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OZET

KAPSULER POLISAKARITLERIN
COZUNURLESTIRILMESi VE KOMBINASYON ASILARI

Bir bakteriyel kapsuiler polisakkariti saflagtirmak ve bir tasiyici
proteine konjuge etmek i¢in bir proses olup, asagidaki adimlar: igerir:
polisakkaritin saflastirilmasi, (a) bir ya da daha fazla katyonik deterjan
kullanilarak polisakaritin ¢okeltilmesi, ardindan (b) ¢okeltilen
polisakaritin bir alkol kullanilarak ¢oziniirlestirilmesi, polisakkaridin
bir tasiyici proteine konjugasyonu adimlarim igerir, burada tasiyic
protemn bir bakteriyel toksindir ya da toksoittir ve burada konjugasyon
bir baglayici ile gerceklestirilir, burada bakteriyel kapsiiler
polisakkarit Neisseria meningitidis serogrup A, W135 ya da Y’den ya
da Haemophiius influenzae’den ya da Streptococcus pneumoniae’den
gelir. Bir yonde konjugathh sakkarit 0.5:1 ve 5:1 arasinda bir
sakkarit:protein orammna (agirlik/agirlik) sahiptir. Baska bir yonde,
1slem sakkaridin bir siyanilatlama reaktifi ile aktive edilmesi adimim

1gertr.,
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ISTEMLER

1. Bir bakteriyel kapsiler polisakaritin saflastirilmasina ve bir

tasiyicl proteine konjugatlanmasina yonelik bir proses olup,

asagidaki adimlar i¢erir:

polisakkaridin saflastirilmasi, (a) bir ya da daha fazla katyonik
deterjan kullanilarak polisakaritin ¢odkeltilmesi, ardindan (b)
cokeltilen polisakaritin %75 ve %95 arasindaki bir nihai
konsantrasyonda etanol kullanilarak ¢oziiniirlestirilmesi,

polisakkaridin bir tasiyici proteine konjugasyonu, burada
tasiyict protein bir bakteriyel toksindir ya da toksoittir ve
burada konjugath sakkarit, 0.5:1 ve 5:1 arasimda bir

sakkarit:protein oranma (w/w) sahiptir.

burada bakteriyel kapsuler polisakkarit Neisseria meningitidis
serogrup A, WI35 va da Y’den ya da Haemophiius
influenzae’den ya da Streptococcus pneumoniae’den gelir ve
burada bir ya da daha fazla katyonik deterjan

setiltrimetilamonyum bromuri igerir.

. Bir bakteriyel kapsiiler polisakaritin saflastirilmasina ve bir

tasiyict proteine konjugatlanmasina yonelik bir proses olup,

asagidaki adimlan icerir:

polisakkaridin saflastirilmasi, (a) bir ya da daha fazla katyonik

deterjan kullanilarak polisakaritin ¢okeltilmesi, ardindan (b)
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cokeltilen polisakaritin %75 ve %95 arasindaki bir nihai
konsantrasyonda etanol kullanlarak ¢coziniirlestirilmesi,
sakkaridin bir siyanilatlama reaktifi ile aktive edilmesi, ve
polisakkaridin bir tasiyict proteine konjugasyonu, burada

tastyict protein bir bakteriyel toksindir ya da toksoittir,

burada bakteriyel kapsuiler polisakkarit Neisseria meningitidis
serogrup A, WI35 va da Y’den ya da Haemophiius
influenzae’den ya da Streptococcus pneumoniae’den gelir ve
burada bir vya da daha fazla katyonik deterjan

setiltrimetilamonyum bromirii i¢erir.

. Istem 1’e ya da istem 2’ye gore proses olup, burada saflagtirma

ayrica kontaminantlar1 ekarte etmek i¢in adim (b)’de elde edilen

polisakkariti muamele etme adimi (¢)’yi igerir.

. Istem 3’e gore proses olup, burada adim (c) bir ya da daha fazla

filtrasyon adimini igerir.

. Istem 4’¢ gore proses olup, burada adim (¢) derinlik

filtrasyonunu, aktive edilmis karbon yoluyla filtrasyonu, ebat

filtrasyonunu ve/veya ultrafiltrasyonu igerir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gore proses olup, burada

adim (b)’de ya da adim (c)’de elde edilen polisakkarit ardindan
cokeltilir.
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7. Istem 6’ya gore proses olup, burada ¢okelme kalsiyum ya da

sodyum tuzlarinin eklenmesiyle gerceklesir.

8. Onceki istemlerden herhangi birine gore proses olup, burada

tasiyict protein difteri toksoit ya da tetanoz toksoittir.

9. Onceki istemlerden herhangi birine gore proses olup, burada
konjugasyonu sonrasinda serbest ve konjugatli sakkaritler

ayrilir.

10.istem 9°a gdre proses olup, burada ayrisma hidrofobik
kromatografiyi, tegetsel ultrafiltrasyonu ya da diyafiltrasyonu

kullamhr.

11.N.Meningitidis’in birden fazla serogrubundan sakkaritlerin bir
karigtmim1 yapma islenm olup, onceki istemlerden herhangi
birinin prosesini igerir ve ayrica konjugatin karisim saglamak

i¢in bagka biyolojik molekullerle karistirilmasi adimini igerir.

12.istem 11°e gbre proses olup, burada N.Meningitidis suslar1 A,

C, W135 ve/veya Y’ den alinan sakkarit antijenleri karigtirilir.,

13.Istem 12°ye gbre proses olup, burada karistirma islemi A ve C
olmak Uzere her iki serogruptan gelen kapsiiler sakkaritler

igerir ve MenA sakkarit:MenC sakkarit oran1 (w/w) 2:1°dir.

14.istem 12°ye gore proses olup, burada karistirma islemi, Y
serogrubundan ve serogrup C ve W135’mn birinden ya da her
ikisinden gelen kapsiiler sakkaritleri igeren bir bilesim saglar ve

burada MenY sakkaridi:MenW 135 sakkaridi oram (w/w) 1’den
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daha fazladir ve/veya MenY sakkaridi:MenC sakkaridi oram
(w/w) 1’den daha diguktir.

15.Istem 12°ye gore proses olup, burada karistirma islemi serogrup
A, C, WI135 ve Y’den elde edilen kapsiller sakkaritleri iceren
bir bilesimi verir ve burada A:C:WI135:Y serogruplart 1:1:1:1;
1:1:1:2; 2:1:1:1; 4:2:1:1; 8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1;
2:2:1:1; 4:4:2:1; 2:2:1:2; 4:4:1:2; ya da 2:2:2:1 oranlarina (w/w)
sahiptir.

16.Bir as1y1 formille etmek i¢in bir proses olup, dnceki istemlerden
herhangi birinin prosesini igerir ve ayrica bir aliminyum fosfat
ve/veya bir aliminyum hidroksit olan bir adjuvanla sakkarit
antijen(ler)inin karistirilmasini ihtiva eden as1 formillasyonu

adim(lar)in1 igerir.
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TARIFNAME

KAPSULER POLISAKARITLERIN
COZUNURLESTIRILMESI VE KOMBINASYON ASILARI

TEKNIK SAHA
Bu bulus, 0zellikle meningokok enfeksiyonuna ve hastaligina karsi

olmak Uizere, asilar sahasina yoneliktir,

GECMIS TEKNOLOJIi

Neisseria meningitidis, bir Gram negatif insan patojenidir. Farenkste
kolonize olarak menenjite ve zaman zaman menenjit olmadiginda
septisemiye neden olur., N.gonorrhoeae ile yakindan iligkili olmakla
birlikte meningokoku net bir sekilde ayirt eden 6zellik, tim patojenik
meningokoklarda bulunan bir polisakarit kapsuludiir.

Organizmamn kapsuler polisakaritine dayanarak on 1ki N.meningitidis
serogrubu tanimlanmustir (A, B, C, H, I, K, L, 29E, W135, X, Y ve Z).
A Qrubu, alt Sahra Afrika’sinda epidemik hastalikta en sik sekilde
gosterilen patojendir. B ve C serogruplari, ABD’de ve ¢ogu gelismis
iilkede vakalarm bitylk kismindan sorumludur. WI135 ve Y
serogruplari, ABD’de ve gelismig ulkelerde geri kalan vakalardan
sorumludur.

N.meningitidis’ten kapsuler polisakaritler tipik olarak polisakarit
cokeltme (orn., bir katyonik deterjan kullanilarak), etanol ile

par¢alama, soguk fenol ile dziimleme (proteini ¢ikartmak i¢in) ve
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ultra-santrifijleme (LPS’yi ¢ikartmak 1i¢in) adimlarim igeren bir
proses ile hazirlanir [orn., ref. 1].

A, C, Y ve WI135 serogruplarindan kapsiler polisakaritlerin bir
tetravalent asist bircok yildir bilinmektedir [2, 3] ve insan kullanimu
i¢in lisans almistir. Ergenlerde ve yetiskinlerde etkili olmakla barlikte
bebeklerde zayif bir immiin tepkisi ve kisa suireli koruma saglar ve
kullamlamaz [06m., 4] . Bunun nedeni, polisakaritlerin boost
edilemeyen zayif bir immiin tepkisi indiukleyen, T hiicresinden
bagimsiz antijenler olmasidir. Bu asidaki polisakaritler konjuge
edilmez ve 1:1:1:1 oraninda bulunur [5]. MENCEVAX ACWY™,
liyotilize edilmis formundan yeniden olusturuldugunda saflastirilmig
her polisakaritten SOpg ihtiva eder.

Konjuge edilmis C serogrubu oligosakaritler de insan kullanimi igin
onaylanmustir [6rn., Menjugate™; ref. 6]. Bununla birlikte A, W135
ve Y serogruplarina karsi konjigat asilarinda ve bunlarin Uretiminde
gelistirme yapilmasina ihtiyag vardir.

EP 0 072 513 BI, saflastinlmms bakterivel kapsiiler antijenik
polisakaritlerin hazirlanmasina yonelik bir proses, elde edilen trlinler
ve bunlarin  kullammlarini  tarif eder. Lei QP et al (2000)
(Developments in Biologicals 103, 259-264) meningokokkal
polisakkarit-difter1 toksoit konjugat asilarimda serbest polisakkaridin
kantifikasyonunu tarif eder. WO 02/058737 A2 bir multivalent
meningokokkal polisakkarit-proteini konjugat asisim tarif eder. WO
96/40242 Al bir polisakkarit antijen-tasiyict protein konjugatini ve

serbest tagiyici proteini igeren bir asiy1 tarif eder.
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BULUSUN ACIKLAMASI

Bulusg, bir bakteriyel kapsiiller polisakaritin saflagtirlmasima ve bir
tasiyict proteine konjugatlanmasina yonelik bir proses saglar, burada

proses asagidaki adimlar igerir:

polisakkaridin saflastinnlmasi, (a) bir ya da daha fazla katyomk
deterjan kullanilarak polisakaritin ¢okeltilmesi, ardindan (b) ¢okeltilen
polisakaritin %75 ve %95 arasindaki bir nihai konsantrasyonda etanol

kullanilarak ¢oziintirlestirilmest,

polisakkaridin bir tagiyic1 proteine konjugasyonu, burada tasiyic
protein bir bakteriyel toksindir ya da toksoittir ve burada konjugath
sakkarit, 0.5:1 ve 5:1 arasinda bir sakkarit:protein oranina (w/w)

sahiptir.

burada bakterivel kapsuler polisakkarit Neisseria meningitidis
serogrup A, W135 va da Y’den ya da Haemophiius influenzae’den ya
da Streptococcus pneumoniae’den gelir ve burada bir ya da daha fazla

katyonik deterjan setiltrimetilamonyum bromuri igerir.

Bulus, bir bakteriyel kapsiiler polisakaritin saflastirilmasina ve bir
tasiyict proteine konjugatlanmasina yonelik bir proses saglar, burada

proses asagidaki adimlar icerir:

polisakkaridin saflagtirilmasi, (a) bir ya da daha fazla katyonik

deterjan kullamilarak polisakaritin ¢okeltilmesi, ardindan (b) ¢okeltilen
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polisakaritin %75 ve %9S arasindaki bir nihai konsantrasyonda etanol

kullanilarak ¢cozumiirlestirilmesi,

sakkaridin bir siyanilatlama reaktifi ile aktive edilmesi, ve

polisakkaridin bir tasiyici proteine konjugasyonu, burada tasiyic

protein bir bakteriyel toksindir ya da toksoittir,

burada bakterivel kapsiler polisakkarit Neisseria meningitidis
serogrup A, W135 ya da Y’den ya da Haemophiius influenzae’den ya
da Streptococcus pneumoniae’den gelir ve burada bir ya da daha fazla

katyonik deterjan setiltrimetilamonyum bromuri icerir.

(Cokeltme ve etanol ile coziinurlestirme

(Cozilebilen polisakaritlerin ¢okeltilmesine yonelik bir¢ok teknik bu
konuda bilinmektedir. Tercih edilen yontemlerde bir veya daha fazla
katyonik deterjan kullanilir. Deterjanlar tercihen asagidaki genel
formiile sahiptir:

R,

R.
burada: R, R; ve R, ayn1 veva farklidir ve her biri, alkili veya arili
belirtir; veya R ve R,, bunlarin eklendigi nitrojen atomu ile birlikte, 5
veya 6 elemanli, doymus bir heterosiklik halka olusturur ve R, alkili
veya arili belirtir; veya Ry, R; ve R3, bunlarin eklendigi nitrojen atomu
ile birlikte, mitrojen atomunda doymamig, 5 veya 6 elemanh bir
heterosiklik halka olusturur,

R4, alkili veya arili belirtir ve
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X', bir anyonu gosterir.

Yontemde kullanilmak tzere Ozellikle tercih edilen deterjanlar,
tetrabutilamonyum ve setiltrimetilamonyum tuzlaridir (orn., bromid
tuzlar1). Setiltrimetilamonyum bromid ('CTAB'") 6zellikle tercih edilir
[8]. CTAB ayrica heksadesiltrimetilamonyum bromid, setrimonyum
bromid, Cetavlon ve Centimid olarak bilinir. Diger deterjanlar
arasinda heksadimetrin bromid ve muinistiltrimetilamonyum tuzlan
bulunur.

Kapsuler polisakaritler, kiiltiir sirasinda ortam igine salinir. Buna gore
¢okeltme i¢in baslangic materyali tipik olarak santrifiijlenmis bir
bakteri kuilturinden gelen suipernatan olacaktir veya konsantre edilmis
bir kultur olacaktir.

Cokeltme adim, polisakaritler icin secgici olabilir, ancak tipik olarak
diger bilesenleri (0rn., proteinler, nikleik asit vb.) de birlikte
cokeltecektir.

(Cokelen polisakarit, ¢ozinlirlestirme oncesinde santrifilj yoluyla
toplanabilir.

(Cokeltmeden sonra polisakarit (tipik olarak katyonik deterjan ile bir
kompleks halinde) yeniden ¢ozunurlestirilir.  Kirleticileri  (orn.,
proteinler, nukleik asit vb.) en aza indirmek i¢in polisakarit igin
nispeten segict olan bir solventin kullanilmasi1 tercith edilir. Bu
baglamda etanolun avantajli oldugu kesfedilmistir ve bu, CTAB-
polisakarit kompleksi i¢in yitksek oranda seg¢icidir. Bagka alt alkoller
(0m., metanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-1-o0l, butan-2-ol, 2-
metil-propan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioller vb.) kullanilabilir,
Etanol tercihen ¢okelen polisakarite, %50 ile %95 arasinda (orn.,
yvaklagik %55, %60, %65, %70, %75, %80, %85 veya yaklasik %90)

ve tercihen %75 ile %95 arasinda nihai etanol konsantrasyonu (toplam
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etanol ve su igeri@1 bazinda) verecek sekilde ilave edilir. Optimum
nihai etanol konsantrasyonu, polisakaritin elde edildigi bakterinin
serogrubuna bagl olabilir,

Etanol, ¢okelen polisakarite saf formda ilave edilebilir veya
karisabilen bir solvent (orn., su) ile seyreltilmis bir formda ilave
edilebilir. Tercih edilen solvent karisimlari, etanol:su karisimlart olup
tercih edilen oran yaklasik 70:30 ile yaklasik 95:5 arasindadir (om.,
75:25, 8(:20, 85:15, 90:10).

Kapsiler polisakaritlerin hazirlanmasina yonelik geleneksel prosesler
ile karsilastirildiginda 1ki adimhi ¢okeltme ve ardindan etanol ile
ozuiimleme prosesi, daha hizh ve basittir.

9. referansta tarif edilen prosesin aksine bu proseste, anyonik deterjan
yerine katyonik deterjan kullamlir. 10. referansin prosesinin aksine
polisakarit, kalsivum veya magnezyum tuzlar1 kullanilarak katyon
aligverisinden ¢ok etanol kullanilarak yeniden ¢ozunirlestirilir. 11.
referansin prosesinin aksine ¢okeltme, eylemsiz, gozenekli bir destek
gerektirmez. Ek olarak Onceki teknige ait proseslerin aksine alkol,
polisakariti ¢okeltmek i¢in degil bunu yeniden ¢ozunurlestirmek i¢in
kullanihir,

Bakteriyel kapsuler polisakarit genellikle Neisseria'dan gelecektir.
Tercthen bu, A, B, C, WI35 ve Y serogruplar1 dahil
N.meningitidis’ten gelir. Tercih edilen serogruplar, A, W135 ve Y dir.
Proses ayrica Haecmophilus influenzae’den (0zellikle tip B veya 'Hib'")
ve Streptococcus pneumoniae’den (pndomokok) kapsiler polisakarit

hazirlanmasi ig¢in uygundur.
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Cozanurlestirilmig polisakaritin ileri islemi

Yeniden coziunurlestirme sonrasinda polisakarit ayrnica kirleticileri
cikartmak Tizere isleme tabi tutulabilir. Bu, ¢ok kugik kirlenmenin
bile kabul edilebilir olmadigi (orn., insan asis1 Uretimine yonelik)
durumlarda 6zellikle 6nemlidir. Bu tipik olarak bir veya daha fazla
filtreleme adimu icerecektir.

Derinlik filtrelemesi kullamilabilir. Bu, berraklastirma icin Ozellikle
faydalidir.

Aktiflestirilmis  karbon ig¢inden filtreleme kullanilabilir. Bu,
pigmentlerin ve eser organik bilesiklerin ¢ikarilmast i¢in faydalidir.
Bu ornegin, OD;75,,<0.2 olana kadar tekrar edilebilir.

Ebatli filtreleme veya ultrafiltreleme kullamlabilir.

Kirleticileri ¢ikartmak icin filtre edildikten sonra polisakarit, ileri
isleme ve/veya proses ig¢in ¢oOkeltilebilir. Bu elverisli sekilde katyon
aligverisi yoluyla (orn., kalsivum veya sodyum tuzlan ilave edilerek)
saglanabilir.

Polisakarit, kimyasal olarak modifiye edilebilir. Ornegin bir veya daha
fazla hidroksil grubunu bloklama gruplann ile degistirmek uzere
modifiye edilebilir. Bu 0zellikle MenA i¢in faydahdir [12]. B
serogrubundan gelen polisakaritler, N-propiyonile edilebilir [13].
(Istege bagli olarak modifiye edilmis) polisakarit tipik olarak
oligosakaritler olusturmak tzere hidrolize edilecektir. Bu tercihen
oligosakaritte 30’un altinda (om. 10 1le 20 arasinda, tercihen A
serogrubu i¢in 10 civarinda; W135 ve Y serogruplan igin 15 ile 25
arasimda, tercihen 15-20 civarinda; vb.) nihai ortalama polimerizasyon
derecesi (DP) vermek i¢in yapilir. Oligosakaritler, asilarda

kullanilmak tizere polisakaritlere tercih edilir. DP, iyon aligverisli
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kromatografi veya kolorimetrik deneyler 1le elverisli sekilde
olculebilir [14].

Hidroliz yapilirsa hidrolizat genel olarak kisa oligosakaritlerin
¢ikarilmas1 amaciyla ebatlanacaktir. Bu, ultratiltreleme, ardindan iyon
alisverisli kromatografi gibi ¢esitli vollarla yapilabilir. Polimerizasyon
derecesi yaklasik 6’dan az veya buna esit olan oligosakaritler tercihen
A serogrubu i¢in ¢ikarihir ve yaklasik 4’tn altinda olanlar tercihen
W135 ve Y serogruplari igin ¢ikarilir.

Immiinojenikligi gii¢lendirmek icin bulusa ait polisakaritler veya
oligosakaritler tercihen bir tasiyiciya konjige edilir (Sekil 18).
Tagiyic1 proteinlere konjugasyon, pediatrik asilar i¢cin  ozellikle
faydalidir [omn., ref. 15] ve 1y1 bilinen bir tekniktir [om., ref. 16 ila 24,
vb.de ele alinnustir.].

Tercih edilen tasiyict proteinleri, bakteriyel toksinler veya toksoidler,
ornegin difteri veya tetanos toksoidleridir. CRM,y; difteri toksoidi
[25,26,27] ozellikle tercih edilir. Diger uygun tasiyici proteinler
arasinda N.meningitidis dis membran protein kompleksi [28], sentetik
peptitler [29, 30], 151 soku proteinlernn [31, 32], pertussis proteimnler
[33, 34], sitokinler [35], lenfokinler [35], hormonlar [35], buylime
faktorleri [35], patojenden turetilmis g¢esitli antijenlerden gelen ¢oklu
insan CD4" T hiicresi epitoplar1 igeren suni proteinler [36],
H.influenzae'den protein D [37], C.difficile'den toksin A veya B [38]
vb. bulunur. Tas1yic1 proteinlerin karisimlar: da kullanilabilir.
Sakarit:protein oram1 (w/w) 0.5:1 (vani fazla protein) ile 5:1 (yam
fazla sakarit) arasida olan konjugatlar tercih edilir ve oranlar1 1:1.25
ile 1:2.5 arasinda olanlar daha fazla tercih edilir.

Tek bir tasiyict protein, birgok farklt sakariti tasiyabilir [39].
Konjugatlar, serbest tagiyici protein ile birlikte kullanilabilir [40].
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Uygun bir konjigasyon reaksiyonu, gerekli oldugunda uygun bir
baglayici ile kullanilabilir.

Sakarit tipik olarak konjugasyondan once aktiflestirilecek veya
fonksiyonellestirilecektir. Aktivasyon ornegin CDAP (orn., l-siyano-
4-dimetilamino piridinyum tetrafloroborat) [41, 42, vb.]) gibi sivanile
edict reaktif maddeler icerebilir. Diger uygun tekniklerde
karbodiimidler, hidrazidler, aktif esterler, norboran, p-nitrobenzoik
asit, N-hidroksisukinimid, S-NHS, EDC, TSTU kullanilir (ayrica 22.
referansin girigine bakiniz).

Bir baglayici grubu araciligiyla baglamalar, bilinen bir prosediir,
ornegin 43 ve 44. referanslarda tarif edilen prosedirler kullanilarak
yapilabilir. Bir tip baglama, polisakaritin indirgeyici aminasyonunu,
elde edilen amino grubu ile bir adipik asit baglayici grubun bir ucunun
birlestirilmesini ve sonra bir proteinin, adipik asit baglayic1 grubun
diger ucuna birlestirilmesini igerir [20, 45, 46]. Diger baglayicilar
arasinda B-propivonamido [47], nitrofenil-etilamin [48&], haloasil
halidler [49], glikosidik baglar [50], 6-aminokaproik asit [51], ADH
[52], C4 1la Cy» yarmmlart [53] vb. bulunur. Bir baglayic
kullanilmasina alternatif olarak direkt baglama kullamlabilir. Proteine
direkt baglamalar, polisakaritin oksidasyonunu, ardindan ornegin 54
ve 55. referanslarda tarif edildigi gibi protein ile indirgeyici
aminasyonu igerebilir.

Amimo gruplarinin sakarit i¢gine (6rn., terminal =o gruplarimin -NH, ile
degistirilmesi suretiyle) sokulmasini, ardindan bir adipik diester (om.,
adipik asit N-hidroksisukinimido diester) ile turevlendirmeyi ve
tasiyici protein ile reaksiyonu igeren bir proses tercih edilir.
Konjigasyondan sonra serbest ve konjige edilmis sakaritler

ayrilabilir. Uygun birgok ydntem vardir, ornegin hidrofobik
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kromatografi, tanjant ultra-filtreleme, diya-filtreleme, vb. [bakimz

ayrica 56 ve 57. referanslar, vb.].

Sakaritleri igceren karisimlar ve kompozisyonlar

Bulusa ait konjiigatlar, baska bivolojik molekiiller ile karistirilabilir.
Birden fazla N.meningitidis serogrubundan gelen sakaritlerin
kanisimlary, om. A+C, A+WI135, A+Y, C+WI135, C+Y, WI35+Y,
A+C+WI135, A+C+Y, C+WI135+Y, A+C+WI135+Y, vb.
serogruplarindan gelen sakaritler igeren kompozisyonlar tercih edilir.
Tek tek sakarit antijenlerinin  koruyucu etkinliginin  bunlarin
birlestirilmesi suretiyle ortadan kaldirilmamasi tercih edilir, bununla
birlikte gergek imminojeniklik (om., ELISA titerler1) azalabilir.

C serogrubundan gelen bir sakarit kullamldiginda bu tercihen ~12 ila
~22 tekrar Uinitesine sahiptir.

Farkli N.meningitidis serogruplarindan gelen sakaritler, ayni veya
farkli tasiyici proteinlere konjige edilebilir,

Bir karisimin, A ve C serogruplarmm her ikisinden gelen kapsiuler
sakaritler ig¢erdigi durumda MenA sakarit:MenC sakarit oraninin
(w/w) 1’den fazla (orn., 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 veya daha yuksek)
olmasi tercih edilir. Stirpriz sekilde MenA bileseni, MenC bilesenine
gore fazla (kutle/doz) bulundugunda bunun imminojenikliginin
gelistigi gozlendi.

Bir karisim, W 135 serogrubundan ve A, C ve Y serogruplarimin en az
birinden kapsuler sakaritler (6mn., oligosakaritler) icerdiginde sirpriz
sekilde ~ MenWI135  sakaritinin  immiunojenikliginin,  diger
serogrup(lar)dan sakarit(ler) ile kombinasyon halinde uygulandiginda,
bunun tek basina (ayn1 dozajda, vb.) uygulanmasina gore daha yuksek
oldugu kesfedildi [bakiniz ref. 58]. Boylelikle MenW 135 antijeninin
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bir immun tepkisi uyandirma kapasitesi, diger serogruplardan gelen
antijenler ile birlestirilmeden verildiginde aym antijenin denk miktan
ile uyandirilan immiin tepkisinden daha yuksektir. Bu gig¢lendirilmis
immunojeniklik, MenW135 antijeninin kontrol hayvanlarina ve
karistmin test hayvanlarina uygulanmasit ve bu ikisine karsi olan
antikor ftiterlerinin bakterisidal titerler, radyo-immimnodeney ve
ELISA’lar vb. gibi standart deneyler kullamilarak karsilastirilmasi
suretiyle belirlenebilir. W135 serogrubundan gelen sakaritlerin diger
serogruplar ile sinerjistik kombinasyonlarini igeren asilar immiinolo jik
agidan avantajlidir. Bunlar, giglendirilmis anti-W135  tepkileri
ve/veya daha diisiik W135 dozlan saglar.

Bir karisimin, Y serogrubundan ve C ve WI135 serogruplarindan
birinden veya her ikisinden kapsiller sakaritler icermesi durumunda
MenY sakarit:MenW135 sakarit oraninin (w/w) 1’den yiksek (om.,
2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 veya daha yliksek) olmasi ve/veya MenY
sakarit:MenC sakarit oraninin (w/w) 1°den az (6., 1:2, 1:3, 1:4, 1:5
veya daha dusuk) olmasi tercih edilir.

A:C:WI135Y serogruplarmmdan gelen sakaritler i¢in tercih edilen
oranlar (w/w) soyledir; 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1; 4:2:1:1; 8:4:2:1;
4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1; 4:4:2:1; 2:2:1:2; 4:4:1:2; ve 2:2:2:1.

Karigimlar  ayrica  proteinler  igerebilir.  N.meningitidis B
serogrubundan  [0rn., referanslar 59 ila 64] veya OMV
preparasyonlarindan  [6rm., 65 ila 68. referanslar, vb.] gelen
proteinlerin dahil edilmesi tercih edilir.

Meningokok olmayan ve neisserial olmayan antijenler, tercihen
meningokok bilesenlere karsi immin tepkisini azaltmayanlar da dahil
edilebilir.  Ornegin  69. Referans, N.meningitidis B ve C

serogruplarindan  gelen  oligosakaritlerin ~ Hib  sakariti  ile
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kombinasyonlarimi agiklar. Pnomokok, hepatit A viriisii, hepatit B

virusii, B.pertussis, difteri, tetanos, Helicobacter pylori, polio ve/veya

H.influenzae’dan alinan antijenler tercih edilir. Ozellikle tercih edilen

necisserial olmayan antijenler arasinda sunlar bulunur:

-Helicobacter pylori’den antijenler ormegin CagA [70 1la 73], VacA
[74, 75], NAP [76, 77, 78], HopX [0m., 79], HopY [0om., 79] ve/veya
ureaz.

-Streptococcus pneumoniae’den bir sakarit antijeni [orn., 80, 81, 82].

-hepatit A virisiinden, 6rnegin eylemsizlestirilmis virlisten bir antijen
[Orn., 83, 84].

-hepatit B virisinden bir antijen, ornegin yuzey ve/veya gobek
antijenleri [Oormn., 84, 85], ylizey antijeni tercithen bir aluminyum fosfat
iizerine adsorbe edilir [86].

-Haemophilus influenzae B den bir sakarit antijeni [0orn., 87], tercihen
adsorbe edilmemistir veya bir aliminyum fosfat izerine adsorbe
edilmistir [88].

-hepatit C virtisinden bir antijen [orn., 89].

-N.gonorrhoeac’den bir antijen [0, 59 ila 62].

-Chlamydia pneumoniae’den bir antijen [6rn., 90 ila 96. referanslar].

-Chlamydia trachomatis’ten bir antijen [orn., 97].

-Porphyromonas gingivalis’ten bir antijen [6rn., 98].

-polio antijen(ler)i [orn., 99, 100] drnegin IPV.

-kuduz antijen(lery  [om., 101] ©Omegin  liyofilize edilmis,
eylemsizlestirilmis virlis [orn., 102, RabAvert™].

-kizamik, kabakulak ve/veya kizamik¢ik antijenleri [6rn., 103,
referansin 9, 10 ve 11. bolumleri].

-influenza antijen(leryi [orn., 103. referansin 19. bdlumil], ornegin

hemaglutinin ve/veya ndraminidaz yuizey proteinleri.
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-Moraxella catarrhalis’ten bir antijen [orn., 104].

-Streptococcus agalactiae’den (B grubu streptokok) bir antijen [omn.,
105, 106].

-Streptococcus pyogenes’ten (A grubu streptokok) bir antijen [orn.,
106, 107, 108].

-Staphilococcus aureus’tan bir antijen [orm., 109].

-bir paramiksoviriisten, Oornegin respiratuar sinsitiyal viriisten (RSV
[110, 111]) ve/veya parainfluenza virisinden (PIV3 [112])
antijen(ler).

-Bacillus anthracis’ten bir antijen [orn., 113, 114, 115].

-flaviviridae familyasindaki (genus flavivirus) bir viriisten, ornegin
sar1 humma viriisl, Japon ansefalit viriisii, Dengue viruislerinin dort
serotipi, kene ile tasinan ansefalit virtsi,, Bati Nil virlsiinden bir
antijen.

-bir pestivirls antijeni, ornegin klasik domuz atesi virisi, sigir viral
diyare virlisi ve/veya border hastaligi virtisiinden.

-bir parvovirlls antijeni, orn., parvovirus B19°dan.

-bir tetanos toksoidi [orn,, ref. 116].

- B.pertussis’den  pertussis  holotoksin  (PT) ve  filamentdz
hemaglutinin (FHA), istege bagli olarak ayrica pertaktin ve/veya
aglutinojenler 2 ve 3 ile kombinasyon halinde [6rn., 117 ve 118,
referanslar].

-hiicresel pertussis antijeni.

Karisim, gerekli durumlarda detoksifive edilebilen bu diger

antijenlerden bir veya daha fazlasinmi igerebilir (0m., pertussis toksinin

detoksifikasyonu kimyasal ve/veya genetik vasitalarla yapilir).

Karisim igine bir difteri antijeninin dahil edildigi durumlarda ayrica

tetanos antijeni ve pertussis antijenlerinin de dahil edilmesi tercih
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edilir. Benzer sekilde bir tetanos antijeninin dahil edildigi durumlarda
ayrica difteri ve pertussis antijenlerinin de dahil edilmesi tercih edilir.
Benzer sckilde bir pertussis antijeninin dahil edildigi durumlarda
ayrica difter1 ve tetanos antijenlerinin de dahil edilmesi tercih edilir.
Karisim i¢indeki antijenler tipik olarak her binn en az lpg/ml
konsantrasyonda bulunacaktir. Genel olarak belirli bir antijenin
konsantrasyonu, bu antijene karsi bir immun tepkisi uyandirmak i¢in
yeterli olacaktir.

Karisim iginde protein antijenlerinin kullanilmasina alternatif olarak
antijeni sifreleyen nitkleik asit kullanilabilir. Karigimim protein
bilesenleri bu sekilde proteinmi sifreleyen nuikleik asit (tercihen orn. bir

plazmid formunda DNA) ile degistirilebilir.

Multivalent sakarit asilan

Bulus ayrica N.meningitidis A, C, W135 ve Y serogruplarindan en az
ikisinden (vani 2, 3 veya 4’unden) gelen kapsiler sakaritler igeren
astlar ve immimojenik kompozisyonlar sunar, burada adi gecen
kapsiler sakaritler, tasiyict protein(ler)e konjiuge edilir ve/veya
oligosakaritlerdir. Asimin A, C, W135 ve Y serogruplarindan gelen,
konjuge edilmis sadece iki oligosakarite veya polisakarite sahip
olmasi durumunda bunlar tercihen A ve C serogruplarindan degildir
(bakimiz 6, 119 ve 120. referanslar). Tercih edilen kompozisyonlar, C
ve Y secrogruplarindan sakaritler igerir. Tercih edilen diger
kompozisyonlar, C, W 135 ve Y serogruplarindan sakaritler igerir.
Burada bir A serogrubu oligosakarit konjugati ve bir C serogrubu
oligosakarit konjugat1 iceren ve ayrica (i) bir aliminyum fosfat veya
bir alominyum hidroksid adjuvan ve (i) bir tampon igeren bir

immiunojenik kompozisyon agiklanir. Kompozisyon, bir aliminyum
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fosfat adjuvan 1cerdiginde tampon tercihen bir fosfat tamponudur ve
bir aliiminyum hidroksid adjuvan icerdiginde tampon tercihen bir
histidin tamponudur.

Asi, A scrogrubundan kapsuler sakarit igerdiginde A secrogrubu
sakaritin, hidrolizi en aza indirmek amaciyla kullanimdan kisa bir suire
once baska sakarit(ler) ile birlestirilmesi tercih edilir (bakiniz Hib
sakaritler1). Bu, A serogrubu bilesenin liyofilize edilmis formda ve
diger serogrup bilesen(ler)inin s1vi formda olmasi ile elverisli sekilde
saglanabilir, buradaki sivi bilesen, kullamima hazir oldugunda
liyofilize edilmis bilesenm yeniden olusturmak ig¢in kullamilir, Sivi
bilesen tercihen bir aliminyum tuzu adjuvan igerir, bu durumda
liyofilize edilmis A serogrubu bileseni, bir aluminyum tuzu adjuvam
icerebilir veya icermeyebilir.

Bu yiizden burada sunlar i¢eren bir kit agiklanir; (a) liyofilize edilmis
formda, N.meningitidis A serogrubundan kapsiler sakarit; ve (b) siv1
formda bir veya daha fazla (6rn., 1, 2, 3) N.meningitidis C, W135 ve
Y serogrubundan kapsiiler sakarit(ler). Sakaritler tercihen tasiyici
protein(ler)e konjuge edilir ve/veya oligosakaritlerdir. Kit, iki sise
formunda olabilir.

Ayrica burada agiklanan bir as1 kompozisyonunun hazirlanmasina
yonelik, liyofilize edilmis, N.meningitidis A serogrubundan bir
kapsiiler sakaridin bir veya daha fazla (6m., 1, 2, 3) N.meningitidis C,
WI135 ve Y serogrubundan kapsuler sakarit(ler) ile karistirilmasim
iceren, burada adi gegen bir veya daha fazla sakaritin s1vi formda
oldugu bir yontem agiklanir,

Ayrica burada sunlar igeren bir kit agiklanir: (a) liyofilize edilmis
formda, N.meningitidis A serogrubundan konjige edilmis kapsiiler

oligosakarit; ve (b) sivi formda bir veya daha fazla baska antijen.
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Baska antijen, N.meningitidis C serogrubundan konjige edilmis

kapstler oligosakarit olabilir veya olmayabilir.

Immiinojenik kompozisyonlar ve agilar

Bulusa ait konjiigatlar, immimojenik kompozisyonlara ve asilara dahil
edilmeye oOzellikle uygundur. Bu nedenle bulusa ait bir proses,
polisakaritin, oligosakaritin veya konjigatin bir immiunojenik
kompozisyon veya as1 halinde formiile edilmesi adimini igerebilir.
Bulus, bu sekilde elde edilebilen bir kompozisyon veya asi sunar.
Bulusa ait immiinojenik kompozisyonlar ve agilar, meningokok
sakaritlerine ilaveten tipik olarak ‘farmasotik agidan kabul edilebilir
tagiyicilar’ icerecektir, bunlar arasinda kompozisyonu alan kigi i¢m
zararl antikorlarin tiretilmesini kendi basina indiikklemeyen tasiyicilar
bulunur, Uygun tasiyicilar tipik olarak biiyuk, yavas metabolize edilen
makromolekiller ornegin proteinler, polisakaritler, polilaktik asitler,
poliglikolik asitler, polimerik amino asitler, amino asit kopolimerleri,
trehaloz [121], lipit agregatlandir (6rnegin yag damlalart veya
lipozomlar) ve eylemsiz virus partikulleridir. Bu gibi tasiyicilar, bu
konuda siradan bilgiyve sahip kisilerce iyi bilinir. Asilar ayrica
seyrelticiler, drnegin su, tuz, gliserol, vb. ihtiva edebilir. Ek olarak
nemlendirici veya emillsife edici ajanlar, pH tamponlama maddeleri
ve benzeri gibl yardimc1 maddeler de bulunabilir. Farmasotik agidan
kabul edilebilir eksipivanlarin kapsamli bir tartismasi 122. referansta
mevcuttur.

As1 olarak kullamilan immimojenik kompozisyonlar, immimolojik
acidan etkili miktarda bir sakarit antijeninin yani sira gerektiginde
yukarida bahsedilen diger bilesenleri icerir. Tmmimolojik agidan etkili

miktarlar’ ile bir kisiye tek bir dozda veya bir serinin pargas: halinde
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bu miktarin uygulanmasinin, tedavi veya onleme i¢in etkili olmas:
kast edilir. Bu miktar, tedavi edilecek kiginin saghgina ve fiziksel
durumuna, tedavi edilecek kiginin (0rn., insan olmayan primat, primat,
vb.) yasina, taksonomik grubuna, kisinin immin sisteminin antikorlar
sentezleme kapasitesine, arzu edilen koruma derecesine, asinin
formilasyonuna, tedavi eden doktorun tibb1i  dwuruma dair
degerlendirmesine ve diger alakali faktorlere bagh olarak degisir.
Miktarin, rutin denemeler ile belirlenebilecek nispeten genis bir aralik
igine girmesi beklenir. Dozaj tedavisi, tek dozlu bir program veya ¢ok
dozlu bir program (orn., booster dozlar igeren) olabilir. Asi, bagka
immumno-regiilator ajanlar ile birlikte uygulanabilir.

As1, bagka immimo-regiilator ajanlar ile birlikte uygulanabilir.

As1 bir adjuvan ig¢erebilir. Kompozisyonun etkinligini guclendirmek
icin tercih edilen adjuvanlar arasinda bunlarla siirli olmamakla
birlikte asagidakiler bulunur: (1) aliminyum tuzlan (alum), 6rnegin
aliminyum hidroksidler (oksihidroksidler dahil), aliminyum fosfatlar
(hidroksifosfatlar dahil), aliominyum stilfat, vb. [123. referansta 8 ve 9.
Bolumler]; (2) su i¢inde yag emilsiyonu formillasyonlar: (baska
spesifik 1mmilno-uyarict ajanlar 6megin muramil peptitler [Muramil
peptitler arasinda N-asetil-muramil-L-treonil-D-izoglutamin  (thr-
MDP), N-asetil-normuramil-L-alanil-D-izoglutamin (nor-MDP), N-
asetilmuramil-L-alanil-D-1zoglutaminil-L-alanin-2-(1'-2'-dipalmitoil-
sn-glisero-3-hidroksifosforiloksi)-etilamin  MTP-PE), vb. bulunur]
veya bakteriyel hiicre ceper1 bilesenleri ile veya olmadan), érnegin (a)
MF59™ [123, referansta 10. Boliim; 124, 125], %5 Skualen, %0.5
Tween 80 ve %0.5 Span &5 ihtiva eder (istege bagli olarak MTP-PE
ihtiva eder), bir mikro-akiskanlastirict kullanilarak mikron alt1

partikiiller halinde formiile edilir, (b) SAF; %10 Skualan, %0.4 Tween
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80, %S pluronik bloke edilmig polimer L121 ve thr-MDP 1htiva eder;
bir mikron alti emiilsiyon halinde mikro-akiskanlastirilmig veya daha
bilyitk partikill ebatli bir emillsiyon Gretmek izere vortekslenmistir ve
(c) Rib™ adpuvan sistemi (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton,
MT);, %2 Skualen, %0.2 Tween 80 ve monofosforilipit A (MPL),
trehaloz dimikolat (TDM) ve hiicre ceperi iskeletinden (CWS) olusan
gruptan segilen bir veya daha fazla bakteriyel hiicre c¢eperi bilesent,
tercthen MPL + CWS (Detox™) ihtiva eder; (3) saponin adjuvanlar
[123. referansin 22. bolumii], drnegin QS21 veya Stimulon™
(Cambridge Bioscience, Worcester, MA), ya basit formda ya da
bunlardan tretilmis partikilller formunda, ©Omegin ISCOM’ler
(i1mmuno-uyarict  kompleksler; 123. referansin 23. bolami), bu
ISCOMS, ilave deterjan icermeyebilir, orm., ref. 126; (4) Komple
Freund Adjuvam1 (CFA) ve FEksik Freund Adjuvani (IFA);, (5)
sitokinler drnegin interlokinler (6rn., IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, 1L-12 [127], vb.), interferonlar (Orn., gamma interferon), makrofaj
koloni uyarma faktorii (M-CSF), timor nekroz faktort (TNF), vb.; (6)
monofosforil lipit A (MPL) veya 3-O-deasile edilmis MPL (3dMPL)
orn., 128 ve 129, referanslar, istege bagh olarak pnomokok sakaritler:
ile kullanildiginda onemli olgiide alum i¢ermez, orn., ref. 130; (7)
3dMPL’nin ornegin QS21 ve/veya su iginde yag emillsiyonlan ile
kombinasyonlari, orn. 131, 132 ve 133. referanslar; (8) CpG motifler
igeren oligoniikleotitler (Roman ve arkadaslari, Nat. Med., 1997, 3,
849-854; Weiner ve arkadaslari, PNAS USA, 1997, 94, 10833-10837;
Davis ve arkadaslari, J. Immunol., 1998, 160, §70-876; Chu ve
arkadaslar;, J. Exp. Med., 1997, 186, 1623-1631; Lipford ve
arkadaslar1, Eur. J. Immunol, 1997, 27, 2340-2344; Moldoveanu ve
arkadaslari, Vaccine, 1988, 16, 1216-1224, Krieg ve arkadaslari,



10

15

20

25

19

Nature, 1995, 374, 546-549; Klinman ve arkadaslari, PNAS USA,
1996, 93, 2879-2883; Ballas ve arkadaslari, J. Immunol., 1996, 157,
1840-1845; Cowdery ve arkadaslari, J. Immunol., 1996, 156, 4570-
4575; Halpern ve arkadaslari, Cell.Immunol, 1996, 167, 72-78;
Yamamoto ve arkadaslan, Jpn. J. Cancer Res., 1988, 79, 866-873;
Stacey ve arkadaslari, J. Immunol., 1996, 157, 2116-2122; Messina ve
arkadaslar1, J. Immunol., 1991, 147, 1759-1764; Y1 ve arkadaslar, J.
Immunol., 1996, 157, 4918-4925; Yi ve arkadaslari, J. Immunol.,
1996, 157, 5394-5402; Y1 ve arkadaslari, J. ImmunoL., 1998, 160,
4755-4761, ve Y1 ve arkadaglari, J. Immunol., 1998, 160, 5898-5906;
Uluslararas1  patent  basvurulant  W096/02555, WO98/16247,
WO98/18810, WO98/40100, WO98/55495, WO98/37919 ve
WO98/52581) yani en az bir CG dinilkleotiti ihtiva eder ve istege
baglh olarak sitosin yerine 5-metilsitosin  kullamlir; (8) bir
polioksietilen eter veya bir polioksietilen ester orn., ref. 134; (9) bir
oktoksinol [135] veya bir polioksictilen alkil eter ile kombinasyon
halinde bir polioksietilen sorbitan ester surfektan veya en az bir ilave
iyonik olmayan surfcktan domegin bir oktoksinol ile kombinasyon
halinde ester surfektan [136]; (10) bir saponin ve bir immilno-uyarici
oligoniikleotit (6rn., bir CpG oligontikleotiti) [137]; (11) bir immiino-
uyarici ve bir metal tuzu partikiilia, 6., ref. 138; (12) bir saponin ve
bir su i¢inde yag emilsiyvonu, orn. ref. 139; (13) bir saponin (6rn.,
QS21) + 3dMPL + IL-12 (istege bagh olarak + bir sterol) om., ref.
140; (14) E. coli 1siya yatkin enterotoksin ("LT") veya bunun
detoksifiye mutantlar1 ornegin K63 veya R72 mutantlan [6rn., 141,
referansin 5. Bolumiu]; (15) kolera toksin ("CT") veya bunun
detoksifive mutantlart [orn., 141. referansin 5. Bolumi]; (16)

lipozomlar [123. referansin 13 ve 14. bolumleri]; (17) ¢itosan [orn.,
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ref. 142]; (18) iki iphkegikli RNA; (19) mikropartikiiller (yani ~100nm
ila ~150um ¢apinda, daha fazla tercihen ~200nm ila ~30um ¢apinda
ve en fazla tercihen ~500nm ila ~10um ¢apinda partikiller), biyo-
degrade olabilen ve toksik olmayan materyallerden olusturulmus
(orn., bir poli(a-hidroksi asit) omegin poli(laktid-ko-glikolid), bir
polihidroksibutirik asit, bir poliortoester, bir polianhidrid, bir
polikaprolakton vb.), istege bagh olarak (orn., SDS ile) negatif yuklu
bir yiizeye veya (Orn., bir katyonik deterjan, ornegin CTAB ile) pozitif
vkl bir ylizeye sahip olacak sekilde isleme tabi tutulmustur; veya
(20) kompozisyonun etkinligini giiglendirmek ig¢in immilno-uyarici
ajanlar olarak gorev yapan diger maddeler [ormn., 123. referansin 7.
bolumit].

Aluminyum  tuzlan  (ozellikle aliminyum fosfatlar ve/veya
hidroksidler) ve MF59, mevcut bulusa ait sakarit antijenleri ile birlikte
kullanilmak tzere tercih edilir. Bir aliminyum fosfat kullanildiginda
bir veya daha fazla sakaritin aliminyum tuzu iizerine adsorbe edilmesi
mumkundir, ancak sakaritlerin tuza adsorbe edilmes: tercih edilmez
ve, ¢ozelti iginde serbest fosfat iyonlarimin dahil edilmesi (6., bir
fosfat tamponu kullamilarak) yoluyla saglanir. Bir alominyum
hidroksid kullamldiginda sakaritlerin tuza adsorbe edilmesi tercih
edilir. Aduvan olarak aliminyum hidroksid kullamilmasi, A
serogrubundan sakarit i¢in 0zellikle avantajhdir.

Bulusa ait kompozisyonlarda bazi antijenlerin bir aliminyum
hidrokside adsorbe edilmesi, ancak diger antijenlerin bir aliminyum
fosfat ile birlikte bulunmas1 miimkiindiir. Tetravalent N.meningitidis
serogrubu kombinasyonlar1 i¢in ornegin asagidaki permiltasyonlar

mumkindur;
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Serogrup | Aluminyum tuzu (H = bir hidroksid; P = bir fosfat)

A P/H/P HHHH/P|P|P HH|H|P|P|P|H
C PIHIHP HHP| HIH{P|P | H|P|H|P|P
WI135 P IHHHHP HH{P H|HP|P|P|P|H|P
Y P HHHH|P HHP|P HP H|P|P|P

Trivalent N.meningitidis serogrubu kombinasyonlar1 igin asagidaki

permutasyonlar miimkiindir:

Serogrup | Aluminyum tuzu (H = bir hidroksid; P = bir fosfat)
C P H H H P P P H
W135 P H H P H P H P

Y P H P H H H P P

Formille edildikten sonra bulusa ait kompozisyonlar siijeye direkt
olarak uygulanabilir. Tedavi edilecek siijeler, hayvanlar olabilir;
ozellikle msan sujeler tedavi edilebilir. Asilar cocuklarin ve ergenlerin
astlanmasi igin ozellikle faydalidir. Bunlar sistemik ve/veya mukozal
yollarla verilebilir.

Tipik olarak 1mmiinojenik kompozisyonlar, sivi g¢ozeltiler veya
siispansiyonlar scklinde enjeksiyonluk triinler olarak hazirlanir;
enjeksiyon Oncesinde sivi  araclar icerisinde c¢Ozeltiyve veya
suspansiyona uygun kat1 formlar da hazirlanabilir. Preparasyon ayrica
emilsife edilebilir veya adjuvan etkisini giiglendirmek igin lipozomlar
icinde kapsiil haline getirilebilir. Kompozisyonlarin dogrudan
verilmesi  genellikle parenteral (6rn., subkiltan, intraperitonel,
Intravendz veya intramuskiler yoldan enjeksiyon yoluyla veya bir

dokunun mterstitiyal bosluguna verilme suretiyle) yoldan olacaktir.
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Kompozisyonlar ayrica bir lezyon igcine uygulanabilir. Diger
uygulama vollan arasinda oral ve pulmoner uygulama, fitiller ve
transdermal veya transkiitan uygulamalar (6rn., bakimiz ref. 143),
i8neler ve hipospreyler bulunur. Dozaj tedavisi, tek dozlu bir program
veya ¢ok dozlu bir program (0rn., booster dozlan igeren) olabilir.
Bulusa ait asilar tercithen sterildir. Bunlar tercthen pirojensizdir.
Bunlar tercithen om., pH 6 ile pH 8 arasinda, genellikle pH 7'de
tamponlamir. Bir as1 bir aliminyum hidroksid tuzu icerdiginde bir
histidin tamponunun kullanilmasi tercih edilir [144].

Bulusa ait asilar, diisik dizeylerde (6rn., <%0.01) bir deterjan (drn.,
bir Tween, ornegin Tween 80) igerebilir. Bulusa ait asilar ozellikle
liyofilize edileceklerse Om., yaklasik 15mg/ml’de bir seker alkolil
(0m., mannitol) veya trehaloz icerebilir.

Tek tek antijenlerin optimum dozlari deney yoluyla degerlendirilebilir,
Bununla birlikte genellikle bulusa ait sakarit antijenleri, doz basmna her
sakaritten 0.1 ile 100pg arasinda bir dozda uygulanacak olup tipik doz
hacmi 0.5ml’dir. Doz tipik olarak doz basima sakarit basina 5 ile 20pg
arasindadir. Bu degerler, sakarit olarak dlgilir,

Bulusa uygun asilar ya profilaktik (vani enfeksiyonu onlemek i¢in)
veya terapotik (yani enfeksiyon sonrasi hastalifi tedavi etmek igin)
olabilir, ancak tipik olarak profilaktik olacaktir.

Burada bir hastada bir immiin tepkisinin yukseltilmesine yonelik, bir
hastaya burada aciklanan bir asinin uygulanmasim igeren bir yontem
aciklamr. Immiln tepkisi tercihen meningokok hastahigma karsi
koruyucudur ve bir humoral immiin tepkisi ve/veya bir hiicresel
immun tepkisi igerebilir. Hasta tercihen bir ¢ocuktur.

Yontem, hali hazirda N. meningitidis’e karsi prime edilmis bir hastada

bir booster tepkisi olusturabilir.
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Bulus ayrica bulusa ait bir konjugatin, bir hayvanda bir immin
tepkisinin yiitkseltilmesi amach bir ilacin iiretilmesinde kullanilmasim
sunar. lIlag tercihen bir immimojenik kompozisyondur (orn., bir
asidir). Ilag tercihen bir Neisseria’nin (drn. menenjit, septisemi,
gonorrhoca vb.), H.influenzae nin (6rn. otitis media, brongit, pndmoni,
selulit, perikardit, menenjit vb.) veya pndmokoklarm (6rn. menenjit,
sepsis, pnomoni vb.) neden oldugu bir hastaligin onlenmesine ve/veya
tedavisine yoneliktir. Bu sekilde bakterivel menenjitin dnlenmesi
ve/veya tedavisi tercih edilir.

Asilar, standart hayvan modellerinde test edilebilir (6rn., bakimiz ref.
145).

Bulus ayrica c¢okeltilmis bir bakteriyel kapsiller polisakaritin
coziuniirlestirilmesine yonelik bir proses sunar, burada solvent olarak

etanol kullanilir.

Tanimlar

"[gerir" terimi, "kapsar"m yam sira "..den olusur" anlamina da gelir,
orn. X "igeren" bir kompozisyon, sadece X'ten olusabilir veya baska
bir ilave orn., X + Y igerebilir,

Sayisal bir x degeri ile iligkili olarak "yaklagik" terimi drnegin, x+%10

anlamna gelir.

CIZIMLERIN KISA TARIFi
Sekil I, degistirilen etanol:su oranlarinin  polisakarit
cozunurlesmesi zerindeki etkisini gosterir,
Sekil 2 ila 4, farelerde oligosakarit antijenlere kars: elde edilen
IgG titerlerini gosterir: Sekil 2, A serogrubu oligosakarit

kullanilarak elde edilen sonuglart gosterir; Sekil 3, Y
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serogrubuna ait sonuglann gosterir; ve Sekil 4, WI35
serogrubuna ait sonuglarn gosterir.

Sekil 5, farelerde A ve C serogruplart icin oligosakarit
konjugatlarinin bir karisimi ile elde edilen, II sonrasi IgG
titerlerini  gosterir:  Sekil 5a, anti-A  serogrubu tepkilerini
gosterir; ve Sekil 5b, anti-C serogrubu tepkilerini gosterir.

Sekil 6 ila 8, farelerde C, WI135 ve Y serogruplart i¢in
oligosakarit konjugatlarmin bir kanisimi ile elde edilen IgG
titerlerini gosterir; Sekil 6, anti-W135 serogrubu tepkilerini
gosterir; Sekil 7, anti-Y serogrubu tepkilerini gosterir ve Sekil
8, anti-C serogrubu tepkilerini gosterir.

Sekil 9 ila 11, farelerde A, C, WI135 ve Y serogruplan i¢in
oligosakarit konjugatlarnnnin bir kansim ile elde edilen, II
sonrast 1gG titerlerini gosterir: Sekil 9, anti-W135 serogrubu
tepkilerini gosterir; Sekil 10, anti-Y serogrubu tepkilerini
gosterir ve Sekil 11, anti-A serogrubu tepkilerini gosterir.

Sekil 12, farkli hidroliz strelerinde test MenA polisakarit
ormnekleri kullanilarak elde edilen bir kalibrasyon egrisidir. Egni,
polimerizasyon derecesi karsilig ile optik rotator gii¢ arasindaki
lineer iligkiy1 gosterir.

Sekil 13, farkli hidroliz stirelerinde test MenY polisakarit
ornekler1 kullamlarak elde edilen bir kalibrasyon egrisidir. Egri,
polimerizasyon derecesi log’u ile KD (dagilhm katsayisi)
arasimndaki lineer iliskiy1 gosterir.

Sekil 14 ila 16, farelerde su serogruplar ic¢in oligosakarit
konjugatlar1 ile immiuinizasyon sonrasinda elde edilen, IgG alt
sinifina gore ayrilmig II sonrasi 1gG titerlerini gosterir: (14) A;

(15)C; (16) W135 ve (17) Y.
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Sekil 17, farelerde oligosakarit konjugatlarinin bir tetravalent
kansimi ile imminizasyon sonrasmda elde edilen, IgG alt
sinifina gore ayrilmis I sonras: 1gG titerlerini gosterir,

Sekil 18, bir oligosakarit konjugatinin preparasyonunu agiklar.
Sekil 19, bir kobay modelinde elde edilen (A) anti-MenA ve (B)
anti-MenC  GMT’y1  (£%95 gluven arahiklari) gosterir.
(ubuklarin tizerindeki degerler, serum bakterisit deneyi (SBA)

titerlert, yani %50 dldiirme veren serum seyreltisi karsiligidir.

BULUSU GERCEKLESTIRME SEKILLERIi

A. Meningokok polisakaritlerin iiretilmesi ve saflastiriimasi

A, W135 ve Y serogruplarina ait meningokoklar, ortam olarak 150 ml
Franz A ihtiva eden 500 ml’lik siseler icinde 12 saat suireyle
35£1°C°de buyutulda. Calkalama, 35 mm’lik atmali Calkalayic
kullanilarak 150 rpm’ye ayarlandi. 85 ml kiltir daha sonra ortam
olarak Watson ihtiva eden 20 Litrelik bir fermentdr i¢inde inokile
edildi.

18.5 saat (WI135 ve Y) veya 165 saat (A) sonra, OD=10%a
ulagildiginda 300 ml formalin ilave edilerck fermantasyon kesildi ve
ardindan 2 saat inkitbasyon yapildi ve fermentdr 10°C’ye sogutuldu.
Stipernatan, santrifij, ardindan filtreleme (0.22 um) ve 30 kDa’lik bir
membran ile ultra-filtreleme yoluyla topland.

Ham konsantre polisakarit daha sonra 100 mg/ml’lik bir su ¢ozeltisi
halinde CTAB ilave edilerek cokeltildi. [lave edilen hacimler
asagidaki tabloda gosterilmistir. Oda sicakliginda 12 saat sonra CTAB
kompleksleri, santrifiij yoluyla geri kazanildi. CTAB kompleksi,
%95°lik bir etanol ¢ozeltisi oda sicakliginda 16-20 saat streyle
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siddetli karistirma altinda ilave edilerek dziimlendi. Tlave edilen etanol

hacmi agagidaki tabloda gosterilmistir:

Serogrup | CTAB hacmi %95 etanol hacmi (1slak macun kg’si basina
(ml) litre)
A 475 35ilab
W135 200 41ila 6
Y 650 34

Elde edilen suispansiyonlar, CUNO 10 SP dermlik filtresinden filtre
edildi. Filtrat, bir CUNO zetacarbon™ kartusundan OD575,,<0.2 olana
kadar yeniden sirkiile edildi. Daha sonra Z karbon filtrat1 toplandi ve
0.22um’lik bir filtreden filtre edildi. En sonunda polisakarit, etanol
fazindan, bir CaCl, 2M su ¢ozeltisi (10-12 ml/l EtOH nihai ¢ozelti)
1lave edilerek cokeltildi. Daha sonra saflastirilan polisakarit, santrifii]
yoluyla toplandi, %95 etanol ile yikand1 ve vakum altinda kurutuldu.

Diger deneylerde ozuimleme i¢in kullanilan nihai etanol
konsantrasyonu degistirildi (Sekil 1). A serogrubu polisakarit igin
%80 ilc 95 araliginda ctanol en etkili itken dziimleme verimliligi, daha
dustk yuzdelerde azaliyordu. WI135 serogrubu igin %75 ile 90
arasmda ctanol ile 1y1 0ziimleme saglanirken %95 daha az etkiliydi. Y
serogrubu i¢in %75 ile 85 arasinda etanol ile en iyi sonuglar alinirken
daha ylksek yuzdelere (orn., %90, %95) daha az etkiliydi. Genel
olarak burada belirtilenlerin altindaki etanol yizdelerinin, proteinler
gibi kiarleticilerin birlikte 6zimlenmesini arttirma egilimi gosterdigi
kaydedildi. Bu paragrafta verilen etanol yuzdeleri, nihai
konsantrasyon (etanol + su toplam hacminin yuzdesi olarak etanol)
seklinde ifade edilir ve yaklasik %350 santrifilj yoluyla kazanilan

CTAB-polisakarit macunlar1 igindeki su igerigine dayanir (yani 1slak
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macun kg’st basima 500g H;0). Bu deger, kugiik dlgekli deneylerde

ampirik olarak belirlendi.

B. A serogrubu polisakaritlerin konjiigasyonu

a) Hidroliz

A serogrubu meningokok polisakarit, S0mM sodyum asetat tamponu,
pH 4.7 i¢inde yaklasik 3 saat stireyle 73°C*de hidrolize edildi. Toplam
organik fosfor ile monoester fosfat arasindaki (w/w) orani ile
belirlendiginde ortalama polimerizasyon derecesi (DP) 10 olan
oligosakaritler elde edilecek sekilde hidroliz kontrol edildi.

(Toplam organik fosfor) / (fostor monoester) DP orani, Sekil 12°de
gosterildigi gibi optik rotator giig o ile ters orantilidir. Bu iligki,
hidroliz derecesini direkt fosfor dlgtimlerinden daha elverigli sekilde
1zlemek i¢in kullanilabilir.

b) Ebatlandirma

Bu adim, hidroliz prosesit sirasinda uretilen kisa oligosakaritler:
cikarir.  Yukanda elde edilen hidrolizat, 30kDa kesmeli bir
membrandan (12 diya-filtreleme hacminde 5 mM asetat tamponu, pH
6.5) ultra-filtrelendi. Yukseck Mw’li turler ihtiva eden tutuntu atildi;
geeen kisim, asetat tamponu 5 mM, pH 6.5 icinde dengelenmis bir Q-
Sefaroz Hizli Akis kolonuna yuklendi. Kolon daha sonra 5 kolon
hacminde (CV) dengeleme tamponu 1le, ardindan 10 CV 5 mM asetat
tamponu/125 mM NaCl pH 6.5 ile yikanarak DP<6 olan
oligosakaritler ¢ikarildi. Ebatlandirilan oligosakarit daha sonra 5 CV
SmM asetat tamponu/0.5 M NaCl pH 6.5 ile eliite edildi.

Eliite edilen oligosakarit popillasyonunun ortalama DP’si yaklasik

15°tir.
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¢) Bir birincil amino grubunun indirgevici terminalden sokulmasi

Amonyum tuzu (asetat veya klorid), ebatlandirilan oligosakarit
cozeltisine, 49-300 g/L. arasinda degisen bir nihai konsantrasyon i¢in
ilave edildi, sonra sodyum-siyano-borohidrid, 12-73 g/L. arasinda
degisen bir nihai konsantrasyon igin ilave cdildi. pH, 6-7.3 arasina
ayarlandiktan sonra karigim, 37°C’de 5 gin stireyle inkuibe edildi.
Amino-oligosakaritler daha sonra 1kDa veya 3kDa kesmeli bir
membran ile 13 diya-filtreleme hacminde 0.5 M NaCl, ardindan 7
diya-filtreleme hacminde 20mM NaCl kullanilarak tanjant akisi ile
saflagtirildh. Saflagtirilan amino-oligosakarit ¢ozeltisi, 146. referansin
prosedirine gore fosfor igerigi (antijenin bir kimyasal aktivitesi) ve
147. referansin prosedurine gore sokulan ammo gruplart miktar! i¢in
analiz edildi.

Daha sonra saflastinlan oligosakaritler, suyu ¢ikartmak tzere doner

buharlastirici ile kurutuldu.

d) Aktif estere tirevlendirme

Kurutulan amino-oligosakaritler, danmutilmis su i¢inde 40mM amino
grubu konsantrasyonunda ¢ozunurlestirildi, sonra 9 hacim DMSO
ilave edildi, ardindan trietil-amin 200mM nihai konsantrasyonda ilave
edildi. Elde edilen ¢bzeltiye adipik asit N-hidroksisukinimido diester,
480 mM nihai konsantrasyon i¢in ilave edildi.

Reaksiyon, oda sicakliginda 2 saat siireyle karistirma altinda tutuldu,
sonra aktiflestirilmis  oligosakarit, aseton (%80 v/v nihai
konsantrasyon) ile ¢okeltildi. Cokelti santrifiij yoluyla toplandi ve
birka¢ kez aseton ile yikanarak reaksiyona girmemis adipik asit N-
hidroksisukinimido diester ve yan urtnler ¢ikarildi. Son olarak

aktiflestirilmis oligosakarit vakum altinda kurutuldu.
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Oligosakarit yapr i¢ine sokulan aktif ester gruplarn muktar, 148.

referansta tarif edilen bir kolorimetrik yontem ile belirlendi.

e) CRM 97 ‘ye konjigasyon

Kurutulmus aktiflestirilmis oligosakarit, 0.0 1M fosfat tamponu pH 7.2
icinde 45 mg/ml’lik bir CRM,y; ¢ozeltisine, 12:1°1ik bir ester/protein
(mol/mol) oram i¢in 1lave edildi. Reaksiyon, oda sicakliginda bir gece
sireyle karistirma altinda tutuldu. Bu siireden sonra konjigat,
hidrofobik kromatografi veya tanjant akigli ultra-filtreleme yoluyla
saflagtirildh. Saflastirilan MenA-CRMy; konjugati steril filtre edildi
ve -20°C veya -60°C’de as1 formiullasyonuna kadar sakland.

Konjugat, sunlar agisindan analiz edildi: protein icerigr (MicroBCA
Protein Deneyi), MenA sakarit igerigi (kolorimetrik fosfor analizi),
serbest sakarit icerigi, HPLC profili (TSK jel G4000SW 7.5mm
IDx30cm Uzerinde) ve SDS-PAGE. Tipik preparasyonlarm

karakteristikleri asagidaki tabloda gosterilmistir:

Parti Kodu Sakarit protein Glikosilasyon | KD
(mg/ml) (mg/ml)

210201/A 0,257 0,864 0,3 0,489

210201/BS 0,308 1,354 0,23 0,503

210201BL 0,28 1,482 0,19 0,501

351230595 0,138 0,3 0,46

(010900 0,092 0,337 0,27

DP29 0,105 0,245 0,43

Al 0,08 0,291 0,27

(Ebatlanmamis)

A2 (Ebatlanmus) 0,446 2,421 0,18
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C. W135 serogrubu polisakaritlerin konjugasyonu

a) Hidroliz

W grubu meningokok polisakarit, asetik 50mM sodyum asetat
tamponu, pH 4.7 icinde vaklasik 3 saat sireyle 80°C’de hidrolize
edildi. Bu, sialik asit (SA) ile indirgenmis terminal SA arasindaki oran
ile belirlenen yaklasik 15 ila 20°lik ortalama DP’ye sahip
oligosakaritler ile sonug¢landi.

(Toplam SA) / (indirgenmis terminal SA) DP oram, Sekil 13°te
gosterildigi gibi HPLC-SEC ile belirlenen KD ile iligkilidir. Bu iligki,
hidroliz derecesini direkt SA dl¢iimlerinden daha elverigh sekilde

1zlemek i¢in kullanilabilir.

b) Ebatlandirma

Hidrolizat, 30kDa kesmeli bir membrandan (12 ila 20 diya-filtreleme
hacminde 5 mM asetat tamponu /15-30 mM NaCl pH 6.5) ultra-
filtrelendi. Yiksek MW’li tlrler ihtiva eden tutuntu atilirken gegen

kisim, 5 mM asetat tamponu/ 15 mM NaCl pH 6.5 icinde dengelenmis
bir Q-Sefaroz Hizli Akis kolonuna yuklendi. Kolon daha sonra 10 CV
dengeleme tamponu ile yikanarak DP<3-4 olan oligosakaritler
¢ikarildi ve 3 CV 5 mM asetat tamponu/500 mM NaCl pH 6.5 ile elute
edildi.

¢) Bir birincil amino grubunun indirgeyici terminalden sokulmasi

Amonyum klorid veya amonyum asetat, ebatlandirilan oligosakarit
¢ozeltising, 300 g/L’lik bir nihai konsantrasyona kadar ilave edildi,
sonra sodyum-siyano-borohidrid, 49g/L veya 73 g/L’lik nihai
konsantrasyona kadar ilave edildi. Karisim, 50°C’de 3 giin siireyle
inkiibe edildi.
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Amino-oligosakaritler daha sonra A serogrubu i¢in tarif edilen tanjant
akigh ultra-filtreleme yoluyla saflagtinldi. Saflagtinlan materyal, sialik
asit (149. referansa gore kolorimetrik yontem) ve/veya galaktoz
(HPLC) icerigi (MenWI135 antijeninin kimyasal aktiviteleri)
agisindan analiz edildi. Daha sonra saflastirilan oligosakaritler, suyu

cikartmak tizere doner buharlastirici 1le kurutuldu.

d) Aktif estere tirevlendirme

Kurutulan amino-oligosakaritler, yukarida A serogrubu igin tarif

edildigi gibi tirevlendirildi.

e) CRM y;’ve konjiigasyon

Konjugasyon, yukarida A serogrubu icin tarif edildigi gibi yapildi,
ancak konjugat1 saflagtirmak i¢in 30 kDa’lik bir membran kullanild:
(50 diya-filtreme hacminde 10 mM fosfat tamponu, pH 7.2).
Saflastirilan konjigat steril filtre edildi ve -20°C veya -60°C’de asi
formillasyonuna kadar saklandi.

Konjugat, yukarida A scrogrubu i¢in tanf edilenlerle aym
parametreler  agismmdan  analiz  edildi. MenW  sakarit igeng,

kolorimetrik sialik asit belirlemesi ile deneye tabi tutuldu:

Parti kodu sakarit (mg/ml) | protein (mg/ml) | Glikosilasyon | KD

parti 1 5,73 3,52 1,63 0,296
part1 2/4,5 3,51 2,88 1,22 0,308
parti 35 2,49 2,25 111 0,380
parti 35d 2,03 2,24 0,91 0,394
parti 3L 2,32 23 1,01 0,391
parti 3Ld 1,94 2,29 0,85 0,383
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Parti 3S/pr. Glic6 | 0,363 0,82 0,44 0,498
Parti 3S/pr. Glic9 | 0,424 0,739 0,57 0,447
Parti 3S/pr. Glicl12 | 0,479 0,714 0,671 0,414

D. Y serogrubu polisakaritlerin konjugasyonu

a) Hidroliz

Y grubu meningokok polisakarit, yukarida W135 serogrubu igin tarif
edildigi gib1 hidrolize edildi. Bu, SA ile indirgenmis terminal SA
arasindaki oran 1ile belirlenen (elverisli sekilde yukaridaki C(a)
kapsaminda tarif edildigi gibi dolayli yoldan dl¢uldl) vaklasik 15 ila
20’lik ortalama DP’ye sahip oligosakaritler verdi.

b) Ebatlandirma, ¢) Amino grubunun sokulmasi, d) Aktif estere

tirevlendirme ve e) Konjiugasyon

Bu adimlar, yukarida W135 serogrubu i¢in tarif edildigi gibi yapildi.
Saflastirilan konjigat steril filtre edildi ve -20°C veya -60°C’de as1
formitllasyonuna kadar sakland..

Konjugat, yukarida W135 serogrubu i¢in tarif edilenlerle aym sekilde

analiz edildi.

Parti Kodu | sakarit (mg/ml) | protein (img/ml) | Glikosilasyon | KD

parti 1A 1,16 0,92 1,26 0,303
parti 1B 4,57 3,55 1,29 0,339
Parti 2/4,5 | 2,32 6,1 0,38 0,467
parti 2/6 1,75 5,73 0,3 0,498

E. Tek tek konjugatlarin immiunojenikligi

Dondurulmus dokme konjugatlart eritildi. Her biri karistirma altinda
20ug sakarit/ml, 5mM fosfat, 9 mg/ml NaCl, aliminyum fosfat
(0.6mg/ml’lik bir A" konsantrasyonu verecek sekilde), pH 7.2°lik bir
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nihar konsantrasyona kadar seyreltildi. Karigimlar daha sonra 2-
8°C’de bir gece sireyle kanstinlmadan tutuldu ve tekrar fare
immilnizasyonu i¢in tuz ile 4ug sakarit/ml’ye kadar seyreltildi.

Bir ikinci asi seti, her serogrup igin ayni sekilde hazirlandi, ancak
aliminyum fosfat ilavesi, ayn1 hacimde su ile degistirildu.

Her immimizasyon grubu i¢in on Balb/c faresine 0.5 ml as1, 0 ve 4.
haftalarda iki kez s.c. enjekte edildi. Immiinizasyondan dnce, ikinci
dozdan onceki giin ve ikinci dozdan 2 hafta sonra kan alindi.
Imminizasyonlar, (a) alum’lu veya alum’suz konjigat asisi, (b) tuz
kontroli ve (c) konjige edilmemis polisakarit kontrolil ile yapildu.
Spesifik  anti-polisakarit IgG  antikorlan, 1mmimnize edilmis
hayvanlarm serumlarinda esasen 150. referansta tarif edildigi gibi
belirlendi. Her ayr fare serumu, bir titrasyon egrisi ile iki kez analiz
edildi ve her immiinizasyon grubu i¢in GMT hesaplandi. Titerler, Fare
Elisa Uniteleri (MEU) cinsinden "Titerun' yazilimi (FDA) kullanilarak
hesaplandi. Anti-polisakarit titeri spesifikligi, rakip olarak ilgili
polisakarit ile rekabet¢i ELISA ile belirlendi.

Sckil 2’de gosterildigi gibi MenA konjigati, hayvanlarda yitksck
antikor titerlerine neden oldu. Beklendigi gibi konjuge edilmemis
polisakarit, immunojenik degildi. Adjuvan olarak bir aliminyum
fosfat bulunan konjigat formillasyonu, tek basina konjigat ile elde
edilen titere kiyasla daha yuksek diizeyde antikorlara neden oldu.
MenY (Sekil 3) ve MenW 135 (Sckil 4) icin benzer sonuglar goraldi.
IT sonrast immin tepkilerinin IgG alt simifi, ¢esitli gruplar i¢in dlgiildi.
Spesifik alt smiflar, yukandaki E bolumiinde toplam IgG titerinin
belirlenmesi i¢in kullanilanla ayn1 ELISA yontemi kullanilarak, ancak
ikincil antikor olarak alkalin fosfataz-anti fare -IgGl, -1gG2a, -1gG2b
veya -lgG3 (Zymed) kullanilarak belirlendi. Titerler, 30 dakika
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sireyle substrat gelistirildikten sonra 1:3200 oraminda seyreltilmis
serum kullanilarak elde edilen ODyys,,, olarak ifade edildi ve Sekil 14
(MenA), 15 (MenW135) ve 16°da (MenY) gosterilir. Tepkiler asil
olarak IgGl alt simifindan olup bu da farelerde T’ye bagimlh
antijenlerin baskin sekilde neden oldugu alt siniftir. Polisakaritler igsel
olarak immunolojik hafiza saglayamayan T’den bagimsiz antijenler
oldugundan bu veriler, konjugasyonun arzu edilen etkiye sahip
oldugunu gosterir.

I sonrast serumlar da bir in vitro deney kullanilarak bakterilerin
komplement aracili lizizini dlgmek i¢in bakterisit aktivite agisindan
test edildi. I sonras: serumlar, deneyde kullanilmadan once 30 dakika
sureyle 56°C’de eylemsizlestirildi ve %25 yavru tavsan komplementi,
komplement kaynag olarak kullanildi. Bakterisidal titer, asagidaki
suslara karsi bakterilerin %50 oraninda Oldurilmesini saglayan
karsiliklt serum seyreltisi olarak ifade edildi: MenA G8238, Al,
F6124; MenW135 5554(0OAct) ve 242317(0OAc-); MenY
242975(0Ac-) ve 240539(0OAc+).

MenA’ya yonelik sonuglar soyleydi:

Tasiyicl | Poli/oligo Yakls. | Aluminyum GMT | Bakterisidal

sakarit aDP adjuvan aktivite

CRM,e; | O 15 - 461 F8238: 2048-4096;

F6124: 2048-4096

CRMyy; | O 15 fosfat 920 F8§238: 4096; F6124:

4096

P - fosfat 3 F8238: 8; F6124:
128

CRMq7 | O 15 - 290 | F8238:512-1024

P - - 2 FF8238: <4
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CRMy7 | O 15 - 155 F8238: 512-1024

CRM,y; | O 15 - 393 F8238: 1024

CRM,y; | O 15 - 396 | -

CRMyy; | O 15 fosfat 1396 | F8238: 4096

CRMyg; | O 15 fosfat 1461 | F8238: 2048-4096

CRMy; | O 15 fosfat 1654 | F8238; 2048

CRMyy; | O 29 fosfat 1053 | F8238: 2048

CRM¢; | ebatlanmamis | 10 fosfat 1449 | F8238: 2048

0

CRMyy; | O 15 fosfat 626 F8238: 2048-4096

CRM,y7 | O 15 - 742 -

CRM,y; | O 15 - 2207 | -

CRMyy; | O 29 - 1363 | -

CRMq; | ebatlanmanus | 10 - 615 -

0

CRMyy; | O 15 fostat 1515 | -

CRM,y; | O 15 fosfat 876 -

CRM,y; | O 15 fosfat 1232 | -

CRMy7; | O 15 fosfat 852 -

CRM;¢; | O 15 fosfat 863 F8238: 2048; Al:
2048; Fo124; >2048

CRMyy; | O 27 fosfat 1733 | F8238: 4096-8192;
F6124: 4096-8192

CRMyy; | O 15 fosfat 172 | F8238: 1024; A1l:
1024-2048; F6124:
2048

CRM,y; | O 15 hidroksid 619 | F8238:1024; Al:

2048; F6124:; 2048
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MenW 135°e yonelik sonuglar soyleydi:

Tasiyie1 | Poli/oligo OAc Aluminyu GMT Bakterisidal aktivite
sakarit m adjuvan

CRM, 7 O + - 14 5554: 256-512

CRM,y7 0 + fosfat 23 5554; 256-512

- P - - 5554: 4

CRM 97 O + - 45 5554: 1024

CRM, 97 O + - 101 5554: 64-128

CRM,97 O + - 80 5554: 256-512

CRM,y7 0 + fosfat 221 5554:1024-2048; 242317:
1024-2048

CRM,y; O - - 52 5554: 512-1024

CRM g7 O - fosfat 329 5554: 1024-2048;
242317:1024-2048

CRM,y7 O + - 41 5554: 256-512

CRM g7 O -+ fosfat 24 5554: 1024; 242317 128-
256

CRMq; O - - 116 5554: 256-512

CRM,y; O - fostat 185 5554:1024; 242317: 512-
1024

CRM; O + fosfat 565 5554: 2048

CRM 97 O + fosfat 328 5554: 512-1024

CRM,y7 O + fosfat 490 5554: 1024-2048

CRM,sq; O + hidroksid 189 5554: 512-1024; 242317:
512-1024

CRM,y; O + fosfat 80 5554: 512-1024; 242317:
512-1024

CRM,y7 O + hidroksid 277 5554:512-1024; 242317:

1024-2048
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MenY ’ye yonelik sonuglar soyleydi:

Tasiyict | Poli/oligo aDP | Aliminyum GMT | Bakterisidal aktivite
sakarit adjuvan

CRM97 | O >15 |- 751 242975: 8192

CRM,q97 | O >15 | fosfat 1190 | 242975: 8192-16384,
240539: 8192-16384

CRMe7 | O >15 |- 284 | 242975: 2048-4096

CRMyy7 | O >15 | fosfat 775 242975: 2048-4096

- P - - - 242975: 256

CRM,97 | O >15 | - 1618 | 242975: 4096-8192

CRM,¢7 | O =15 |- 2123 | 242975: 2048

CRMj97 | O <10 |- 253 242975:512-1024

CRMjg97 | O <10 |- 1060 | 242975:256-512

CRMi97 | O >15 | hidroksid 1167 | 242975: 8192; 240539:
8§192-16384

CRM97 | O >15 | fostat 665 242975: 8192; 240539:
8192-16384

CRM,97 | O >15 | fostat 326 | 242975: 4096; 240539:
2048-4096

CRMe7 | O >15 | hidroksid 452 | 242975: 2048; 240539:
1024-2048

F. MenC konjugati ile kombinasyon halinde MenA Kkonjugatinin
imminojenikligi

CRM-MenC konsantre dokme (Chiron Vaccines, italya’dan), CRM-
MenA konsantre dokme (yukarida tarif edildigi gibi elde edilir) ile
kanstinldi, seyreltildi ve karnstinldi. Ug farkli preparasyon yapild:.
Her biri, MenA i¢in 20pg sakarit/ml 1htiva ediyordu, ancak farkh
miktarlarda MenC konjiugat: dahil edildi: (1) 20pg sakarit/ml (ii) 10pg
sakarit/ml; (i1} Sug sakarit/ml. Boylelikle MenA:MenC (w/w)
oranlar1 soyleydi: (1) 1:1; (i1) 2:1; (ii1) 4:1.
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Her preparasyon ayrica 5SmM sodyum fosfat, 9 mg/ml NaCl,
alominyum fosfat (0.6mg/ml’lik bir AI’* konsantrasyonu verecek
sekilde), pH 7.2 ihtiva ediyordu. Her karisim daha sonra 2-8°C’de bir
gece streyle karistirilmadan tutuldu ve tekrar 1:5 oranmmda fare
immiumizasyonundan once tuz ile seyreltildi.

Bir ikinci as1 seti, aym sekilde hazirlandi, ancak aliminyum fosfat
1lavesi, ayn1 hacimde su 1le degistirildi.

Alt1 asinin her birt igin on Balb/c faresi yukarida tarif edildigi gibi
immilnize edildi. Kontrol gruplari tuz veya tek basina MenA konjugati
alda.

MenA ve MenC igin anti-polisakarit antikorlar yukarida tarif edildigi
gib1 belirlendi.

MenA+MenC konjugatlanmin kangin ile elde edilen sonuglar, A ve C
bilesenleri arasindaki oranin (w/w) MenA immunojenikligi i¢in ¢ok
onemli bir rol oynadigini gosterir.

MenA konjiugat kontroli ile elde edilen spesifik anti-MenApS titert,
ayni dozajda MenA+MenC kombinasyonundan daha yiikseksi (alum
adjuvanh veya alum adjuvansiz) (Sekil 5a). Kombinasyon i¢inde daha
disitk miktarda bir MenC konjugat: kullanildiginda MenA konjugat
bileseni tarafindan daha iyi bir anti-MenApS titeri saglamir. Aym
zamanda anti-MenC titeri kabul edilebilir kalir (Sekil 5b).

Ayrica bir kobay modeli kullanilarak deneyler yapildi. Yukaridaki ile
aym aliiminyum fosfat adjuvan (amorf hidroksifosfat, PO,/Al molar
oran1 0.84 ile 0.92, 0.6mg Al’"/ml arasmnda) kullanlarak ii¢ farkh
preparasyon yapildi:



10

15

20

39

Preparasyon | Men A* | Men C* | MenA : MenC oram
A 20 ng/ml | 20 pug/ml | 1:1
B 40 pg/ml | 20 pg/ml | 2: 1
C 20 pg/ml | 10 pug/ml | 1:%

* Sakarit olarak ifade edilir

Bu preparasyonlar, tuz ile 1:2 oraninda seyreltildi ve kobaylar:
immilnize etmek i¢in kullanildi. Her immilnizasyon grubu i¢in bes
kobaya (Hartelley susu, disi, 450-500 gram) 0.5 ml as1, O ve 28.
giinlerde 1ki kez s.c. enjekte edildi. Birinci immiimizasyondan once ve
sonra 42. ginde kan alindi. Serumlar ELISA analizinden ve serum
bakterisit deneyinden (MenA susu MK 83/94 veya MenC susu Cl1°¢
kars1) once -70°C’de saklandi. Sonuglar, Sekil 19'da gosterilmistir.

G. C, W135 ve Y serogruplarn icin kombinasyon asisi

C, WI135 ve Y serogruplarindan polisakaritlerin konjugatlari, yukarida
tarif edildig1 gibi karistirlarak her konjugat igin 20pg sakarit/ml’lik
nihai konsantrasyon elde edildi. Asi, 5SmM sodyum fosfat ve 9 mg/ml
NaCl, pH 7.2’lik bir nihai konsantrasyon ihtiva ediyordu. Bir gece
siireyle saklandiktan sonra karisim, immiinizasyon ig¢in her konjugat
i¢in 4pg sakarit/ml ihtiva edecek sekilde seyreltildi.

Immiinizasyonlar ve analiz dnceki gibi gerceklesti.

Sonuglar, MenW135 konjigatiiin imminojenikliginin, MenC ve
MenY konjugatlart ile kombinasyon halinde uygulandiginda, tek
basina MenW135 konjigati ile elde edilene kiyasla daha yuksek
oldugunu gosterir (Sekil 6). MenY immimnojenikligi, kombinasyon
icin tekli konjugat ile elde edilene denkti (Sekil 7) ve ayrica MenC

konjugatmn immimojeniklige denkti (Sekil 8).
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H. A, C, W135 ve Y serogruplar icin kombinasyon asisi

A, C, WI35 ve Y serogruplarindan polisakaritlerin konjugatlari,
yukarida tarif edildigi gibi kanstirilarak A, W135 ve Y serogrubu
konjugatlart i¢in 20ug sakarit/ml’lik ve C serogrubu konjugat i¢in Sug
sakarit/ml’lik nihai konsantrasyon elde edildi. Asi, SmM sodyum
fosfat, 9 mg/ml NaCl, aliminyum fosfat (0.6mg/ml’lik bir A’
konsantrasyonu verecek sekilde), pH 7.2 nihai konsantrasyon ihtiva
ediyordu. Karisim daha sonra 2-8°C’de bir gece sureyle
karistirilmadan tutuldu ve tekrar tuz ile A, W135 ve Y konjigatlar
igin 4pg sakarit/ml ve C konjigat: igin 1pg sakarit/ml verecek sekilde
seyreltildi. Bu seyreltilen karisim immiuinizasyon i¢in kullamildi.
Immiinizasyonlar ve analiz, C serogrubu hari¢ tek tek konjugatlar
iceren kontrollerle yukandaki gibi gerceklesti.

Sekil 9, onceki gibi MenW135 konjigatinin  immunojenikliginin,
MenA, MenC ve MenY konjigatlar1 ile kombinasyon halinde
uygulandiginda guglendigini gosterir. Sekil 10, MenY konjigatinin
immiinojenikliginin, MenA, MenC ve MenW135 konjugatlan ile
kombinasyon halinde verildiginde anlamh duzeyde farkli olmadigimi
gosterir. Sekil 11, MenA konjugatimin immunojenikhiginin, MenC
konjugat1 diustik bir dozajda (Y4) uygulandiginda bile kombinasyon
iginde carpict duzeyde azaldigini gosterir. Bu antijenik rekabet,
konjuge edilmemis tetravalent (ACWY) polisakarit agisinda goriilmez
[5].

I. Liyofilize edilmis A serogrubu antijen

A serogrubu N.meningitidis kapsiller polisakariti hidrolize ozellikle
aciktir. MenA kapsiler oligosakariti konjiagatlar1 bu nedenle
uygulama aninda yeniden olusturulmaya hazir, liyofilize edilmis

formda hazirlandr. Liyofilize edilmis form, bir tinite dozu halinde
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sonrasinda  asagidaki

bilesenlere sahip olacak sekilde hazirlandi:

kompozisyonu veren

Bilesen Konsantrasyon
CRM-MenA 20pg sakarit/ml
Potasyum fosfat tamponu S mM

Mannitol 15 mg/ml

Bu kompozisyonda adjuvan bulunmaz. Yeniden olusturma igin iki

adjuvan hazirlandi:

Bilesen Konsantrasyon | Konsantrasyon
Aliminyum hidroksid 0.68 mg Al’ /ml | -

Aliiminyum fosfat* - 0.6mg Al”/ml
Sodyum fosfat tamponu | - 10 mM

Histidin tamponu 10 mM -

Sodyum klorid 9 mg/ml 9 mg/ml

Tween 80 %0.005 %0.005

PH 7.2+0.05 7.2+0.05

* amorf hidroksifosfat, PO4/Al molar orani 0.84 ile 0.92 arasinda

Enjeksiyvonluk su ile yeniden olusturuldugunda sakarit bileseninin

stabilitesi su sekilde idi:

Sire | 2-8°C’de saklama 36-38°C’de saklama

(gun) | Toplam Serbest Serbest | Toplam Serbest Serbest
sakarit sakarit sakarit sakarit sakarit sakarit
(ng/ml) | (ng/ml) | % (ng/ml) | (ng/mh) | %

0 17.72 1.04 5.9 17.72 1.04 5.9

15 17.01 0.88 5.2 16.52 2.26 13.7

30 17.82 0.89 5.0 17.29 2.64 15.3
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Aym 4 haftalik zaman skalasinda pH, hem 2-8°C’de hem de 36-
38°C’de 7.2°de stabildi, protein icerigi yaklasik 24.5ug/ml’de stabildi
ve nem igerigi %2.5’in altindayda.

Aliiminyum fosfat adjuvan ¢ozeltisi ile yeniden olusturuldugunda 2-

8°C’de saklandiginda stabilite su sekildeydi:

Sure Toplam sakarit Serbest sakarit Serbest sakarit
(saat) (ng/ml) (ng/ml) Yo

0 16.62 1.09 6.6

24 16.51 0.98 5.9

48 16.83 0.99 59

J. A, C, W135 ve Y serogruplar icin kombinasyon asis1 (livofilize
edilmis A serogrubu konjugati)

Ya bir aliminyum hidroksid adjuvan (2mg/ml) Uzerine adsorbe
edilmis ya da bir aliminyum fosfat adjuvam ile karistirilmis (amorf

hidroksifosfat, PO4/Al molar orani 0.84 ile 0.92 arasinda, 0.6mg/ml

Al’", 10mM fosfat tamponu varliginda) bir trivalent MenC, W135 ve

Y bilesenlen

karigimi

kompozisyonlar su sekildeydi:

hazirland:.

iki trivalent

karisimin

Bilesen Konsantrasyon | Konsantrasyon
Aluminyum hidroksid 0.68 mg AlI''/M1 | -

Aliminyum fosfat™® - 0.6mg A’ /ml
CRM-MenC 20pg sakarit/ml | 20pg sakarit/ml
CRM-MenY 20pg sakarit/ml | 20ug sakarit/ml
CRM-MenW135 20pg sakarit/ml | 20pg sakarit/ml
Sodyum fosfat tamponu | - 10 mM

Histidin tamponu 10 mM -
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Sodyum klorid

9 mg/ml

9 mg/ml

Tween 80

%0.005

%0.005

* amorf hidroksifosfat, PO4/Al molar orani 0.84 ile 0.92 arasinda

Hidroksid karigimu igin sakarit bilesenlerinin stabilitesi soyleydi:

Sure 2-8°C’de saklama 36-38°C’de saklama
(gun) Serbest sakarit | Serbest Serbest sakarit | Serbest
(ng/ml) sakarit %o (ng/ml) sakarit %
MenC dokme
0 <1.2 <6 <1.2 <6
15 <1.2 <6 <1.2 <6
30 <1.2 <6 <1.2 <6
MenC sise
0 <1.2 <6 <1.2 <6
15 <l.2 <6 <1.2 <6
30 <1.2 <6 1.3 6.6
MenW 135 dokme
0 2.5 12.5 2.5 12.5
15 23 11.4 3.4 16.8
30 23 L1.5 3.5 17.3
MenW 135 sise
0 2.1 10.6 2.1 10.6
15 23 11.7 27 133
30 20. 10.2 3.3 16.3
MenY dokme
0 1.7 8.3 1.7 8.3
15 <13 <6.3 2.0 10.2
30 1.3 6.3 24 12,2
MenY sise
0 1.4 7.1 1.4 7.1
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15

1.5

7.6

2.1

10.7

30

1.3

6.3

29

14.3

Aym 4 haftahk zaman skalasinda pH, hem 2-8°C’de hem de 36-
38°C’de 7.15%0.05te stabildi.

Fosfat karisimi 1¢in sakarit bilegenlerinin stabilitesi soyleydi:

Sure | 2-8°C’de saklama 36-38°C’de saklama

(gin) | Toplam Serbest Serbest | Toplam Serbest Serbest
sakarit sakarit sakarit sakarit sakarit sakarit
(ng/ml) (ng/ml) | % (ng/ml) (ng/ml) | %

MenC dokme

0 228 <1.0 <5 22.8 <1.0 <5

15 17.2 <1.0 <5 18.6 <1.0 <5

30 18.9 <1.0 <5 20.5 <1.0 <5

MenC sise

0 20.5 <1.0 <5 20.5 <1.0 <5

15 18.3 <1.0 <5 23.4 <1.0 <5

30 18.0 <1.0 <5 20.5 <1.0 <5

MenW 135 dokme

0 20.7 2.0 10.4 20.7 2.0 10.4

15 219 2.3 11.6 21.2 2.1 10.3

30 19.6 2.1 10.6 21.0 24 11.8

MenW135 sise

0 234 1.7 8.4 23.4 1.7 8.4

15 21.2 1.9 9.5 20.1 22 11.1

30 20.1 2.2 11.2 213 32 16.1

MenY dokme

0 19.1 <l1.1 <53 19.1 <1.1 <5.3
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15 20.1 1.4 0.8 18.7 1.3 6.4
30 18.6 1.4 7.6 19.2 1.7 8.3
MenY sise

0 214 <1.1 <53 214 <1.1 <53
15 19.6 1.4 0.8 19.0 1.5 7.4
30 17.7 1.2 6.2 18.4 1.9 94

Aym 4 haftalik zaman skalasmmda pH, hem 2-8°C’de hem de 36-
38°C’de 7.05+0.05te stabildi.

Trivalent sivi kompozisyonlar seyreltildi ve 0.5ml, liyofilize edilmis
MenA konjugatim yeniden olusturmak i¢cin kullamldi. Elde edilen
tetravalent kanisim, grup basma on Balb/c faresine (disi, 6-8 haftalik)
0 ve 28. ginlerde subkuitan enjeksiyon yoluyla uygulandi. Karisim,
doz basina her sakarit konjugatindan 2ug ihtiva ediyordu, bu da tekli
insan dozunun (SHD) 1/5’in1 temsil eder. Kontroller, tuz veya konjige
edilmemis homolog polisakaritler idi. Imminizasyondan once ve
sonra 42. giunde kan alindi ve serumlar -70°C’de saklandi. IgG,
yukarida tarif edildigi gibi belirlendi.

Kullanmilan tim konjugatlar hayvanlarda givenli ve immimnojenikti,

GMT II sonras1 ELISA titerleri (%95 giiven aralikli) su sekildeydi:

Asl Adjuvan A Y w135 C

MenA (liyofilize edilmis ve | Aliminyum 172 (69- | - - -

yeniden siispanse edilmis) fosfat 439)

Aliminyum 619 - - ;
hidroksid (419-
906)

MenY Aliminyum - 328 (147- - -
fosfat 731)
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Aliminyum - 452 (344- - -
hidroksid 593)
MenW Aliminyum - - 80(28- |-
fosfat 225)
Aliminyum - - 277 -
hidroksid (185-
411)
MenC Aliminyum - - - 317
fosfat (152-
659)
Aliaminyum - - - 723
hidroksid (615-
851)
MenA (liyofilize edilmis) + | Alaminyum 32 (15- | 397 (252- 99 (35- | 114
MenC,W135,Y fosfat 68) 627) 288) (53-
246)
Alaminyum 206 141 (97- 139 (76- | 163
hidroksid (112- 205) 251) (122-
372) 218)

Sekil 17, sunlar i¢in I1gG alt siif analizinin sonuglarim gosterir: (17A)

MenA; (17B) MenC; (17C) MenW135; ve (17D) MenY. IgG1 acik¢a

en One ¢ikan alt siaftir,

Serum bakterisit titerleri su sekildeydi:
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As Adjuvan Anti-MenA Anti-MenY Anti-MenW135 Anti-
MenC
F8238 Al F6124 242975 240539 5554 242317 Cl11
MenA Aliiminyum fosfat 512-1024 1024-2048 | 2048 - - - - -
(liyofilize edilmis) | Aliminyum hidroksid | 1024-2048 | 1024-2048 | 2048 - - - - -
MenY Aliiminyum fosfat - - - 4096 2048-4096 - -
Aliminyum hidroksid | - - - 2048 1024-2048 | - - -
MenW Aliminyum fosfat - - - - - 512 512-1024 -
Aluminyum hidroksid | - - - - - 1024 1024-2048 | -
MenC Aliminyum fosfat - - - - - - - 2048-
4096
Aliminyum hidroksid | - - - - - - - 4096
MenA (liyofilize | Aluminyum fosfat 128-256 1024 1024- 2048 - 256- 1024 512
edilmis) + 2048 512
MenC,W135,Y Alominyum 512 1024- 1024- 2048- - 256- 1024 512-1024
hidroksid 2048 2048 4096 512
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K. A, C, WI135 ve Y serogruplar i¢in kombinasyon asist (farkh

dozajlar)

Fareler yukanda tarif edildigi gibi immunize edildi, ancak as1

kompozisyonlari, c¢esitli oligosakarit konjugatlarimi farkli oranlarda

thtiva ediyordu. Dozlar degisken sckilde 0.5, 1, 2 veya 4 pg/dozdu.

Liyofilize edilmis MenA oligo-konjugati tiim deneylerde kullanilda.
ELISA titerleri asagidaki gibiydi:

Antijen miktari (pg/doz) | Aluminyu GMT ELISA (%95 given arahg)

A C WI135 | Y | madjuvan | A C W135 Y
4 2 2 2 Fosfat 177 (107-291) | 367 (263-510) 239 (135-424) 239 (184-311)
4 2 2 2 Hidroksid | 390 (313-486) | 494 (345-706) 338 (266-430) 158 (96-260)
2 2 2 2 Fosfat 132 {59-296) | 582 {268-1155) 143 (75-272) 247 (152-400)
2 2 2 2 Hidroksid | 337 (239-476) | 569 (462-679) 171 (117-251) 100 (59-169)
4 2 1 1 Fosfat 137 (47-397) 192 (88-421) 18 {(4-75) 315(174-571)
4 2 1 0.5 Fostat 152 (85-271) 207 (100-428) 51(21-125) 220 (125-388)
4 2 1 2 Fosfat 113 (49-263) 230 (98-540) 23 (6-91) 267 (81-877)
4 2 0.5 1 Fostat 267 (109-636) | 504 (300-847) 46 (15-134) 583 {330-1030)
4 2 2 1 Fosfat 87 (49-155) 118 (51-278) 24 (8-72) 214 (140-326)
2 2 1 | Fostat 217 (132-355) | 514 (332-796) 114 (66-183) 206 (141-300)
2 2 1 0.5 Fosfat 105 {(40-279) 381 (180-808) 90 (34-236) 206 (96-445)
2 2 1 2 Fosfat 155 (71-33%) 374 (196-713) 53 (28-100) 502 (335-752)
2 2 0.5 1 Fosfat 224 (125-400) | 358(223-577) 43 (14-128) 624 (426-914)
2 2 2 | Fostat 180 (113-288) | 306 (190-492) 70 (34-146) 423 (258-696)

10

15
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Serum bakterisit titerleri su sekildeydi:

Antijen miktar Aliiminyn | Bakterisit antikor titeri

(ng/doz) m adjuvan

A |C WIS |Y A C W135 Y
4 | 2 2 2 Fosfat 256-512 | 1024-2048 | 1024-2048 | 4096-8192
4 | 2 2 2 Hidroksid | 1024-2048 | 256-512 | 1024-2048 | 1024-2048
2|2 2 2 Fostat 512-1024 | 1024-2048 | 128-256 | 8192-16384
2|2 2 2 Hidroksid 256 1024-2048 256 512-1024
4 | 2 1 1 Fostat 512-1024 2048 128 2048-4096
4 |2 1 0.5 Fosfat 512-1024 | 1024-2048 128 2048-4096
4 | 2 1 2 Fosfat 512-1024 | 2048-4096 128 8192-16384
4 | 2 0.5 I Fosfat 1024-2048 8192 256-512 | 8192-16384
4 | 2 2 1 Fosfat - 2048-4096 128 4096-8192
2|2 1 1 Fosfat 1024-2048 | 1024-2048 256 4096-8192
2 |2 1 0.5 Fosfat 1024-2048 | 2048-4096 | 256-512 2048-4096
2 |2 1 2 Fostat 512-1024 | 1024-2048 128 §192-16384
2|2 0.5 1 Fosfat 1024-2048 2048 256-512 4096-8192
2 |2 2 1 Fosfat 128-256 | 512-1024 64-128 1024-2048

Bir 1kinci deney seti, MenA ve MenC i¢cin 2 pg/ml sakarit dozaj,

MenY i¢in bu dozajn vyarist ve MenWI135 i¢in ¢eyrek dozaj

kullanilarak yapildi. ELISA titerleri asagidaki gibiydi:
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Antijen miktar Aliminyum | GMT ELISA (%95 guven arahgn

(pg/doz) adjuvan

A C | WI135 A C WI135 Y

2 2 |2 Fosfat 32 (15-68) 114 (53-246) | 99 (35-288) | 397 (252-627)
Hidroksid 206 (112-372) | 163 (122-218) | 139(76-251) | 141 (97-205)

2 2 1 Fosfat 96 (49-187) 238 (101-561) | 42 (20-89) 315 (114-867)
Hidroksid 203 (144-597) | 267 (158-451) | 83 (43-163) | 244 (152-392)

Serum bakterisit titerleri su sekildeydi:

10
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Antijen miktan Aluminyn | A C W135 Y

(ng/doz) m adjuvan

A|C|W Y F8238 Al F6124 C11 5554 242317 | 242975

212102 |2 Fosfat 128-256 | 1024 1024-2048 512 256-512 1024 2048
Hidroksid | 512 1024-2048 | 1024-2048 512-1024 256-512 1024 2048-4096

2 12 |1 0.5 Fosfat 256 - 1024-2048 512 256-512 1024 2048-4096
Hidroksid 128 - 512-1024 512-1024 512-1024 1024 1024
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L. MenA, W135 ve Y oligosakarit konjugatlar:
Asagidaki  tablo, bulusa ait kombinasyon kompozisyonlarimin
yapilmast i¢in uygun MenA, MenW135 ve MenY konjugatlara ait

verileri gosterir:

A W135 Y
Ebatlandirma sonrasi DP 16,6 21,9 21,1
Sakarit/protein oram 0.5 1,1 0,7
KD 0,44 0,36 0,41
Serbest sakarit 5% 10% 5%
Serbest protein <%?2 <%?2 <%2
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SEKILLERDEKIi YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1

A = Oziimlenmis materyal %’si

SEKIL 2

B = I sonrasi

C =1I sonrasi

D = MenA konjugati, ebatlandirilmis

E = MenA konjugati, ebatlandirilmis/AIPO4
F = MenA konjiugat: pS/AIPO4

G =Tuz/AIPO4

SEKIL 3

H =MenY konjugati, ebatlandirilmis

I =MenY konjiigati, ebatlandirilnus/AIPO4
J =MenY konjiugati pS/AIPO4

SEKIL 4

K = MenW 135 konjigati, ebatlandirilnusg

L = MenW135 konjiugati, ebatlandirilmis/AIPO4
M = MenW135 konjugati pS/AIPO4

SEKIL 5a
N = MenA-CRM konj. (2ug/doz)

O =MenA-CRM (2ug/doz)+ MenC-CRM (2ug/doz)
P = MenA-CRM (2ug/doz)}+ MenC-CRM (lug/doz)
R = MenA-CRM (2ug/doz)+ MenC-CRM (0.5ug/doz)
S = MenA-CRM (2ug/doz)/AIPO4
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T = MenA-CRM (2ug/doz)+ MenC-CRM (2ug/doz)/ AIPO4
U = MenA-CRM (2ug/doz)+ MenC-CRM (1lug/doz)/AIPO4
V = MenA-CRM (2ug/doz)+ MenC-CRM (0.5ug/doz)/AIPO4

SEKIL 5b
Y= MenA-CRM konj. (2ug/doz)/Al(OH)3

SEKIL 6

Z = MenW konjigati

Al = MenW konjugati+ MenC konjigati+ MenY konjugat
B1 = MenW pS/AIPO4

SEKIL 7

C1 =MenY konjugati

D1 =MenY konjugati+ MenC konjiugati+ MenW konjiugati
El =MenY pS/AIPO4

Fl1=Tuz

SEKIL 9
G1 = MenW konjugati /AIPO4

SEKIL 17A
H1 = Fosfat
I1 = Hidroksid

SEKIL 18
J1 = Polisakkarit
K1 = Hidroliz
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L1 = Iyon alisverisi "Ebatlandirma"
M1 = Indirgeyici aminasyon

N1 = Aktivasyon

O1 = Birlestirme
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