gali bati tokios formos, kad baty i$skiriama
panaudojant slégiu iSpurskiantj dispenserj, siurblinj dispenserj arba aerozolinj
dispenser|. Aerozoliai yra paprastai suslégti panaudojant angliavandenil.
Siurbliniai dispenseriai gali paduoti matuojamg doze arba doze, kuri turi
konkrety daleliy dydi.

Paprastai yra lengviau pagaminti skystus preparatus nei gelius, kitas
klampias kompozicijas ir kietas kompozicijas. Be to, skystas kompozicijas yra .
Siek tiek patogiau jvesti, ypatingai injekcijy arba peroraliniu biidu gyvinams,
vaikams, ypa&¢ maZziems vaikams ir kitiems, kurie turi sunkumy praryti piliule,
tablete, kapsule ir panasias, arba situacijose, kai reikia daug doziy. Antra
vertus, gali bati pagamintos tam tikro klampumo klampios kompozicijos, kad
buty galima gauti ilgesnius kontaktus su gleivine, pavyzdZiui, padengiant
skrandj arba nosies gleiving.

Suprantama, kad tinkamuy, nesikliy ir kity, priedy, pasirinkimas priklausys
nuo tikslaus vartojimo bado ir konkregios dozuotos formos prigimties, pvz.,
skystos dozuotos formos (pvz., kur kompozicija yra paruosta tirpalo,
suspensijos, gelio arba kitos skystos formos pavidalu) arba kietos dozuotos
formos (pvz., kur kompozicija yra paruo$ta piliulés, tabletés, kapsulés,
kapletés, prolonguoto veikimo formos arba skysciu uZpildytos formos
pavidalu).

Tirpalai, suspensijos ir geliai, apart veikliojo ingrediento, paprastai turi
didelj kiekj vandens (pageidautina igryninto vandens). Taip pat juose gali bati
nedideli kiekiai kity ingredienty, tokiy kaip pH reguliuojanéiy medziagy (pvz.
bazés, tokios kaip NaOH), emulsikliy arba disperguojanciy agenty,
buferinanéiy agenty, apsauganéiy medziagy, drékinangiy medziagy, gelj
sudaranciy medZiagy (pvz., metilceliuliozés), spalva, ir/arba skonj suteikianciy
medziagy. Sios kompozicijos gali bati izotoninés, t.y. jos gali turéti tg pat{
osmoso slégj kaip kraujas ir aSary skystis.

Sio igradimo kompozicijy norimas izotoniSkumas gali bati pasiekiamas
naudojant natrio tartrata, propilenglikolj arba kitus neorganinius arba
organinius tirpinius. Tinkamiausias yra natrio chloridas, ypatingai natrio jony
turingiy buferiy atveju.

Pasirinkto lygio kompozicijos klampumas gali bati islaikomas naudojant

farmaciskai priimting, tiritinantj agenta. Tinkamiausia yra metilceliulioze, nes ji
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nesunkiai ir ekonomigkai prieinama ir su ja lengva dirbti. Kitais tinkamais
tirStinanciais agentais yra, pavyzdZziui, ksantano derva,
karboksimetilceliuliozeé, hidroksipropilceliuliozé, karbomeras ir panasios
medziagos. Tinkamiausia tirstinantio agento koncentracija priklausis nuo
pasirinkto agento. Svarbu naudoti tokj kiekj, kuris duos pasirinkta klampuma,
Klampios kompozicijos paprastai yra pagaminamos i$ tirpaly, pridedént tokiy
tirStinanciy agenty.

Farmaci$kai primtinos apsauganéios medziagos gali bt naudojamos
kompozicijos laikymo laikui pailginti. Tinkama medziaga gali bati benzilo
alkoholis, tagiau taip pat gali bati naudojama daug jvairiausiy kity
apsaugandiy medziagy, (skaitant, pavyzdZiui, parabenus, timerosalj,
chlorbutanolj arba benzalkonio chlorida. Tinkama apsaugancios medziagos
koncentracija bus nuo 0,02 % iki 2 % skaiciuojant nuo bendros masés, nors
gali bati pastebimy nukrypimy priklausomai nuo pasirinkto agento.

Specialistai pripazins, kad kompozicijos komponentai turi bati pasirinkti
taip, kad kad jie baty chemiskai inertiski N. meningitidis polisacharido-
baltymo-nesiklio konjugato poZitriu.

Toliau $is i%radimas bus apraSomas remiantis toliau duodamais
iliustraciniais, neapribojanciais pavyzdziais, smulkiai parodandiais keleta
tinkamiausiy $io iSradimo jgyvendinimo varianty. Kiti Sio isradimo pavyzdZziai
bus aigkas specialistams nenukrypstant nuo iSradimo esmes.

PAVYZDZIA
1 pavyzdys
Neisseria meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy isgryninty kapsuliniy

polisacharidy milteliy pagaminimas

Negrynintos pastos preparatas

Atskiros Neisseria meningitidis A, C, W135 ir Y drégnai uzsaldytos
séklings kultiros buvo atsildytos, i$imtos panaudojant skysta Watson Scherp
terpe ir pasétos | Blake butelius, kuriuose yra Mueller Hinton agaro terpés.
Blake buteliai buvo inkubuojami 35-37 °C temperataroje CO; atmosferoje 15-
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19 valandy. Po inkubacijos laikotarpio iSaugusios kultaros buvo iSimtos i§
Blake buteliy ir sudétos | 4 | talpos kolbas su Watson Scherp terpe. Kolbos
buvo inkubuojamos 35-37 °C temperaturoje 3-7 valandas ant platforminés
purtyklés. Keturiy litry talpos kolby turinys buvo perkeltas | fermentacijos indg
su Watson Scherp terpe. Fermentacijos indas buvo inkubuojamas 35-37 °C
temperataroje 7-12 valandu, kontroliuojant istirpusio deguonies kiekj ir pH
pridedant papildomo maisto ir putas naikinangiy priedy. Po inkubacijos
laikotarpio fermentacijos indo turinys buvo perkeltas | 500 | talpos baka,
pridedama Cetavlon'o ir medZiaga maiSoma 1 valanda. Cetavion'u paveikta
iSaugusi kultdra buvo centrifuguojama esant apie 15000-17000xg ir mazdaug
30-70 litry per valandg srauto grei¢iui. Negrynas polisacharidas buvo
nusodintas i§ nuopilo antra Cetavlon'o porcija. | $| nuopila pridedama
Cetavlon'o ir medZiaga maiSoma maziausiai 1 valandg kambario
temperataroje. Si medZiaga laikoma 1-5 °C temperatiroje 8-12 valanduy.
Nusédes polisacharidas surenkamas centrifuguojant esant apie 45000-
50000xg ir 300-400 ml per minutg srauto greiciui. Surinkta pasta laikoma —60
°C arba zemesnéje temperatiroje iki tolesnio apdorojimo.

ISaryninty polisacharido milteliy preparatas

Inaktyvuota pasta atSildoma ir perkeliama | maiSykle. Pasta maiSoma
su 0,9 M kalcio chloridu pagaminant homogenine suspensija. Si suspensija
centrifuguojama esant mazdaug 10000xg 15 minudiy. Nuopilas
nudekantuojamas per medvilne iSklotaq padéklg | konteinerj kaip pirmasis
ekstraktas. | pastg jpilamas antras 0,9 M kalcio chlorido taris ir maiSoma
pagaminant homogening suspensijg. Si suspensija centrifuguojama, kaip
apradyta auk$Ciau, ir nuopilas sumaiSomas su nuopilu i§ pirmosios
ekstrakcijos. Atliekamos i$ viso keturios ekstrakcijos ir supilami nuopilai kartu.
Sie supilti ekstraktai koncentruojami ultrafiltacijos badu naudojant 10-30 kDa
MWCO spiralinius ultrafiltracijos elementus.

| koncentratg, pridedama magnio chlorido ir naudojant natrio hidroksidg
pH sureguliuojamas iki 7,2-7,5. | | koncentratg pridedama DNazés ir RNazés
ir inkubuojama maiant 25-28 °C temperatiroje 4 valandas. Pridedama

etanolio iki 30-50 % koncentracijos. Nusédusi nukleortgstis ir baltymas
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pasalinami centrifuguojant esant 10000xg 2 valandas. I3skiriamas nuopilas ir
polisacharidas nusodinamas pridedant etanolio iki 80 % ir paliekant stoveti
per naktf 1-5 °C temperatdroje. Alkoholis istraukiamas ir polisacharido
nuosédos centrifuguojamos 5 minutes esant 10000xg. Nusodintas
polisacharidas plaunamas alkoholiu. Polisacharidas plaunamas acetonu ir
centrifuguojamas  15-20 minu€iy esant  10000xg. Polisacharidas
i$dZiovinamas vakuume. Pradiniai polisacharido milteliai iStirpinamai natrio
acetato tirpale. Pridedama magnio chlorido ir naudojant natrio hidroksidg pH
sureguliuojamas iki 7,2-7,5. | §j tirpalg pridedama DNazés ir RNazés ir
inkubuojama 25-28 °C temperatiroje maiSant 4 valandas likusioms
nukleoragétims pasalinti. Po inkubavimo su $iais fermentais | polisacharido-
fermento mi§in| pridedamas toks pat tiris natrio acetato-fenolio tirpalo ir
palaikoma ant platforminés purtyklés 1-5 °C temperattroje apytikriai 30
minuéiy. MiSinys centrifuguojamas esant 10000xg 15-20 minuciu. Nuimamas
ir saugomas virutinis vandeninis sluoksnis. | ${ vandeninj sluoksnj
pridedamas toks pats tlris natrio acetato-fenolio tirpalo ir ekstrahuojama kaip
apradyta auks¢iau. Atliekamos i§ viso keturios ekstrakcijos baltymui ir
endotoksinui pasalinti i$ polisacharido tirpalo. Sumai$yti vandeniniai ekstraktai
praskiedziami iki 10 karty vandeniu injekcijoms ir diafiltruojami prie$ 10 tariy
vandens injekcijoms. | diafiltruota polisacharidg pridedama kalcio chlorido.
Polisacharidas nusodinamas per naktj 1-5 °C temperatiroje pridedant
etanolio iki 80 %. Alkoholinis nuopilas nupilamas ir surinktas polisacharidas
surenkamas centrifuguojant 15 minudiy esant 10000xg. I3grynintas
polisacharidas plaunamas du kartus etanoliu ir vieng kartg acetonu. Perplauti
milteliai dZiovinami vakuume eksikatoriuje. I3dZiovinti milteliai laikomi —30 °C

arba Zemesnéje temperattroje iki pavertimo konjugatu.

2 pavyzdys
Neisseria meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy iSgryninty kapsuliniy
polisacharidy milteliy depolimerizacija

Siam preparatui gauti naudojamos medziagos yra isgryninti kapsulinio
polisacharido i§ Neisseria meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy milteliai

(pagaminti pagal 1 pavyzdj), sterilus 50 mM natrio acetato buferis, pH 6,0,
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sterili 1N hidrochlorido ragstis, sterilus 1N natrio hidroksidas, 30 % vandenilio
peroksidas ir sterilus fiziologinis druskos tirpalas (0,85 % natrio chloridas).

Kiekvienos serogrupés polisacharidas yra depolimerizuojamas
atskiroje reakcijoje. | nertdijancio plieno bakg jdedama iki 60 g iSgryninto
kapsulinio polisacharido milteliy. | 8i polisacharidg pridedama sterilaus 50 mM
natrio acetato buferio, pH 6,0, kad polisacharido koncentracija bty 2',5 g litre.
Polisacharido tirpalas maisomas 1-5 °C temperatiroje 12-24 valandas, kad
iStirpty. Reakcijos indas prijungiamas prie Silumokai¢io elemento. Dar
pridedama 50 mM natrio acetato buferio, pH 6,0, kad polisacharido
koncentracija reakcijai vykdyti pasidaryty 1,25 g litre. Sis polisacharido
tirpalas kaitinamas 55+0,1 °C temperattroje. | reakcijos mi$inj dedamos 30 %
vandenilio peroksido alikvotos, kad koncentracija reakcijos miginyje baty 1 %
vandenilio peroksido.

Reakcijos eiga kontroliuojama sekant polisacharido molekulés dydZio
pasikeitima laikui bégant. Kas 15-20 minuciy i$ reakcijos mi$inio paimamos
alikvotos ir suleidZiamos | HPSEC kolonélg polisacharido molekulés dydZiui
matuoti. Kai polisacharido molekulés dydis pasiekia tikslini molekulés dydi,
Sildymo elementas i§jungiamas ir polisacharido tirpalas greitai atSaldomas iki
5 °C leidZiant cirkuliuoti ledinji vandenj i§ vonios. Depolimerizuoto
polisacharido tirpalas sukoncentruojamas iki 15 g/litre prijungiant reakcijos
bakg prie ultrafiltracijos elemento su 3000 MWCO regeneruotos celiuliozes
patrony.  Sukoncentruotas  depolimerizuoto  polisacharido tirpalas
diafiltruojamas prie§ 10 tariy sterilaus fiziologinio druskos tirpalo (0,85 %
natrio chlorido). Depolimerizuotas polisacharidas laikomas 1-5 °C
temperataroje iki kitos proceso stadijos.

Depolimerizuoto polisacharido molekulés dydis buvo nustatomas
perleidZiant per gel-filtracijos chromatografijos kolonéle, parduodamg pagal
prekés vardg “Ultrahydrogel™ 250", kuri buvo kalibruota naudojant
dekstraninius molekuliy dydZio standartus ir pagal daugiakampe lazerio
viesos sklaida. Polisacharido kiekis buvo nustatytas pagal fosforo kiekj A
serogrupei naudojant Bartlet, G.R.J. (1959) Journal of Biological Chemistry,
234, pp. 466-468 aprasytg metoda, ir pagal sialo rugsties kieki C, W135 ir Y
serogrupéms naudojant Svennerholm, L. (1955) Biochimica Biophysica Acta
24, pp. 604-611 apraSyta metoda. O-acetilo kiekis buvo nustatytas pagal
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Hesterin, S. (1949) Journal of Biological Chemistry 180, p. 249 apradyta
metoda. Redukcijos aktyvumas buvo nustatytas pagal Park, J.T. and
Johnson, M.J. (1949) Journal of Biological Chemistry 181, pp. 149-151
apraSytg metoda. Depolimerizuoto polisacharido struktarinis vientisumas buvo
nustatytas pagal baltymy 'H ir *C BMR. Depolimerizuoto polisacharido
grynumas buvo nustatytas matuojant LAL (endotoksino) kiek| ir liékamojo
vandenilio peroksido kiekj.

3 pavyzdys
Neisseria meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy depolimerizuoto
polisacharido dariniy gavimas

Siam preparatui gauti naudojamos medZiagos yra vandenilio peroksidu
depolimerizuotas kapsulinis polisacharidas i§ Neisseria meningitidis A, C, W-
135 ir Y serogrupiy (pagamintas pagal 2 pavyzdj), adipo ragsties dihidrazidas,
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas (EDAC) tik A serogrupei, natrio
cianborhidridas, sterili 1N hidrochlorido rtigstis, sterilus 1N natrio hidroksidas,
sterilus 1M natrio chloridas ir sterilus fiziologinis druskos tirpalas (0,85 %
natrio chloridas).

Kiekvienos serogrupés polisacharido darinys buvo gaminamas
atskiroje reakcijoje. | neradijanio plieno baka buvo pridedama isgryninto
depolimerizuoto polisacharido ir praskiedziama steriliu 0,85 % fiziologiniu
druskos tirpalu, kad galutiné polisacharido koncentracija baty 6 g/litre. | §j
tirpalg pridedama alikvota koncentruoto adipo rugsties dihidrazido, istirpinto
steriliame 0,85 % fiziologiniame tirpale, kad reakcijos miinio koncentracija
baty 1 g litre. Tik A serogrupés atveju pridedama alikvota koncentruoto
EDAC, istirpinto steriliame 0,85 % fiziologiniame tirpale, gaunant reakcijos
miginio koncentracijg 1 g litre. pH sureguliuojamas iki 5,0+0,1 ir $is pH buvo
palaikomas 2 valandas, naudojant sterilig 1N hidrochlorido ragstj ir sterily 1N
natrio hidroksida kambario temperatiroje (15-30 °C). Po 2 valandy i reakcijos
misin pridedama alikvota koncentruoto natrio cianoborhidrido, itirpinto 0,85
% fiziologiniame tirpale, kad reakcijos miinio koncentracija baty 2 g litre.
Reakcijos miSinys maiSomas kambario temperatiroje (15-30 °C) 44+4
valandas, pH palaikant 5,5_+.O,$. Praéjus Siam reakcijos laikui, pH



16 LT 5177 B

sureguliuojamas iki 6,0+0,1 ir polisacharido darinys sukoncentruojamas iki 12
g polisacharido litre, prijungiant reakcijos bakg prie ultrafiltracijos elemento su
3000 MWCO regeneruotos  celiuliozés patrony.  Sukoncentruotas
polisacharido darinys dializuojamas prie$ 30 tariy 1M natrio chlorido, po to 10
tariy 0,15 M natrio chlorido. Bakas atjungiamas nuo ultrafiltracijos elemento ir
laikomas 1-5 °C temperatiroje 7 dienas. Bakas vél prijungiamés prie
ultrafiltracijos elemento su 3000 MWCO regeneruotos celiuliozés patrony ir
diafiltruojama prie§ 30 tariy 1M natrio chlorido, o po to prie$ 10 tariy 0,15 M
natrio chlorido.

Polisacharido darinio molekulés dydis, polisacharido kiekis ir O-acetilo
kiekis buvo matuojami tais paciais metodais, kaip ir naudoti depolimerizuotam
polisacharidui. Hidrazido kiekis buvo matuojamas panaudojant 2,4,6-
trinitrobenzensulfonragsties metoda, kurj aprasé Snyder, S.L. and Sobocinski,
P.Z. (1975) Analytical Biochemistry 64, pp. 284-288. Polisacaharido darinio
struktarinis vientisumas buvo nustatytas protony 'H ir *C BMR. Polisacharido
darinio grynumas buvo nustatytas matuojant neprijungto hidrazido kiekj, LAL
(endotoksino) kiekj ir likusio cianborhidrido kiekij.

4 pavyzdys
Baltymo-nesiklio pagaminimas

Nearyninto difterito toksoido baltymo pagaminimas

Liofilizuotos séklinés kultros buvo praskiestos ir inkubuotos 16-18
valandy. Sios kultiros alikvota buvo jdéta i 0,5 litro talpos kolbg su auginimo
terpe ir $i kolba buvo inkubuota 34,5-36,5 °C temperatiroje rotoringje
purtykiéje 7-9 valandas. Alikvota i$ Sios kolbos su kultdra buvo idéta 4 litry
talpos kolbg su auginimo terpe ir §i kolba buvo inkubuota 34,5-36,5 °C
temperattroje rotorinéje purtykléje 14-22 valandas. Kultdros i3 4 litry kolbos
buvo naudojamos fermentatoriui su auginimo terpe inokuliuoti. Fermentatorius
buvo inkubuojamas 34,5-36,5 °C temperatiroje 70-144 valandas.
Fermentatoriaus turinys buvo nufiltruotas per giluminius filtrus | surinkimo
indg. | iSaugintg medZiagg buvo pridéta formaldehido tirpalo (37 %) alikvota,
kad koncentracija bty 0,2 %. pH buvo sureguliuotas iki 7,4-7,6. 13auginta
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medZiaga buvo nufiltruota per 0,2 mikrony filtrin| patrong | sterilius 20 litry
butelius. Buteliai buvo inkubuoti 34,5-36,5 °C temperataroje 7 dienas. |
kiekvieng 20 litry butelj buvo pridéta formaldehido tirpalo (37 %) alikvota, kad
koncentracija baty 0,4 %. Misiniy pH buvo sureguliuotas iki 7,4-7,6. Buteliai
buvo inkubuoti 34,5-36,5 °C temperatiroje 7 dienas purtykléje. | kiekvieng 20
litry buteli buvo pridéta formaldehido tirpalo (37 %) alikvota, kad koncéntracija
bty 0,5 %. Misiniy pH buvo sureguliuotas iki 7,4-7,6. Buteliai buvo inkubuoti
34,5-36,5 °C temperatiroje 8 savaites. Buvo tikrinta negryninto toksoido
detoksifikacija. Tyrimo laikotarpiu buteliai buvo laikomi 1-5 °C temperatiroje.

Negryno difterito toksoido baltymo gryninimas

Negrynas toksoidas buvo paliktas atsilti iki kambario temperataros ir 20
litry buteliai buvo supilti | gryninimo bakg. Toksoido pH buvo sureguliuojamas
iki 7,2-7,4, | negryng toksoidg pridedama aktyvuotos anglies ir maiSoma 2
minutes. Aktyvuotos anglies ir toksoido misinys paliekamas stoveéti 1 valanda,
pridedama kieto amonio sulfato, kad baty gaunamas 70 % isisotinimas. pH
sureguliuojamas iki 6,8-7,2 ir tirpalas paliekamas stovéti 16 valandy. Nusédgs
baltymas nufiltruojamas ir plaunamas 70 % prisotinimo amonio sulfato tirpalu,
pH 7,0. Nuosédos istirpinamos steriliame distiliuotame vandenyje ir baltymo
tirpalas nufiltruojamas | nertdijangio plieno surinkimo inda. pH
sureguliuojamas iki 6,8-7,2 ir pridedama amonio sulfato iki 40 % sisotinimo.
Tirpalo pH sureguliuojamas iki 7,0-7,2 ir tirpalas paliekamas stoveti 16
valandy. Nuosédos nufiltruojamos ir atmetamos. | filtratg pridedama amonio
sulfato iki 60 % isisotinimo ir pH sureguliuojamas iki 7,0-7,2. Mi8inys
paliekamas stovéti 16 valandy ir nusédgs baltymas nufiltruojamas. Nuosédos
istirpinamos steriliame distiliuotame vandenyje, nufiltrucjamos neistirpusiam

baltymui pasalinti ir diafiltruojamos prie$ 0,85 % fiziologin{ druskos tirpala.

I8gryninto difterito toksoido baltymo koncentracija ir sterilus filtravimas

Baltymo tirpalas sukoncentruojamas iki 15 g baltymo litre ir
diafiltruojamas prie§ 10 tariy 0,85 % fiziologinio tirpalo naudojant 10000
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MWCO regeneruotos celiuliozés filtro patrona. Koncentruotas baltymo tirpalas
sterilizuojamas filtruojant per 0,2 mikrony membrana. Baltymo tirpalas
laikomas 1-5 °C temperatiroje iki jo pavertimo konjugatu.

Baltymo koncentracija buvo nustatyta Lowry, O.H. et al. (1951) Journal
of Biological Chemistry 193, p. 265-275 metodu. Baltymo grynumas buvo
iSmatuotas pagal steriluma, LAL (endotoksino) kiekj ir liekamojo formaldehido
kieki.

5 pavyzdys
Vienvalenéiy neisseria meningitidis A, C, W-135 ir Y polisacharidy
konjugaty su difterito toksoido baltymu pagaminimas

Siems preparatams gauti naudojamos medziagos yra polisacharido i$
Neisseria meningitidis A, C, W-135 ir Y adipo ragsties darinys (pagamintas
pagal 3 pavyzdj), sterilus difterito toksoido baltymas (pagamintas pagal 4
pavyzdj), EDAC, amonio sulfatas, sterili 1N hidrochlorido ragstis, sterilus 1N
natrio hidroksidas ir sterilus fiziologinis druskos tirpalas (0,85 %).

Kiekvienos serogrupés polisacharido konjugatas buvo pagamintas
atskiroje reakcijoje. Visi keturi konjugatai buvo pagaminti tokiu badu: |
neradijandio plieno bakg pridedama polisacharido adipo ragsties darinio,
imant reakcijos koncentracijg 700-1000 pmoliy, litrui reaktingo hidrazido, ir
isgryninto difterito toksoido baltymo, imant reakcijos koncentracijg 3,8-4,0 g
baltymo litrui. Pradinéms medZziagos praskiesti iki norimos koncentracijos
buvo naudojamas fiziologinis druskos tirpalas (0,85 %) ir pH buvo
sureguliuojamas iki 5,010,1. | polisacharido ir baltymo miSinj buvo pridedama
EDAC alikvota, kad reakcijos koncentracija baty 2,28-2,4 g/l. Reakcijos pH
buvo laikomas 5,0+0,1 2 valandas 15-30 °C temperataroje. Po 2 valandy pH
buvo sureguliuojamas iki 7,0+0,1 naudojant sterily 1N natrio hidroksida ir
reakcijos misinys laikomas 1-5 °C temperatiiroje 16-20 valandy.

Reakcijos miSiniui leidZiama susilti iki 15-30 °C ir reakcijos indas
prijungiamas prie ultrafiltravimo elemento su 30000 MWCO regeneruotos
celiuliozés patronu. Pridedama kieto amonio sulfato iki 60 % isisotinimo (A,
W-135 ir Y serogrupiy atveju) ir 50 % (sisotonimo (C serogrupés atveju).
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Konjugato reakcijos misinys diafiltruojamas prie§ 20 tiriy 60 % isisotinimo
amonio sulfato tirpalg (A, W-135 ir Y serogrupiy atveju) ir 50 % isisotinimo
amonio sulfato tirpalg (C serogrupés atveju), o po to 20 tdriy fiziologinio
druskos tirpalo (0,85 %). Sis diafiltruotas konjugatas pirmiausia filtruojamas
per filtro kapsule, turinig 1,2 mikrony ir 0,45 mikrony filtrus ir po to per antrg
filtro kapsule, turin€ig 0,22 mikrony filtra.
Polisacharido ir O-acetilo kiekis buvo matuojamas tais paciais
metodais, kaip ir naudoti depolimerizuoto polisacharido ir polisacharido
darinio atveju. Baltymo kiekis buvo nustatytas Lowry metodu. Konjugato
molekulés dydis buvo nustatytas perleidziant per gelfiltracijos
chromatografijos  kolonéle, kuri parduodama pagal prekés Zenklg
“TSK6000PW”, kuri naudoja DNR kaip tuscio tirio Zymeklj, ATP kaip bendro
tario Zymeklj ir jaucio tiroglobuling kaip etaloninj Zymeklj. Be to, konjugato,
eliuuoto i§ TSK6000PW kolonélés, molekulés dydis buvo matuojamas
daugiakampés lazerio 3viesos sklaidos metodu. Konjugato antigeninis
charakteris buvo matuojamas pagal susiri§img su anti-polisacharido
serogrupei specifiniais antikGnais, naudojant dvigubo sumustinio ELISA
metodg. Konjugaty grynumas buvo nustatytas matuojant nesuristo
(nekonjuguoto) polisacharido kiekj eliuuojant per hidrofobinés saveikos
chromatografijos kolonéle, nekonjuguoto baltymo - kapiliarinés elektroforezes
metodu, nustatant steriluma, LAL (endotoksino) kiekj, liekamaji EDAC kiekj ir

liekamajj amonio jony kieki.

6 pavyzdys
Daugiavalentés meningokokinio A, C, W-135 ir Y polisacharido ir
difterito toksoido konjugato vakcinos kompozicija

Siam preparatui gauti naudojamos medziagos yra A, C, W-135 ir Y
serogrupiy polisacharido-difterito toksoido konjugatas (pagamintas pagal 5
pavyzdj), sterilus 100 mM natrio fosfatu buferintas fiziologinis druskos tirpalas
(0,85 % natrio chlorido).

| fiziologin tirpalg (0,85 %) neradijancio plieno pagrindinés mases
konteineryje jpilama alikvota sterilaus 100-500 mM natrio fosfatu buferinto
fiziologinio tirpalo, kad galutinéje vakcinos koncentracijoje baty 10 mM natrio



20 LT 5177 B

fosfato. | §{ pagrindinés masés konteineri, kuriame yra 10 mM sterilus natrio
fosfato fiziologinis druskos tirpalas, pridedama alikvota kiekvieno i§ 2-4 steriliy
vienvalenciy meningokokinio polisacharido-difterito toksoido konjugaty, kad
kiekvienos serogrupes polisacharido koncentracija baty 8 pg mililitre buferio.
Sukomponuotas keturvalentis konjugatas sumaiSomas ir nufiltruojamas per
0,2 pm filtrg | antraji pagrindinés masés baka. .

Kiekvienos daugiavalentéje kompozicijoje esandios serogrupés
polisacharido kiekis buvo nustatytas pagal komponentine sacharidy analize,
naudojant auk$to pH anijony mainy chromatografija su pulsiniu
amperometriniu detektavimu. Baltymo kiekis buvo i§matuotas Lowry metodu.
Vakcinos pH buvo iSmatuotas naudojant kombinuotg elektroda, sujungta su
pH-metru. Daugiavalentés konjugatinés vakcinos antigeninis charakteris buvo
matuojamas pagal susiri§img su anti-polisacharido serogrupei specifiniais
antikGnais, naudojant dvigubo sumustinio ELISA metoda. Daugiavalentinés
konjugatinés vakcinos imunogeni$kumas buvo matuojamas pagal kiekvieno
vakcinoje esancio konjugato sugebéjima isSaukti ir pirminj, ir pakartotinj anti-
polisacharidinj 1gG imuninj atsakg gyviny modelyje. Daugiavalentés
konjugatinés vakcinos grynumas buvo nustatomas matuojant nesuristo
(nekonjuguoto) polisacharido kiekj, naudojant auk$to pH anijony mainy
chromatografij su pulsiniu amperometriniu detektavimu, sterilumag, LAL
(endotoksino) kieki, pirogeny kiekj ir bendrajj sauguma.

7 pavyzdys
Daugiavalenc¢io meningokokinio A, C, W-135 ir Y polisacharido ir
difterito toksoido baltymo konjugato su aliuminio hidroksido adjuvantu

pagaminimas

Adsorbuoto ant aliuminio hidroksido konjugato pagaminimas. Siam
preparatui gauti naudojamos medZiagos apima 5 pavyzdyje aprasytus A, C,
W-135 ir Y serogrupiy polisacharido-difterito toksoido konjugatus, sterily
fiziologin{ druskos tirpalg (0,85 % natrio chloridas) ir sterily aliuminio
hidroksidg fiziologiniame druskos tirpale (0,85 % natrio chloridas).
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| pagrindinés masés konteinerj su fiziologiniu druskos tirpalu jdedama
alikvota kiekvieno sterilaus vienvalenio meningokokinio polisacharido-
difterito toksoido konjugato, kad kiekvienos serogrupés polisacharido galutiné
koncentracija baty 8 pg mililitre buferio. | 8ig daugiavalente konjugating
vakcing pridedama alikvota sterilaus aliuminio hidroksido fiziologiniame tirpale
(0,85 % natrio chloridas), kad galutiné koncentracija baty 0,44 mg éliuminio

jony mililitre vakcinos.

8 pavyzdys
Konjugato su aliuminio fosfato adjuvantu pagaminimas

Siam preparatui gauti naudojamos medZiagos apima 5 pavyzdyje
apradytus A, C, W-135 ir Y serogrupiy polisacharido-difterito toksoido
konjugatus, sterily fiziologinj druskos tirpalg (0,85 % natrio chloridas) ir sterily
aliuminio fosfatg fiziologiniame druskos tirpale (0,85 % natrio chloridas).

| pagrindinés masés konteinerj su fiziologiniu druskos tirpalu jdedama
kiekvieno sterilaus vienvalencio meningokokinio polisacharido-difterito
toksoido konjugato alikvota, kad kiekvienos serogrupés polisacharido galutiné
koncentracija baty 8 pg mililitre buferio. | Siag daugiavalente konjugating
vakcing pridedama alikvota sterilaus aliuminio fosfato fiziologiniame tirpale
(0,85 % natrio chloridas), kad galutiné koncentracija baty 0,44 mg aliuminio

jony mililitre vakcinos.

9 pavyzdys
Keturavalentés konjugatinés vakcinos imunogeniskumas

Prie$ Klinikinj jvertinimg buvo tiriamas keturvalentinés konjugatinés
vakcinos sugebéjimas i88aukti imuninj atsaka maziems laboratoriniams
gyvinams.  Konjugatiniy  vakciny  imunogeniskumo, lyginant  su
poilsacharidinémis vakcinomis, jvertinimui buvo naudojamos pelés, Ziurkes ir
triusiai. Sie gyviny modeliai yra tinkami, nes jie gali atskirti konjugating
vakcing nuo atitinkamo polisacharido pagal jy imuninio atsako charakterj.
Konjugatiné vakcina $iuose modeliuose i$3aukia panady | T-priklausoma
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imuninj atsakg, tuo tarpu kai polisacharidiné vakcina i$8aukia T-
nepriklausomg imuninj atsaka.

Peliy imunogeniskumo tyrimuose konjugatas buvo praskiestas
fiziologiniu druskos tirpalu (0,85 % natrio chloridu) ir jvedama mazdaug nuo
vienos ketvirtosios iki vienos $esioliktosios Zmogaus dozés. Peléms jvedama
viena arba dvi vakcinos dozés (konjugatas arba polisacharidas) ir -pragjus
dviems savaitéms po skiepijimo imami kraujo meéginiai. Viena grupé buvo
neimunizuota kontroliné grupé. Kiekvienos serogrupés polisacharidy antikainai
buvo matuojami ELISA metodu. Serumo méginiai buvo inkubuojami su
kiekvieno kapsulinio polisacharido, kuris buvo prijungtas prie ELISA mikrotitro
ploksteliy duobugiy, pertekliumi. Kiekvienos serogrupés polisacharidui
prijungti prie mikrotitro duobuéiy buvo naudojamas metilintas Zmogaus
serumo albuminas. Po inkubavimo mikrotitro duobutés buvo plaunamos
buferiu ir | antik@no-polisacharido kompleksg buvo pridedama antrinio
antikino-fermento  konjugato, kuris jungiasi su anti-meningokokinio
polisacharido antikiinu. Mikrotitro plokstelé plaunama ir | polisacharido-
meningokokinio antikiino-antrinio antikino-fermento konjugata pridedama
cheminio substrato. Fermentas hidrolizuoja dalj cheminio substrato, kuris
duoda spalvotag medziaga. Susidariusios spalvotos medZiagos kiekis yra
proporcingas  polisacharido-meningokokinio  antikino-antrinio  antiktino-
fermento konjugato, kuris yra prijungtas prie mikrotitro duobutés, Kiekiui.
Vakcinos veiksmingumas buvo nustatytas palyginant su kiekvienos
serogrupés etaloniniais antiserumais, kurie buvo matuojami toje pacioje
mikrotitro ploksteléje, skaigiuojant pagal lygiagretes tieses, naudojant keturiy
parametry atitikima. Pelés etaloniniai antiserumai buvo gauti i§ to paties
kamieno peliy, kurios buvo atskirai imunizuotos kiekvienos serogrupés
konjugato vakcinos trimis dozémis. Pelés etaloniniaims antiserumams buvo
priskirti titrai remiantis atvirk3tiniu praskiedimu, duodanciu optinj tankj, lygy
1,0.

1 lenteléje pateikta anti-polisacharido IgG titry kiekvienai serogrupei,
gauty Swiss-Webster peléms, kurios buvo vakcinuotos dviem dozémis arba
keturvalentés konjugatinés vakcinos (skystos ir kompozicijoje su aliuminio
hidroksidu), arba atitinkamos keturvalentés polisacharidinés vakcinos,

suvesting. IgG titrai buvo matuoti naudojant sumaiSyta serumg i$ deSimties
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peliy grupés. Dvi grupés po 10 peliy buvo naudojamos imuniniam atsakui |
kiekvieng vakcinos kompozicija matuoti. Abi grupés buvo skiepytos 1-g diena.
15-tg dieng (praéjus 2 savaitéms po skiepijimo) i§ vienos 10 peliy grupés
buvo imami kraujo méginiai, o antroji 10 peliy grupé 15-tg dieng buvo skiepyta
antra vakcinos doze. Po 2 savaitiy, 29-tg dieng buvo paimti kraujo méginiai is
antrosios 10 peliy grupés ir i neimunizuotos kontrolinés grupés. Visi
antikonai buvo titruoti tuo pagiu metu, tai yra 15-tos ir 29-tos dienos kraujo
meéginiai buvo matuoti tuo padiu laiku kartu su neimunizuotomis kontrolémis ir
peliy, etaloniniais serumais.

1 lentelé

Swiss-Webster peliy, skiepyty keturavalenéiu konjugatu arba polisacharidu,
sumaisyto serumo anti-poilisacharidinio IgG titrai

Do- Anti- Anti- Anti- Anti-Zmogaus
Vakcinos grupé | zé, | Zmogaus A | Zmogaus C Zmogaus Y
ug W135

ps |15d.[29d.[15d. ] 29d. [15d. | 29d. | 15d. | 29d.

konjugatas (be | 0,25 | 131 {2640 | 250 | 1510 | 1350 | 6100 | 5660 4830
adjuvanto)

konjugatas (be | 0,50 | 171 | 6220 | 416 | 2050 | 849 | 26000 | 5980 112000
adjuvanto)

konjugatas (be | 1,0 | 249 [ 4500 | 525 | 2740 | 1450 | 16600 | 11300 | 59100
adjuvanto)

konjugatas 0,25 | 2920 | 4500 | 1010 | 2980 | 2300 { 33700 | 11600 | 124000
(aliuminio hidr.)

konjugatas 0,50 | 5800 | 9550 | 2280 | 1010 | 4810 | 71900 | 26400 | 330000
(aliuminio hidr.)

konjugatas 1,0 [ 6210 ] 9350 | 2630 | 12800 | 7870 | 94000 | 32700 | 302000
(aliuminio hidr.)

polisacaridas 10 | 136 | 173 | 184 | 205 | 612 | 608 4470 3910
(be adjuvanto)

neimunizuota | néra - 110 - 145 - 623 - 777

Keturvalenté vakcina (be adjuvanto ir su aliuminio hidroksido
adjuvantu) gali i3Saukti stipry anti-polisacharidini IgG imuninj atsakg Siame
peliy modelyje. Aliuminio hidroksido adjuvantas pagerina ir pirminj, ir
pakartotinj atsaka | kiekvieng i§ keturiy serogrupiy polisacharidinius
konjugatus. Keturvalenté polisacharidiné vakcina i$Saukia nezymy imunin{
atsakg | A, C ir W135 serogrupes Siame peliy modelyje, lyginant su
neimunizuota kontrole, tuo tarpu Y serogrupé iSSaukia pastebimg atsaka,
tadiau neduoda pakartotino atsako. Siame modelyje keturvalenté
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polisacharidiné vakcina nesukelia pakartotino atsako visy keturiy serogrupiy
polisacharidams. Sis modelis gali nesunkiai parodyti skirtumus tarp
polisacharidinés vakcinos ir konjugatinés vakcinos ir pagal imuninio atsako
dydj, ir pagal pakartotinio atsako charakterj kiekvienos serogrupés
konjugatinei vakcinai.

Keturvalentés konjugatinés vakcinos beadjuvantine forma buvo tirta
klinikoje, nustatant jos sauguma ir imunogeniS§kumg jauniems sveikiems
suaugusiems ir mazZiems sveikiems vaikams. Tyrimuose su suaugusiais
subjektai buvo skiepyti viena vakcinos doze, sukomponuota taip, kad joje buty
po 4 pg kiekvieno i keturiy konjugaty kaip polisacharido. Kraujo méginiai
buvo imami prie$ pat skiepijima ir pragjus 28 dienoms po skiepijimo. Antikainai
prie$ kiekvienos serogrupés konjugata buvo matuojami ELISA metodu, kuris
leido nustatyti anti-polisacharidinio IgG kiekj ELISA metodas yra labai
panasus | metoda, kuriuo buvo nustatoma, ar yra ir koks kiekis IgG antikano
yra pelés serume.

Trumpai tariant, serumo méginiai buvo inkubuojami ELISA mikrotitro
duobutése, kurios buvo padengtos pertekliumi meningokokinio polisacharido,
kuris buvo suri§tas su plokstele panaudojant metilintg Zmogaus serumo
albumina. Suridto antikano kiekis buvo nustatomas panaudojant peroksidaze
Zyméto pelés anti-mogaus IgG specifinio monokloninio antikiino reakcija.
Paskesné reakcija, naudojanti peroksidazés substrata, generuoja
chromogeninj produkta, kuris buvo matuojamas spektrofotometriskai. Gauto
chromoforo optinis tankis koreliuojasi su IgG antikiino, kuris yra prijungtas prie
meningokokinio polisacharido ant mikrotitro plokStelés, kiekiu serume.
Antikiino kiekis buvo apskaitiuotas lyginant Zmogaus etalonini serumg (CDC
1922) su priskirta reikdme, naudojant 4-parametrinés logistinés kreives
metoda. Be to, buvo matuojama antikiiny geba lizuoti serogrupei bddingas
bakterijas. Serumo méginiai pirmiausia buvo inaktyvuojami Siluma, kad buty
suardomas komplementas. Serumo meéginiai praskiedziami du kartus sterilioje
96 duobudiy mikrotitro plok3teléje. Serogrupei budingos bakterijos kartu su tik
kg gimusio triusio komplementu pridedamos | praskiestus serumus ir
paliekama inkubuotis. Po inkubacijos periodo i serumo/komplemento/bakterijy

misinj pridedama padengiancios agaru terpés. PadengianCiai agaru terpei
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leidZiama sukietéti ir tada inkubuojama per naktj 37 °C temperatiiroje esant 5
% anglies dioksido. Kitg diena suskai¢iuojamos duobutése esancCios
bakterijos. Titro galinis taSkas nustatomas pagal atvirkstini serumo
praskiedima, duodantj didesnj nei 50 % bakterijy sunaikinima, lyginant su
komplemento kontroliniy duobudiy vidurkiu.

2 lenteléje pateikta anti-polisacharido vidutiniy IgG koncéntracijq
kiekvienai serogrupei ir vidutiniy serumo baktericidiniy antikany (SBA) titry,
suaugusiyjy serume prie$ ir po skiepijomo keturvalente konjugatine vakcina,
sukomponuota taip, kad bty 4 pg polisacharido dozei. Imuninis atsakas | visy
keturiy serogrupiy konjugatus buvo patenkinamas, kuris yra palyginamas su
imuniniu atsaku, gautu panaudojant licenzijuotg polisachariding vakcing
atsizvelgiant | abu IgG antikGnus ir funkcinius baktericidinius antikiny
atsakus. Buvo rasta, kad vakcina yra saugi Siai amziaus grupei ir saugumo
rodikliai yra panasus { licenzijuotos polisacharidinés vakcinos rodiklius.

2 lentele

Jauny sveiky suaugusiyjy, skiepyty keturvalente meningokokine konjugatine
vakcina, turinéia 4 ug/dozei polisacharido, anti-polisacharidinio IgG GMC
(grupés vidutiné koncentracija) ir serumo baktericidiniy antikiny GMT (grupés
vidutiniai titrai)

Imuninis IgG GMC (pg/ml) SBA GMT
atsakas | Npres/Npo [95 % PI] [95 % PI]
pagal pries po pries po
serogrupe
A 28/28 3,3 38,4 487 6720
[2,3-4,8] | [22,2-66,4] | [231-1027] | [4666-15428
C 28/28 04 5,5 16,4 1560
[0,2-0,7 [3,0-10,1] [7,1-37,7] [800-4042]
W-135 28/28 0,6 5,8 10,0 609
[0,3-1,0] [2,9-11,7] [5,9-16,9] [250-1481]
Y 28/28 1,3 6,8 19,0 39,
[0,7-2,5] [3,2-14,6] [8,0-41,2] [143-1061

Jaunesnio amZiaus grupése (maZesni nei 2 mety vaikai) imuninis
atsakas | polisachariding vakcing yra silpnas, ir buvo nustatyta, kad imunitetas
po vieneriy mety i$nyksta. 12-15 ménesiy amzZiaus vaikams buvo {vedama
viena keturvalentés konjugatinés vakcinos dozé, kurioje yra po 4 g

kiekvienos serogrupés polisacharido dozéje, ir praéjus dviems ménesiams po
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pirmosios dozés yra jvedama antroji keturvalentés konjugatinés vakcinos
dozé. Kraujo méginiai buvo imami prie$ pirmajj ir antrajj skiepijimus ir praéjus
konjugatus yra susumuoti 3 lenteléje. Kiekvienai serogrupei pakartotinis
atsakas IgG antikdinui ir funkciniam-baktericidiniam antiknui buvo stebimas
po antrosios keturvalenéio konjugato dozés. Konjugatinés vakcinos iSgauty
IgG antikiiny kiekis yra palyginamas su kiekiu, kurj iSgauna licenzijuotas
polisacharidas $io amZiaus grupéje: 3,64 ug/ml [2,96-4,49] IgG antikiny
atsakas | C serogrupés polisacharidg po 6 savaiCiy. TaCiau konjugatinés
vakcinos i$gauto baktericidinio antikano kiekis yra daug didesnis nei kiekis,
kuri igauna licenzijuota polisacharidiné vakcina $io amZiaus grupéje: SBA
titras yra 7,2 [5,0-10,4] po 6 savai¢iy. Manoma, kad $is neatitikimas tarp 1gG
antikino ir baktericidinio antikino jaunesnéje populiacijoje atsiranda del
didesnés dalies mazos traukos antikiiny jaunesnéje populiacijoje. PrieSingai,
atrodo, kad konjugatas i8gauna daug didesne dalj didelés traukos antikiiny.
Laikoma, kad didesnés traukos antiklinas yra atsakingas uz baktericidini
aktyvuma.

3 lentele

Mazy sveiky vaiky (1-2 mety amZiaus), skiepyty dviem keturvalentés
meningokokinés konjugatinés vakcinos dozémis, turiniomis po 4 ug dozéje
polisacharido, anti-polisacharidiniy IgG GMC (grupés vidutiné koncentracija) ir
serumo baktericidinio antikdno GMT (grupés vidutiniai titrai)

Imuninis IgG GMC (ug/ml) SBA GMT
atsakas [95 % PI [95 % PI]
pagal Ni/N2/N3 | pries | Pries po pries | prie$ po
serogrupe 1 2 2 1 2 2
doze | doze | dozés | doze | doze | dozés
A 8/8/8 0,2 2,1 4.4 8,7 1328 | 3158

[0,14- | [0,9- [2,1- [1,4- | [179- | [1857-
0.4] 4,8] 9,1] 55,1] | 9871] | 5371]

C 8/8/8 02 | 1.0 15 6,7 | 117 | 304
[0,0-| 03 | [06- | [2.0- |[37.7-| [128-
071 | 311 | 36] | 230] | 365] | 721]

W-135 g/i8/s | 041 | 06 15 6,2 | 226 | 430
01- | [0,2- | (0,8 | [22- | [2.8 | [172-
02] | 19 | 31 | 17,21 | 185] | 1076]

Y 8/8/8 03 | 1.2 4,5 57 | 98,7 | 304
02- | 05 | [27- | [38.7- |[204-| [101-
04] | 28 | 7.6] | 88 | 4781 | 920]
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Apart keturvalentés konjugatinés vakcinos sugebéjimo iSgauti didelj
funkcinj antikaninj atsaka jaunoje populiacijoje, lyginant su licenzijuota
polisacharidine vakcina, keturvalenté konjugatiné vakcina gali iSgauti
anamnezinj atsaka, rodantj kad $io isradimo keturvalentés vakcinos duodama
apsauga yra ilgalaiké. Tobulinat keturvalente konjugating vakcing, pirmiausia
buvo atliekami tyrimai su dvivalente AC konjugato kompozicija. Si vakeina turi
platesnj veikima nei dabartinis licenzijuotas vienvalentis C konjugatas, bet
neapsaugo nuo ligy, kurias sukelia W-135 ir Y serogrupes.

Buvo atliktas klinikinis tyrimas su kutdikiais, kuriame buvo lyginamas
imuninis atsakas | dvivalente AC polisacharido vakcing su atsaku | dvivalentg
AC konjugatine vakcing. Siame tyrime buvo jvesta tregioji kidikiy grupé, kuri
buvo kontroliné grupé ir ji gavo Haemophilus influenzae b tipo konjugata.
Visy trijy vakciny grupés gavo tas patias pediatrines vakcinas. Dvivalencio
AC konjugato grupé gavo tris konjugatinés vakcinos dozes (4 ng
polisacharido dozei) 6-ta, 10-tg ir 14-tg amZiaus savaitg. Dvivalengio AC
polisacharido grupé gavo dvi dvivalenéio AC polisacharido vakcinos dozes
(50 pg polisacharido dozei) 10-ta ir 14-ta amZiaus savaite. Haemophilus
influenzae b tipo konjugato grupé gavo tris konjugatinés vakcinos dozes 6-ta,
10-tg ir 14-ta amzZiaus savaitg. Kraujo méginiai buvo imami 6-tg savaite (pries
skiepijima) ir 18-t savaite (pragjus 4 savaitéms po skiepijimo). Kai vaikai
buvo 11-12 ménesiy amziaus, buvo paimti kraujo méginiai ir vaikai, gave arba
dvivalente AC konjugating, arba dvivalentg AC polisachariding vakcing, gavo
pakartoting AC polisacharido dozeg. Pakartotinés polisacharido dozés davimo
prasmé buvo noras jvertinti ar subjektams bus ar nebus sukeliamas
anamnezinis atsakas.

Sio tyrimo rezultatai (pirminis ir polisacharido pakartotinas imuninis
atsakas) yra pateikti 4 lenteléje IgG antikaninio atsako atveju ir 5 lenteléje
SBA antikaninio atsako atveju. IgG antikGininis atsakas po pirminés serijos
buvo maZdaug toks pats ir polisacharido, ir konjugatinés vakcinos atveju.
Tagiau konjugatu skiepyty subjekty baktericidinis antikfininis atsakas buvo
daug didesnis nei polisacharidu skiepyty subjekty. Kaip buvo stebéta vieneriy
mety subjekty atveju, kadikiy skiepijimas polisacharidu i$8aukia labai nedaug
funkcionaliy baktericidiniy antikany. Atrodo, kad kadikiy pagaminami antikiinai
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prie$ polisachariding vakcing turi mazesne trauka, tuo tarpu kai konjugatiné
vakcina i$3aukia didesnés traukos antikiinus, ir tai paaiskina didesnj
baktericidiniy antikdny titra. Didelis funkciniy antikiiny, kuriuos iSgauna
dozé gavusiems

vakcinos subjektams,

pakartotina polisacharidinés
konjugating vakcing pirminése skiepijimo serijose, kiekis rodo, kad Sie
subjektai buvo primuoti atsiminimui arba nuo T-lgsteliy priklausanciam
imuniniam atsakui iSgauti. Subjektai, kurie gavo polisachariding vakcina,
pirminése skiepijimo serijose davé vidutinj atsaka, | polisacharido pakartoting

dozg, kas rodo, kad tai yra nuo T-Igsteliy nepriklausantis atsakas.

4 lentelé

Kuadikiy, skiepyty pries A ir C serogrupes prie$ ir po pirminiy imunizacijos
serijy (6, 10 ir 14 savaiciy amziaus) ir gavusiy pakartoting skiepijimg
avivalenciu AC polisacharidu 11-tg ir 12-tg jy amZiaus ménesj, anti-

polisachiridiniy IgG GMC (grupés vidutiné koncentracija)

Imuninis Pirminio skiepijimo GMC PS papildomo skiepijimo
atsakas pagal [95 % PI] GMC [95 % PI]
vakcinos N Prie3 Po N Prie$ Po
grupg
A serogrupé:
AC konjugatas | 34 34 5,8 31 0,2 7,0
[2,2-5,4] | [4,3-8,0] [0,1-0,3] | [4,0-12,0]
AC polisacha- | 35 3,0 55 30 0,9 3.1
ridas [1,7-5,3] | [4,1-7,3] [0,5-14] | [2,0-4,7]
HIB 36 3,2 0,6 NN NN NN
konjugatas [2,2-4,5] | [0,4-0,8]
C serogrupé:
AC konjugatas | 31 1,6 2,8 31 0,1 8,1
[0,9-2,8] | [2,0-3,9] [0,1-0,2] | [4,5-14,5]
AC 35 2,3 53 30 0,6 2,8
polisacharidas [1,4-3,9] | [3,8-7,4] [0,3-1,0] | [1,7-4,7]
HIB 36 2,0 0,5 NN NN NN
konjugatas [1,2-3,5] | [0,3-0,7]
5 lentelé

Kadikiy, skiepyty prie$ A ir C serogrupes prie§ ir po pirminiy imunizacijos
serijy (6, 10 ir 14 savaiCiy amZiaus) ir gavusiy pakartoting skiepijimg

dvivalenciu AC polisacharidu 11-tgq ir 12-tg jy amziaus ménesj, SBA antikdny
GMT (grupés vidutiniai titrai)

imuninis Pirminio skiepijimo GMC PS papildomo skiepijimo
atsakas pagal [95 % P1] GMC [95 % PI]
vakcinos

grupg
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N Prie$ Po N Prie$ Po
A serogrupé:
AC konjugatas | 34 11,8 177 24 10,1 373
[7,2-19,3] | [101-312] [6,6-18,0] | [162-853]
AC polisacha- | 32 14,7 7,0 26 6,1 241
ridas [8,5-25,4] | [4,7-10,5] [3,9-9,5] [11-53]
HIB 35 11,2 6,7 NN NN NN
konjugatas [6,8-18,3] | [4,3-10,5] '
C serogrupé:
AC konjugatas | 34 50,8 189 27 4,6 287
[24-107] | [128-278] [3,5-5,6] | [96,2-858]
AC 32 62,7 254 36 4,1 14,4
polisacharidas [29-131] [14,4- [3,9-4,3] | [7,9-26,1]
44.,6]
HIB 36 453 7,3 NN NN NN
konjugatas [21,9- [4,7-11,3]
133]

Apart $io iSradimo sidlomy privalumy, pagerinant apsauga pries
meningokoking ligg jauny asmeny populiacijoje ir duodant platesng apsauga
pried A, C, W-135 ir Y serogrupes, $is keturvalentis konjugatas gali apsaugoti
nuo kity patogeny, indukuojant antikaninj atsaka | baltyma-neSikl. Kai
kadikiams yra jvedama keturvalenté konjugatiné vakcina, kurioje naudojamas
difterito toksoido konjugatas, Sie subjektai taip pat gauna jprastg pediatring
imunizacijg, | kurig jeina difterito toksoidas. Todél, S8iems subjektams nera
antikGininio atsako | difterito toksoidg pastebimo pageréjimo. Taciau, kai
difterito toksoido konjugatas yra jvedamas subjektams, kurie negavo kartu
esandio difterito toksoido turingios vakcinos, stebimas stiprus pakartotinas
atsakas | difterito toksoida. Sie subjektai gavo trijy doziy DTP rezima badami
2. 3 ir 4 meénesiy amzaus. Siame tyrime subjektai gavo arba vieng
dvivalendio AC konjugato doze, arba vieng dvivalentés polisacharidines
vakcinos doze badami tarp 2 ir 3 mety amZiaus. Kraujo méginiai buvo imami
skiepijimo metu arba praéjus 30 dieny po skiepijimo. Dvivalenciame AC
konjugate baltymu-nesikliu buvo naudojamas difterito toksoidas.

Difterito toksoido imuninis atsakas abiejy vakciny grupése yra
parodytas 6 lenteléje. Kaip ir laukiama, polisacharidas nestimuliavo anti-
difteritinio imuninio atsako, tagiau stiprus anti-difteritinis imuninis atsakas buvo

stebimas subjektams, kurie gavo AC konjugatg. Taigi, meningokokiné
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konjugatiné vakcina gali duoti papildoma nauda, stimuliuojant imuninj atsakg |
baltyma-nesiklj, tokiu biodu duodama apsaugg nuo ligy, kurias sukelia
Corynebacteria diphtheriae, kai baltymu-ne$ikliu yra naudojamas difterito
toksoidas.

6 lentelé

Mazy sveiky vaiky, skiepyty arba dvivalente difterito toksoido konjugatine
vakcina, kurioje yra 4 ug polisacharido dozei, arba dvivalente AC
polisacharidine vakcina, kurioje yra 50 ug polisacharido dozei, anti-difteritiniy
antikiny pagal ELISA GMT (grupés vidutinis titras) 1U/ml

Imuninis atsakas Anti-difteritiniai antikainai (ELISA — 1U/ml)
pagal vakcinos Npries/Npo [95 % P}
grupe prie$ Po
AC konjugatas 104/103 0,047 21,2
[0,036-0,060] [11,6-38,6]
AC polisacharidas 103/102 0,059 0,059
[0,045-0,076] [0,045-0,077]
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ISradimo apibréztis

1. Imunologiné kompozicija, sudaryta i§ dviejy, trijy arba keturiy atskiry
baltymo-polisacharido konjugaty, besiskirianti tuo, kad kiekvienas
konjugatas susideda i§ kapsulinio polisacharido i$ dviejy arba daugiau N.
meningitidis serogrupiy, sujungto su vienu arba daugiau baltqu-ﬁeéikliq.

2. Imunologiné kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
kapsuliniai polisacharidai yra pasirinkti i§ grupés, susidedangios i§ N.
meningitidis A, C, W-135 ir Y serogrupiy kapsuliniy polisacharidy.

3. Imunologiné kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
kapsuliniai polisacharidai yra i§ N. meningitidis A ir C serogrupiu.

4. Imunologiné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad
kapsuliniai polisacharidai yra i§ N. meningitidis A, C, W-135 ir Y
serogrupiy.

5. Imunologiné kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad
baltymas-neSiklis yra difterito toksoidas.

6. Imunologiné kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad | jg
jeina dar ir adjuvantas.

7. Imunologiné kompozicija pagal 5 punktg, besiskirianti tuo, kad
adjuvantas yra aliuminio hidroksidas.

8. Imunologiné kompozicija pagal 5 punkts, besiskirianti tuo, kad
adjuvantas yra aliuminio fosfatas.

9. Imunologiné kompozicija pagal 1 punkta, skirta panaudoti imuninio atsako
indukavimui | N. meningitidis kapsulin| polisacharidg, jvedant minétos
kompozicijos imunologiSkai efektyvy kiek{ Zmogui arba gyvanui.

10.Daugiavalenté meningokokiné vakcina, turinti imunologiskai efektyvius

kiekius nuo dviejy iki keturiy atskiry baltymo-polisacharido konjugaty,
besiskirianti tuo, kad kiekvienas konjugatas turi skirtingg kapsulinj
polisacharida, sujungta su baltymu-nesikliu, ir kurioje kiekvienas kapsulinis
polisacharidas yra pasirinktas i$ grupés, susidedancios i$ A, C, W-1351ir'Y
serogrupiy kapsuliniy polisacharidy.

11.Daugiavalenté meningokokiné vakcina pagal 9 punktg, besiskirianti

tuo, kad kapsuliniai polisacharidai yra pagaminti i§ N. meningitidis A ir C

serogrupiy.
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12.Daugiavalenté meningokokiné vakcina pagal 9 punktg, besiskirianti
tuo, kad kapsuliniai polisacharidai yra pagaminti i8 N. meningitidis A, C,
W-135ir Y serogrupiy.

13.Daugiavalenté meningokokiné vakcina pagal 9 punkta, besiskirianti
tuo, kad baltymas-neSiklis yra difterito toksoidas.

14.Daugiavalenté meningokokiné vakcina pagal 9 punkta, besiskirianti
tuo, kad ija jeina dar ir adjuvantas.

15.Daugiavalenté meningokokiné vakcina pagal 13 punktg, besiskirianti

_ tuo, kad adjuvantas yra aliuminio hidroksidas.

16.Daugiavalenté meningokokiné vakcina pagal 13 punkta, besiskirianti
tuo, kad adjuvantas yra aliuminio fosfatas.

17.Imunologiné kompozicija pagal 9 punkta, skirta panaudoti Zmogaus arba
gyvano, imlaus N. meningitidis infekcijai, apsaugojimui, jvedant minétos
kompozicijos imunologiskai efektyvy kieki zmogui arba gyvanui.
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