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BESKRIVELSE 
TEKNISK OMRÅDE 

[0001] Foreliggende oppfinnelse ligger innen området vaksiner for å beskytte mot 
influensavirusinfeksjon, og nærmere bestemt for å beskytte mot influensapandemier. 

TEKNIKKENS STAND 5 

[0002] Influensavirusstammer for bruk i vaksiner endrer seg fra sesong til sesong. I flere år har 
vaksiner typisk omfattet to influensa A-stammer (H1N1 og H3N2) og én influensa B-stamme. For å gripe an 
"antigen drift", varierer de nøyaktige stammer som brukes for vaksinasjon, fra år til år. 

[0003] Til mer bekymring enn antigen drift er "antigent skift", hvor subtypen av de aktuelle influensa 
A-virus endres fra H1N1 og H3N2. Spesielt forventes det at H5-subtype av influensa A-virus kan bli utbredt i 10 

nær fremtid. Ettersom menneskeheten er immunologisk naiv mot den nye hemagglutinin-subtype, vil dette 
antigene skift forårsake et pandemisk utbrudd av influensainfeksjoner. Kjennetegnene av en influensastamme 
som gir den et potensiale til å forårsake et pandemisk utbrudd, er: (a) den inneholder et nytt hemagglutinin 
sammenlignet med hemagglutininene i aktuelt sirkulerende humane stammer, dvs. et agglutinin som ikke har 
vært synlig i den menneskelige befolkning på over et tiår, eller ikke tidligere er blitt observert i det hele tatt i 15 

den menneskelige befolkning; (b) den kan overføres horisontalt i den menneskelige befolkning; og (c) den er 
patogenisk for mennesker. 

[0004] Under forberedelsene på en influensapandemi forårsaket av en H5-stamme, er det blitt 
foreslått å bruke en pre-pandemisk vaksinasjonsstrategi [1]. Pasienter immuniseres med en verserende H5-
stamme (fra fugler) i håp om at den resulterende immunitet vil være nyttig når pandemien opptrer, til tross for 20 

en eventuell antigen drift som kan finne sted i mellomtiden. 
[0005] I oktober 2006, kunngjorde Sanofi Pasteur resultater for sin kandidat for en pre-pandemisk 

vaksine, som ble testet i former med og uten adjuvanter i forskjellige antigendoser. I november 2006 
kunngjorde Novartis Vaksiner at de søkte om myndigheters godkjenning av en pre-pandemisk vaksine med 
adjuvanter. I juni 2007 kunngjorde GlaxoSmithKline at de hadde som intensjon å donere 50 millioner doser pre-25 

pandemisk H5N1-vaksine med adjuvanter til WHO, og i februar 2008 fikk deres produkt PREPANDRIX™ en 
positiv innstilling fra EMEA’s Committee for Medicinal Products for Human Use. Alle tre produkter baserer seg 
på stammen H5N1/A/Vietnam/1194/04. 

[0006] Vaccine, vol. 21, 2003, 1687-1693 beskriver levering av en H5N3-basert vaksine for å styrke 
immuniteten mot H5N1-virus. 30 

BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN 

[0007] H5N1-virus isolert fra dyr og mennesker fra 2003, deles opp i flere avgrensede klader 
(genetiske grupper) av nært besletede virus basert på hemagglutinin-aminosyresekvensen. 
H5N1/A/Vietnam/1194/04-stammen klassifiseres i klade 1. 

[0008] Ifølge oppfinnelsen slik som den defineres i kravene, brukes flere klader ved immunisering 35 

mot influensa. 
[0009] I et første trekk av oppfinnelsen (se krav 1), brukes en primer-booster-immuniseringsplan 

hvor et individ får en primende dose av en første klade av H5-influensa A-virus og en boosterdose av en andre 
klade av H5-influensa A-virus. For eksempel kan en pasient primes med et antigen fra klade 1 og boostes med 
klade 2, eller omvendt. 40 
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[0010] På lignende måte (se krav 2), kan det gis en booster-immunisering til en paient som allerede 
har mottatt en H5-vaksine fra en første klade (f.eks. klade 1), ved å bruke en H5-vaksine fra en annen klade 
(f.eks. klade 2). Pasienten vil som regel ha mottatt en fullstendig primær kur (f.eks. to doser) av vaksinen mot 
første klade. 

[0011] I et annet trekk kan en immunogen sammensetning omfatte hemagglutininantigener fra flere 5 

klader av H5-influensa A-virus, hvilket tillater en samtidig immunisering mot flere H5-klader. 

H5-klader 

[0012] Hemagglutinin-antigenene av virusene som brukes med oppfinnelsen, er av H5-subtype, men 
innen H5-subtype faller de i forskjellige klader. 

[0013] Hemagglutinin (HA)-sekvensene av hovedparten av H5N1-virus som har sirkulert i fuglearter 10 

fra 2003, faller i tydelige fylogenetiske klader. Klade 1-virus som sirkulerte i Cambodia, Thailand og VietNam, 
var ansvarlige for smitte på mennesker i disse landene i 2004 og 2005, og i Thailand i 2006. Klade 2-virus har 
sirkulert i fugler i Kina og Indonesia fra 2003; de spredte seg vestover i 2005 og 2006 til Midtøsten, Europa og 
Afrika. Fra sent i 2005 har klade 2-virus vært hovedansvarlige for smitte av mennesker. Flere subklader av klade 
2 er blitt identifisert; tre av disse, nemlig subklader 1, 2 og 3 (Fig. 1), har forskjellig geografisk fordeling og har 15 

hittil vært hovedansvarlige for tilfellene blant mennesker. 
[0014] Mellom august 2006 og mars 2007 falt hovedparten av HA-sekvensene av H5N1-virus som har 

fortsatt å sirkulere eller har gjenopptrådt i fuglearter og har vært forbundet med sporadiske humane 
infeksjoner i Afrika, Asia og Europa, i de ovennevnte fylogenetiske klader og subklader. Klade 1-virus var 
ansvarlige for utbrudd i fugler i Thailand og VietNam og for smitte av mennesker i Thailand. Klade 2.1-virus 20 

sirkulerer fortsatt i fjærfe og forårsaker smitte av mennesker i Indonesia. Klade 2.2-virus har forårsaket utbrudd 
i fugler i enkelte land i Afrika, Asia og Europa, og har vært forbundet med smitte av mennesker i Egypt, Irak og 
Nigeria. Klade 2.3-virus er blitt isolert sporadisk i Asia og har vært ansvarlige for smitte av mennesker i Kina og 
Laofolkets demokratiske republikk. 

[0015] I tillegg har man under lokaliserte utbrudd i Asia isolert noen få virus fra fjærfe som faller 25 

utenfor disse klassifikasjoner. Disse faller i fremvoksende klader, representert ved A/gås/Guiyang/337/2006 
(klade 4) og A/kylling/Shanxi/2/2006 (klade 7). Til sammen har man per dato definert 10 klader (Figur 2), 
nummerert 0 til 9. 

[0016] For referanse heri, er prototypiske stammer for hver klade som følger, sammen med den 
kodende sekvens av deres hemagglutinin-gener: 30 

Klade Stamme SEQ ID NO 
1 A/HongKong/213/03 1 
2 A/Indonesia/5/05 2 
3 A/kylling/Hong Kong/SF219/01 3 
4 A/kylling/Guiyang/441/2006 4 
5 A/and/Guangxi/1681/2004 5 
6 A/pilfink/Henan/4/2004 6 
7 A/kylling/Shanxi/2/2006 7 
8 A/kylling/Henan/12/2004 8 
9 A/and/Guangxi/2775/2005 9 
0 A/Hong Kong/156/97 10 

[0017] Et H5-virus fra klade 1 kan defineres heri i fylogenetisk forstand som et influensa A-virus som 
har en hemagglutinin-kodende sekvens som er nærmere beslektet med den kodende sekvens fra 
A/HongKong/213/03-stamme (SEQ ID NO: 1) enn med den kodende sekvens fra noen av 0 og 2 til 9 (SEQ ID NO: 
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2 til 10), bedømt i henhold til DNADIST-algoritmen slik den implementeres i Phylip package [2] (f.eks. ved bruk 
av Kimura 2-parameteravstander og en likelengdet matrise). På lignende måte har et virus fra klade 2 en 
hemagglutinin-kodende sekvens som er nærmere beslektet med den kodende sekvens fra A/Indonesia/5/05-
stamme (SEQ ID NO: 2) enn med den kodende sekvens fra noen av kladene 0, 1 og 3 til 9 (SEQ ID NO: 1 og 3 til 
10). De øvrige klader defineres fylogenetisk på lignende måte, med en hemagglutinin-kodende sekvens som er 5 

nærmere beslektet med den relevante kodende sekvens fra SEQ ID NO: 1 til 10 enn med de øvrige sekvenser i 
SEQ ID NO: 1 til 10. 

[0018] Et virus fra klade 1 kan defineres heri i forstand av nukleinsyresekvenser som et influensa A-
virus som har en hemagglutinin-kodende sekvens med større sekvensidentitet med A/HongKong/213/03-
stamme (SEQ ID NO: 1) enn med noen av SEQ ID NO: 2 til 10. De øvrige klader defineres på lignende måte: med 10 

en hemagglutinin-kodende sekvens som er nærmere beslektet med den relevante kodende sekvens fra SEQ ID 
NO: 1 til 10 enn med noen av de andre sekvenser i SEQ ID NO: 1 til 10. 

[0019] Et H5-virus kan defineres heri som å være av en bestemt klade i forstand av 
aminosyresekvenser, ved henvisning til karakteristiske HA-mutasjoner [3]. For eksempel kan et virus fra klade 3 
ha ett eller flere av de følgende aminosyreresiduer, som er forskjellige i klade 1 og 2: Asn-45; Ser-84; Asn-94; 15 

Asn-124; Leu-138; Ser-144; Glu-212; Ser-223 og/eller Arg-325. Et virus fra klade 2 kan ha Asp-124, som ikke 
forekommer i klade 1 eller 3. Et virus fra klade 1 kan ha ett eller flere av de følgende aminosyreresiduer, som 
skiller seg fra klade 2 og 3: Ser-124; Leu-129. 

[0020] Innen klade 2 har man identifisert minst tre subklader: 2.1, 2.2 og 2.3 (Figur 1). Et H5-virus fra 
klade 2.1 kan defineres heri i fylogenetisk forstand med at det har en hemagglutinin-kodende sekvens som er 20 

nærmere beslektet med A/Indonesia/5/05-stamme (SEQ ID NO: 2) enn med enten A/Anhui/1/2005-stamme 
(SEQ ID NO: 11) eller A/kalkun/Tyrkia/1/05 (SEQ ID NO: 12). På lignende måte kan et H5-virus fra klade 2.2 
defineres heri i fylogenetisk forstand med at det har en hemagglutinin-kodende sekvens som er nærmere 
beslektet med A/kalkun/Tyrkia/1/05-stamme (SEQ ID NO: 12) enn med enten A/Anhui/1/2005 (SEQ ID NO: 11) 
eller A/Indonesia/5/05-stamme (SEQ ID NO: 2). Endelig kan et H5-virus fra klade 2.3 defineres heri i 25 

fylogenetisk forstand med at det har en hemagglutinin-kodende sekvens som er nærmere beslektet med 
A/Anhui/1/05-stamme (SEQ ID NO: 11) enn med enten A/kalkun/Tyrkia/1/05 (SEQ ID NO: 12) eller 
A/Indonesia/5/05-stamme (SEQ ID NO: 2). 

[0021] I enkelte utførelser kan en stamme i subklade 2.2 ha et HA som omfatter én eller flere av de 
følgende sekvenser: Ile-223; Ile-230; Ser-294; Ile-517; Ser-133; et spaltningssete som har sekvensen 30 

REGRRRKR (SEQ ID NO: 13); et spaltningssete som har sekvensen GERRRRKR (SEQ ID NO: 16). HA-genet kan 
omfatte ett eller flere av nukleotidene: A-41; A-142; A-209; A-295; G-433; A-467; A-496; C-610; A-627; A-643; 
C-658; T-661; T-689; T-727; A-754; G-880; C-937; G-1006; T-1012; A-1019; T-1177; A-1235; T-1402; C-1415; T-
1480; C-1510; T-1614; C-1615; A-1672; G-1708 (hvor ethvert av disse valgfritt kan endre aminosyren som kodes 
for av det relevante kodon). NA-genet kan omfatte nukleotidet A-743, som ikke vil endre aminosyren som 35 

kodes for av det relevante kodon. 
[0022] I enkelte utførelser av oppfinnelsen er primer-antigenet og/eller booster-antigenet ikke fra 

klade 0, er for eksempel ikke fra stamme A/Hong Kong/156/97. For eksempel hvis det andre antigen er fra 
klade 1 (f.eks. A/Vietnam/1203/2004), da er det første antigen fortrinnsvis ikke fra klade 0 (f.eks. A/Hong 
Kong/156/97). 40 

Kladekombinasjoner 

[0023] Oppfinnelsen benytter seg av antigener avledet fra flere enn én H5-klade, for immunisering. 
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[0024] For eksempel kan en pasient primes med antigen fra et H5-virus i en første klade, men 
deretter få en booster med antigen fra et H5-virus i en andre klade. Nyttige kladekombinasjoner i denne 
primer/booster-strategi omfatter, men er ikke begrenset til, de følgende: 
Primer 1 2 1 1 2 2 1 1 1 2.1 2.2 2.3 

Booster 2 1 4 7 4 7 2.1 2.2 2.3 1 1 1 

[0025] I krav 2 tilveiebringer oppfinnelsen også en boosterimmunisering for en pasient som på 
forhånd er blitt primet med antigen fra et H5-virus i en første klade, hvor boosteren er fra en andre (forskjellig) 5 

klade. Kombinasjonene ovenfor kan også brukes i denne primer/booster-fremgangsmåte. 
[0026] I krav 8 tilveiebringer oppfinnelsen også en immunogen sammensetning omfattende 

antigener fra H5-virus i minst to forskjellige. Nyttige kombinasjoner av to klader omfatter, men er ikke 
begrenset til: 
Første 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 

Andre 2 3 4 5 6 7 8 9 4 7 2.1 2.2 2.3 

Influensavirusantigen 10 

[0027] Vaksiner som brukes med oppfinnelsen, omfatter et antigen fra et influensa A-virus som har 
hemagglutinin-subtype H5. Vaksinen vil omfatte et protein som omfatter minst én H5-hemagglutininepitop, for 
eksempel vil vaksinen omfatte viralt hemagglutinin fra et H5-virus. 

[0028] Foretrukne vaksiner ifølge oppfinnelsen omfatter også et protein som omfatter minst én 
influensavirus-neuraminidaseepitop, f.eks. vil vaksinen omfatte viralt neuraminidase fra et H5-virus. 15 

Oppfinnelsen kan beskytte mot én eller flere av A-virus-NA-subtypene N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 eller N9, 
men vil vanligvis være mot N1 (dvs. et H5N1-virus) eller N3 (dvs. et H5N3-virus). Første klade og andre klade 
kan ha samme NA-subtype (f.eks. begge være N1 eller begge N3) eller forskjellige NA-subtyper (f.eks. N1 
deretter N3, eller N3 deretter N1, osv.). Hvis kun én av primer- og boosterdosene omfatter neuraminidase, kan 
dette være primerdosen. 20 

[0029] Antigenet vil typisk være fremstilt fra influensavirioner, men som et alternativ kan antigener 
så som hemagglutinin og neuraminidase uttrykkes i en rekombinant vert (f.eks. i en insektcellelinje ved bruk av 
en baculovirusvektor) og brukes i renset form [4,5,6] eller i form av virus-lignende partikler (VLP’er; se f.eks. 
litteraturhenvisningene 7 og 8). Generelt vil antigenene imidlertid være fra virioner. 

[0030] Antigenet kan foreligge i form av et levende virus eller, mer foretrukket, et inaktivert virus. 25 

Kjemiske måter å inaktivere et virus omfatter behandling med en virksom mengde av ett eller flere av de 
følgende midler: rensemidler, formaldehyd, formalin, β-propiolakton eller UV-lys. Andre kjemiske måter å 
inaktivere på omfatter behandling med "methylene blue", psoralen, carboksyfulleren (C60) eller en 
kombinasjon av hvilke som helst av disse. Andre metoder for viral inaktivering er kjent innen faget, så som for 
eksempel binært etylamin, acetyletylenimin eller gammastråling. 30 

[0031] Når det brukes et inaktivert virus, kan vaksinen omfatte helt virion, delt virion eller rensede 
overflateantigener (medregnet hemagglutinin og vanligvis også medregnet neuraminidase). Produktet 
DARONRIX™ H5N1 er en vaksine av inaktivert helt virion. Produktet PREPANDRIX™ H5N1 er en vaksine av 
inaktivert delt virion. Delt virion og rensede overflateantigener (dvs. subvirionvaksiner) er spesielt nyttige med 
oppfinnelsen. 35 

[0032] Virioner kan samles fra virusholdige væsker ved bruk av forskjellige metoder. For eksempel 
kan en renseprosess omfatte zonalsentrifugering ved bruk av en lineær sakkarosegradientløsning som omfatter 
rensemiddel, for å løsne virionene. Antigenene kan deretter renses, etter valgfri fortynning, ved diafiltrering. 

[0033] Delte virioner kan erholdes ved å behandle virioner med rensemidler (f.eks. etyleter, 
polysorbat 80, deoksykolat, tri-N-butylfosfat, Triton X-100, Triton N101, cetyltrimetylammoniumbromid, 40 

Tergitol NP9 osv.) for å danne subvirionpreparater, medregnet "Tween-eter"-splitteprosessen. Metoder for å 
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splitte influensavirus er velkjent innen faget, se f.eks. litteraturhenvisningene 9-14 osv. Splitting av viruset 
utføres typisk ved å løse ut eller fragmentere helt virus, være seg smittelig eller ikke-smittelig, med en 
utløsende konsentrasjon av et splittemiddel. Utløsningen fører til en hel eller delvis løseliggjøring av 
virusproteinene og endrer integriteten av viruset. Foretrukne splittemidler er ikke-ioniske og ioniske (f.eks. 
kationiske) surfaktanter, f.eks. alkylglykosider, alkyltioglykosider, acylsukkere, sulfobetainer, betainer, 5 

polyoksyetylenalkyletere, N,N-dialkyl-glukamider, Hecameg, alkylfenoksy-polyetoksyetanoler, kvaternære 
ammoniumforbindelser, sarcosyl, CTAB’er (cetyltrimetylammoniumbromider), tri-N-butylfosfat, Cetavlon, 
myristyltrimetylammoniumsalter, lipofectin, lipofectamin og DOT-MA, oktyl- eller 
nonylfenoksypolyoksyetanoler (f.eks. Triton-surfaktanter, så som Triton X-100 eller Triton N101), 
polyoksyetylensorbitanestere (Tween-surfaktanter), polyoksyetylenetere, polyoksyetylenestere osv. Én nyttig 10 

splittemetode benytter seg etter hverandre av virkningene av natriumdeoksykolat og formaldehyd, og splitting 
kan finne sted under den første virionrensing (f.eks. i en gradientløsning av sakkarosetetthet). Dermed kan en 
splitteprosess omfatte klaring av det virionholdige materiale (for å fjerne ikke-virionmateriale), konsentrasjon 
av de samlede virioner (f.eks. ved bruk av en adsorpsjonsmetode så som CaHPO4-adsorpsjon), separasjon av 
hele virioner fra ikke-virionmateriale, splitting av virioner ved bruk av et splittemiddel i et sentrifugeringstrinn 15 

med tetthetsgradient (f.eks. ved bruk av en sakkarosegradient som inneholder et splittemiddel så som 
natriumdeoksykolat), og deretter filtrering (f.eks. ultrafiltrering) for å fjerne uønskede materialer. Det kan være 
nyttig å resuspendere splittede virioner i natriumfosfat-bufret isotonisk natriumkloridløsning. Produktene 
BEGRIVAC™, FLUARIX™, FLUZONE™ og FLUSHIELD™ er splittede vaksiner. 

[0034] Rensede overflateantigenvaksiner omfatter influensaens overflateantigener hemagglutinin og 20 

vanligvis også neuraminidase. Fremgangsmåter for å fremstille disse proteiner i renset form er velkjent innen 
faget. Produktene FLUVIRIN™, AGRIPPAL™, FOCETRIA™ og INFLUVAC™ er delenhetsvaksiner. 

[0035] Influensaantigener kan også presenteres i form av virosomer [15] (nukleinsyre-frie viral-
lignende liposomale partikler), slik som i produktene INFLEXAL V™ og INVAVAC™, men det foretrekkes å ikke 
bruke virosomer med foreliggende oppfinnelse. I enkelte utførelser er influensaantigenet derfor ikke form av et 25 

virosom. 
[0036] Stammen som viruset fremstilles fra, vil typisk være et fugleinfluensavirus eller et humant 

influensavirus. Det vil vanligvis være i stand til å smitte mennesker, men i noen tilfeller kan det brukes en 
stamme som ikke kan smitte mennesker, f.eks. en fuglestamme som senere kan oppnå evnen til å smitte 
mennesker. Stammen kan være en HPAI-stamme ("highly pathogenic avian influensa") [16]. 30 

[0037] Influensaviruset kan være svekket. Influensaviruset kan være temperaturfølsomt. 
Influensaviruset kan være tilpasset til kulde. Disse tre trekk er spesielt nyttige når en bruker levende virus som 
antigen. 

[0038] Influensaviruset kan være resistent mot antiviral terapi (f.eks. resistent mot oseltamivir [17] 
og/eller zanamivir). 35 

[0039] Sammensetninger ifølge oppfinnelsen kan omfatte antigen(er) fra én eller flere (f.eks. 1, 2, 3, 
4 eller flere) influensavirusstammer, medregnet influensa A-virus og/eller influensa B-virus, forutsatt at de 
omfatter antigen fra minst én H5-stamme. Således kan en sammensetning omfatte antigen fra én eller flere 
stammer som er karakteristiske for en normal årlig vaksine, plus minst én H5-stamme f.eks. en 4-verdig vaksine 
med tre influensa A-stammer (H1N1 og H3N2, pluss en H5-stamme, f.eks. H5N1), og én influensa B-stamme. I 40 

andre utførelser kan den omfatte antigen fra minst to H5-stammer, og valgfritt en H1-stamme og/eller en H3-
stamme og/eller en influensa B-virusstamme. Når en vaksine omfatter flere enn én influensastamme, dyrkes de 
forskjellige stammene typisk atskilt og blandes etter at virusene er blitt samlet og antigenene fremstilt. Dermed 
kan en fremgangsmåte ifølge oppfinnelsen omfatte trinnet å blande antigener fra flere enn én 
influensastamme. 45 
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[0040] Influensaviruset kan være en resortert stamme, og kan ha blitt erholdt ved reversgenetiske 
teknikker. Reversgenetiske teknikker [f.eks. 18-22] gjør det mulig å fremstille influensavirus med de ønskede 
genomsekvenser in vitro ved bruk av plasmider. Typisk omfatter det å uttrykke (a) DNA-molekyler som koder 
for de ønskede virale RNA-molekyler f.eks. fra polI-promotere, og (b) DNA-molekyler som koder for virale 
proteiner f.eks. fra polII-promotere, slik at ekspresjon av begge typene DNA i en celle fører til sammensetning 5 

av et fullstendig intakt smittelig virion. DNA’en tilveiebringer fortrinnsvis alt det virale RNA og proteiner, men 
det er mulig å bruke et hjelpevirus for å tilveiebringe noe RNA og proteiner. Plasmidbaserte metoder ved bruk 
av separate plasmider for å produsere hvert virale RNA foretrekkes [23-25], og disse metoder vil også omfatte 
bruk av plasmider for å uttrykke alle eller enkelte (f.eks. bare PB1-, PB2-, PA- og NP-proteinene) av de virale 
proteiner, hvor det brukes opptil 12 plasmider i enkelte metoder. Hvis det brukes hundeceller, kan det brukes 10 

en hunde-polI-promoter [26]. 
[0041] For å redusere antall plasmider som trengs, kombinerer én fremgangsmåte [27] et flertall 

RNA-polymerase I-transkripsjonskassetter (for viral RNA-syntese) på samme plasmid (f.eks. sekvenser som 
koder for 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 eller alle 8 influensa A-vRNA-segmenter), og et flertall proteinkodende regioner med 
RNA-polymerase II-promotere på et annet plasmid (f.eks. sekvenser som koder for 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 eller alle 8 15 

influensa A-mRNA-transkripter). Foretrukne aspekter av metoden i litteraturhenvisning 27 omfatter: (a) PB1-, 
PB2- og PA-mRNA-kodende regioner på ett enkelt plasmid; og (b) alle 8 vRNA-kodende segmenter på ett enkelt 
plasmid. Innlemmelse av NA- og HA-segmentene på ett plasmid og de øvrige seks segmenter på et annet 
plasmid kan også forenkle saken. 

[0042] Som et alternativ til å bruke polI-promotere til å kode for de virale RNA-segmenter, er det 20 

mulig å bruke bakteriofage polymerasepromotere [28]. For eksempel kan promotere for SP6-, T3- eller T7-
polymerase bekvemt brukes. På grunn av art-spesifisiteten av polI-promotere, kan bakteriofage 
polymerasepromotere være bedre egnet for mange celletyper (f.eks. MDCK), selv om en celle også må 
transfiseres med et plasmid som koder for det eksogene polymeraseenzym. 

[0043] I andre teknikker er det mulig å bruke duale polI- og polII-promotere for å samtidig kode for 25 

de virale RNA’er og for eksprimerbare mRNA’er fra én enkelt sjablone [29,30]. 
[0044] Et influensa A-virus kan omfatte ett eller flere RNA-segmenter fra et A/PR/8/34-virus (typisk 6 

segmenter fra A/PR/8/34, hvor HA- og N-segmentene er fra en vaksinestamme, dvs. en 6:2-reassortant), 
spesielt når virusene dyrkes i egg. Det kan også omfatte ett eller flere RNA-segmenter fra et A/WSN/33-virus, 
eller fra enhver annen virusstamme som er nyttig for å generere reassortante viruser for fremstilling av 30 

vaksiner. Typisk beskytter oppfinnelsen mot en stamme som har evnen til å overføres fra menneske til 
menneske, og dermed vil stammens genom vanligvis omfatte minst ett RNA-segment som stammer fra et 
pattedyr-influensavirus, for eksempel fra menneske). Det kan omfatte et NS-segment som hadde sitt opphav i 
et fugleinfluensavirus. 

[0045] Virusene som brukes som kilde for antigenene, kan dyrkes enten på egg eller i cellekultur. 35 

Dagens standardmetode for å dyrke influensavirus benytter seg av spesifikke patogenfrie (SPF) embryonerte 
hønseegg, hvor viruset renses fra eggeinnholdet (allantoinvæske). Mer nylig har man imidlertid dyrket virus i 
dyrecellekultur, og på grunn av hastigheten og pasientallergier, er denne vekstmetode å foretrekke. Hvis det 
brukes eggebasert viral vekst, da kan én eller flere aminosyrer innføres i allantoinvæsken av egget sammen 
med viruset [14]. 40 

[0046] Når det brukes cellekultur, vil det virale vekstsubstrat typisk være en cellelinje av 
pattedyropphav. Egnede pattedyr-opphavsceller omfatter, men er ikke begrenset til, hamster-, storfe-, primat- 
(medregnet fra mennesker og aper) og hundeceller. Det kan brukes forskjellige celletyper, så som nyreceller, 
fibroblaster, retinale celler, lungeceller osv. Eksempler på egnede hamstercellelinjer er cellelinjene ved navn 
BHK21 og HKCC. Egnede apeceller er f.eks. "Afrikan green monkey"-celler, så som nyreceller, slik som i Vero-45 

cellelinjen. Egnede hundeceller er f.eks. nyreceller, så som i MDCK-cellelinjen. Egnede cellelinjer omfatter 
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dermed, men er ikke begrenset til: MDCK; CHO; 293T; BHK; Vero; MRC-5; PER.C6; WI-38 osv. Egnede 
pattedyrcellelinjer for å dyrke influensavirus omfatter: MDCK-celler [31-34] avledet fra Madin Darby-
hundenyre; Vero-celler [35-37], avledet fra nyren av "African green monkey" (Cercopithecus aetiops); eller 
PER.C6-celler [38], avledet fra humane embryoniske retinoblaster. Disse cellelinjer er lett tilgjengelige, f.eks. fra 
samlingen American Type Cell Culture (ATCC), fra Coriell Cell Repositories eller fra European Collection of Cell 5 

Cultures (ECACC). For eksempel fører ATCC diverse forskjellige Vero-celler under katalognumre CCL-81, CCL-
81.2, CRL-1586 og CRL-1587, og den leverer MDCK-celler under katalognummer CCL-34. PER.C6 er tilgjengelig 
fra ECACC under deponeringsnummer 96022940. Som et mindre foretrukket alternativ til cellelinjer fra 
pattedyr, kan virus dyrkes på fuglecellelinjer [f.eks. litteraturhenvisningene 39-41], medregnet cellelinjer 
avledet fra and (f.eks. ande-retina) eller høns. Eksempler på fuglecellelinjer omfatter fugleembryostamceller 10 

[39,42] og ande-retinaceller [40]. Egnede fugleembryostamceller omfatter EBx-cellelinjen avledet fra 
kyllingembryostamceller, EB45, EB 14 og EB14-074 [43]. Kyllingembryofibroblaster (CEF) kan også brukes. 

[0047] De mest foretrukne cellelinjer for å dyrke influensavirus er MDCK-cellelinjer. Den opprinnelige 
MDCK-cellelinje er tilgjengelig fra ATCC som CCL-34, men derivater av denne cellelinje kan også brukes. For 
eksempel beskriver litteraturhenvisning 31 en MDCK-cellelinje som ble tilpasset for vekst i suspensjonskultur 15 

("MDCK 33016", deponert som DSM ACC 2219). På lignende måte beskriver litteraturhenvisning 44 en MDCK-
avledet cellelinje som vokser i suspensjon i serumfri kultur ("B-702", deponert som FERM BP-7449). 
Litteraturhenvisning 45 beskriver ikke-tumorigene MDCK-celler, medregnet "MDCK-S" (ATCC PTA-6500), 
"MDCK-SF101" (ATCC PTA-6501), "MDCK-SF102" (ATCC PTA-6502) og "MDCK-SF103" (PTA-6503). 
Litteraturhenvisning 46 beskriver MDCK-cellelinjer med høy tilbøyelighet for infeksjon, medregnet 20 

"MDCK.5F1"-celler (ATCC CRL-12042). Hvilke som helst av disse MDCK-cellelinjer kan brukes. 
[0048] Når viruset er blitt dyrket på en pattedyrcellelinje, vil sammensetningen med fordel være fri 

for eggeproteiner (f.eks. ovalbumin og ovomucoid) og for kylling-DNA, hvorved allergenisiteten reduseres. 
[0049] Når viruset er blitt dyrket på en cellelinje, da vil vekstkulturen, og også det virale podestoff 

som brukes for å starte kulturen, fortrinnsvis være frie for (dvs. vil ha blitt testet og fått et negativt resultat for 25 

smitte med) herpes simplex-virus, respiratorisk syncytialvirus, parainfluensavirus 3, SARS-coronavirus, 
adenovirus, rhinovirus, reo-virus, polyomavirus, birnavirus, circovirus og/eller parvovirus [47]. Fravær av herpes 
simplex-virus er spesielt å foretrekke. 

[0050] For vekst på en cellelinje, så som på MDCK-celler, kan virus dyrkes på celler i suspensjon [48-
50] eller i adhesjonskultur. Én egnet MDCK-cellelinje for suspensjonskultur er MDCK 33016 (deponert som DSM 30 

ACC 2219). Alternativt kan det brukes mikrobærerkultur. 
[0051] Cellelinjer som støtter influensavirusreplikasjon, dyrkes fortrinnsvis i serumfritt kulturmedium 

og/eller proteinfritt medium. Et medium nevnes serumfritt medium i sammenheng med foreliggende 
oppfinnelse hvis det ikke er blitt tilsatt additiver som stammer fra serum av mennesker eller dyr. Proteinfritt 
skal bety kulturer hvor multiplikasjonen av cellene finner sted under utelukkelse av proteiner, vekstfaktorer, 35 

andre proteinadditiver og ikke-serumproteiner, men kan valgfritt omfatte proteiner så som trypsin eller andre 
proteaser som kan være nødvendige for den virale vekst. Cellene som vokser i slike kulturer, inneholder 
naturligvis selv proteiner. 

[0052] Cellelinjer som støtter influensavirusreplikasjon, dyrkes fortrinnsvis ved under 37°C [51] under 
den virale replikasjon, f.eks. 30-36°C. 40 

[0053] Metoden for å formere virus i dyrkede celler, omfatter generelt trinnene å pode de dyrkede 
celler med stammen som skal dyrkes, dyrke de infiserte celler over et ønsket tidsrom for virusformering, som 
for eksempel kan bestemmes ved virustiter eller antigenekspresjon (f.eks. mellom 24 og 168 timer etter 
podingen) og å samle viruset som har formert seg. De dyrkede celler podes med A-virus (målt ved PFU eller 
TCID50) til et celleforhold fra 1:500 til 1:1, fortrinnsvis 1:100 til 1:5, mer foretrukket 1:50 til 1:10. Viruset 45 

tilsettes til en suspensjon av cellene eller påføres på et monosjikt av cellene, og viruset absorberes på cellene i 
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minst 60 minutter, men vanligvis mindre enn 300 minutter, fortrinnsvis mellom 90 og 240 minutter ved 25°C til 
40°C, fortrinnsvis 28°C til 37°C. Den infiserte cellekultur (f.eks. monosjikt) kan fjernes enten ved frysetining eller 
ved enzymatisk virkning for å heve det virale innhold i de samlede kultursupernatanter. De samlede væsker 
inaktiveres deretter enten, eller lagres frosne. Dyrkede celler kan infiseres med en infeksjonsmultiplisitet 
("multiplicity of infection", m.o.i.) fra ca. 0,0001 til 10, fortrinnsvis 0,002 til 5, mer foretrukket 0,001 til 2. Enda 5 

mer foretrukket infiseres cellene med en m.o.i rundt ca. 0,01. Infiserte celler kan samles 30 til 60 timer etter 
infeksjonen. Fortrinnsvis samles cellene 34 til 48 timer etter infeksjonen. Enda mer foretrukket samles cellene 
38 til 40 timer etter infeksjonen. Proteaser (typisk trypsin) tilsettes generelt under celledyrkingen for å tillate 
viral frigivning, og proteasene kan tilsettes på ethvert egnet stadium under dyrkingen. 

[0054] Hemagglutinin (HA) er hovedimmunogenet i inaktiverte influensavaksiner, og vaksinedoser 10 

standardiseres ved henvisning til HA-nivået, vanligvis målt ved bruk av et "single radial immunodiffusion" 
(SRID)-assay. Dagens vaksiner inneholder typisk ca. 15 �g HA per stamme, selv om lavere doser også brukes, for 
eksempel for barn, eller i pandemiske situasjoner. Fraksjonelle doser så som ½ (dvs. 7,5 �g HA per stamme, slik 
som i FOCETRIA™), ¼ (dvs. 3,75 �g per stamme, slik som i PREPANDRIX™) og ⅛ er blitt brukt [52,53], slik som 
også høyere doser (f.eks. 3x- eller 9x-doser [54,55]). Dermed kan vaksiner omfatte mellom 0,1 og 150 �g HA 15 

per influensastamme, fortrinnsvis mellom 0,1 og 50 �g, f.eks. 0,1-20 �g, 0,1-15 �g, 0,1-10 �g, 0,1-7,5 �g, 0,5-5 
�g osv. Spesielle doser omfatter f.eks. ca. 45, ca. 30, ca. 15, ca. 10, ca. 7,5, ca. 5, ca. 3,8, ca. 3,75, ca. 1,9, ca. 1,5 
osv. �g per stamme. En lik HA-masse per stamme er typisk. For sammensetninger omfattende HA fra stammer i 
forskjellige H5-klader, er det nyttig å innlemme 3,75 �g, 7,5 �g eller 15 �g per stamme (f.eks. 2 x 3,75 �g, 
hvilket gir til sammen 7,5 �g HA, typisk i kombinasjon med en adjuvant så som en skvalen-i-vann-emulsjon). 20 

Lavere doser (dvs. <15 �g/dose) er mest nyttige når det foreligger en adjuvant i vaksinen, slik som i 
oppfinnelsen. Selv om doser opptil 90 �g er blitt brukt i enkelte studier (f.eks. litteraturhenvisning 56), vil 
sammensetninger ifølge oppfinnelsen (spesielt i boosterdosen) vanligvis omfatte 15 �g/dose eller mindre. 

[0055] For levende vaksiner, måles doseringen ved den midlere vevkultursmittedose ("tissue culture 
infectious dose", (TCID50)) heller enn HA-innholdet, og en TCID50-verdi mellom 106 og 108 (fortrinnsvis mellom 25 

106,5-107,5) per stamme er typisk. 
[0056] HA brukt med oppfinnelsen kan være et naturlig HA slik som det finnes i et virus, eller kan ha 

blitt modifisert. For eksempel er det kjent å modifisere HA for å fjerne determinanter (f.eks. hyperbasiske 
regioner rundt spaltningssetet mellom HA1 og HA2) som kan gjøre et virus høyt patogent i fuglearter, ettersom 
disse determinanter ellers kan gjøre det umulig å dyrke et virus i egg. 30 

[0057] Sammensetninger ifølge oppfinnelsen kan omfatte rensemiddel, f.eks. en 
polyoksyetylensorbitanester-surfaktant (kjent som "Tweens", f.eks. polysorbat 80), en oktoksynol (så som 
oktoksynol-9 (Triton X-100) eller 10, eller t-oktylfenoksypolyetoksyetanol), et cetyltrimetylammoniumbromid 
("CTAB") eller natriumdeoksykolat, spesielt for en splittet eller overflateantigenvaksine. Rensemidlet kan 
foreligge bare i spormengder. Dermed kan vaksinen omfatte mindre enn 1 mg/ml hver av oktoksynol-10, α-35 

tokoferylhydrogensuksinat og polysorbat 80. Andre restkomponenter i spormengder kunne være antibiotika 
(f.eks. neomycin, kanamycin, polymyxin B). 

Vertcelle-DNA 

[0058] Når viruset er blitt dyrket på en cellelinje, er det standard praksis å minimere mengden rest-
DNA fra cellelinjen i den endelige vaksine, for å minimere enhver onkogen aktivitet av DNA’et. Når viruset er 40 

blitt dyrket på en cellelinje, inneholder sammensetningen dermed fortrinnsvis mindre enn 10 ng (fortrinnsvis 
mindre enn 1 ng og mer foretrukket mindre enn 100 pg) rest-DNA fra vertcellen per dose, selv om 
spormengder av vertcelle-DNA kan foreligge. Det foretrekkes at den midlere lengde av eventuelt 
forekommende rest-vertcelle-DNA er mindre enn 500 bp, f.eks. mindre enn 400 bp, mindre enn 300 bp, mindre 
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enn 200 bp, mindre enn 100 bp osv. Generelt gjelder at vertcelle-DNA som det er ønskelig å utelukke fra 
sammensetningene ifølge oppfinnelsen, er DNA som er lengre enn 100 bp. 

[0059] Måling av rest-vertcelle-DNA er nå et rutinemessig lovpålagt krav for biologisk materiale og 
ligger innen den normale evne til fagmannen. Assayet som brukes til å måle DNA, vil vanligvis være et validert 
assay [57, 58]. Ytelseskarakteristikken av et validert assay kan beskrives med matematiske og kvantifiserbare 5 

begreper, og dets mulige feilkilder vil ha blitt identifisert. Assayet vil generelt ha blitt testet for karakteristikker 
så som nøyaktighet, presisjon, spesifisitet. Når et assay vel er blitt kalibrert (f.eks. mot kjente standardmengder 
vertcelle-DNA) og testet, da kan kvantitative DNA-målinger utføres rutinemessig. Tre prinsipielle teknikker for 
DNA-kvantifisering kan brukes: hybridiseringsmetoder så som Southern blots eller slot blots [59]; 
immunoassaymetoder så som Threshold™-systemet [60]; og kvantitativ PCR [61]. Fagmannen er kjent med alle 10 

disse metodene, selv om de nøyaktige karakteristikker av hver metode kan avhenge av den aktuelle vertcelle, 
f.eks. valget av prober for hybridisering, valget av primere og/eller prober for amplifikasjon osv. Threshold™-
systemet fra Molecular Devices er et kvantitativt assay for picogram-mengder samlet DNA og er blitt brukt for å 
overvåke nivået av forurensende DNA i biofarmasøytika [60]. Et typisk assay omfatter ikke-sekvens-spesifikk 
dannelse av et reaksjonskompleks mellom et biotinylert ssDNA-bindende protein, et urease-konjugert anti-15 

ssDNA-antistoff og DNA. Alle assaykomponentene er lagt ved det fullstendige Total DNA Assay Kit som er 
tilgjengelig fra produsenten. Forskjellige kommersielle aktører tilbyr kvantitative PCR-assayer for å påvise rest-
DNA fra vertcellen, f.eks. AppTec™ Laboratory Services, BioReliance™, Althea Technologies osv. En 
sammenligning av et kjemiluminescerende hybridisasjonsassay og total DNA Threshold™-systemet for å måle 
forurensningen med vertcelle-DNA i en human viral vaksine finnes i litteraturhenvisning 62. 20 

[0060] Forurensende DNA kan fjernes under fremstilling av vaksinen ved bruk av standard 
renseprosedyrer, f.eks. kromatografi osv. Fjerning av rest-vertcelle-DNA kan forbedres ved behandling med 
nuklease, f.eks. ved bruk av et DNase. En bekvem metode for å redusere forurensningen med vertcelle-DNA 
beskrives i litteraturhenvisningene 63 og 64, omfattende en to-trinns behandling, først med et DNase (f.eks. 
Benzonase), som kan brukes under den virale vekst, og deretter et kationisk rensemiddel (f.eks. CTAB), som kan 25 

brukes under virionutløsningen. Behandling med et alkyleringsmiddel, så som β-propiolakton, kan også brukes 
for å fjerne vertcelle-DNA, og kan med fordel også brukes til å inaktivere virioner [65]. 

[0061] Vaksiner som inneholder <10 ng (f.eks. <1 ng, <100 pg) vertcelle-DNA per 15 �g hemagglutinin 
foretrekkes, slik som også vaksiner som inneholder <10 ng (f.eks. <1 ng, <100 pg) vertcelle-DNA per 0,25 ml 
volum. Vaksiner som inneholder <10 ng (f.eks. <1 ng, <100 pg) vertcelle-DNA per 50 �g hemagglutinin er mest 30 

foretrukket, slik som også vaksiner som inneholder <10 ng (f.eks. <1 ng, <100 pg) vertcelle-DNA per 0,5 ml 
volum. 

Adjuvant(er) 

[0062] En sammensetning ifølge oppfinnelsen kan omfatte en adjuvant for å forsterke 
immunresponsen (humoral og/eller cellulær) som utløses i en pasient som mottar sammensetningen. 35 

[0063] Det foretrekkes at både vaksinen med den første klade og den andre vaksinen med den andre 
klade er vaksiner med adjuvant(er). De kan benytte seg av samme adjuvant eller forskjellige adjuvanter. Hvis 
kun én av de to vaksinene inneholder adjuvant, er dette fortrinnsvis den andre. 

[0064] Egnede adjuvanter for bruk med oppfinnelsen omfatter, men er ikke begrenset til: 

� En mineralholdig sammensetning, medregnet kalsiumsalter og aluminiumsalter (eller blandinger 40 

derav). Kalsiumsalter omfatter kalsiumfosfat (f.eks. "CAP"-partiklene som beskrives i 
litteraturhenvisning 66). Aluminiumsalter omfatter hydroksider, fosfater, sulfater osv., hvor saltene 
kan foreligge i enhver egnet form (f.eks. gel, krystallinsk, amorf osv.). Adsorpsjon til disse salter 
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foretrekkes. De mineralholdige sammensetninger kan også formuleres som en partikkel av metallsalt 
[67]. Aluminiumsaltadjuvanter skal beskrives i større detalj i det følgende. 

� En olje-i-vann-emulsjon, slik som skal beskrives i større detalj i det følgende. 
� Et immunostimulatorisk oligonukleotid, slik som det skal beskrives i større detalj i det følgende. 
� 3-O-deacylert monofosforyllipid A ("3dMPL" også kjent som MPL™), slik som det skal beskrives i større 5 

detalj i det følgende. 
� En imidazokinolinforbindelse, så som Imiquimod ("R-837") [68,69], Resiquimod ("R-848") [70] og deres 

analoger; og salter derav (f.eks. saltsyresalter). Nærmere detaljer om de immunostimulatoriske 
imidazokinoliner finnes i litteraturhenvisningene 71 til 75. 

� En tiosemikarbazonforbindelse, så som de som beskrives i litteraturhenvisning 76. Metoder for å 10 

formulere, fremstille og teste for aktive forbindelser beskrives også i litteraturhenvisning 76. 
Tiosemikarbazonene er spesielt nyttige for å stimulere humane perifere blod-mononukleære celler til 
å fremstille cytokiner, så som TNF-α. 

� En nukleosidanalog, så som: (a) Isatorabine (ANA-245; 7-tia-8-oksoguanosin): 

 15 

og prodroger derav; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380; (e) forbindelsene som beskrives i 
litteraturhenvisningene 77 til 79; (f) en forbindelse med formel: 

 

hvor:  
R1 og R2 hver uavhengig er H, halo, -NRaRb, -OH, C1-6-alkoksy, substituert C1-6-alkoksy, 20 

heterocyklyl, substituert heterocyklyl, C6-10-aryl, substituert C6-10-aryl, C1-6-alkyl eller 
substituert C1-6-alkyl;  
R3 er fraværende, H, C1-6-alkyl, substituert C1-6-alkyl, C6-10-aryl, substituert C6-10-aryl, 
heterocyklyl eller substituert heterocyklyl;  

R4 og R5 hver uavhengig er H, halo, heterocyklyl, substituert heterocyklyl, -C(O)-Rd, C1-6-alkyl, 25 

substituert C1-6-alkyl eller bundet sammen for å danne en 5-leddet ring slik som i R4-5: 
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hvor bindingen oppnås ved bindingene vist med tegnet  
X1 og X2 hver uavhengig er N, C, O eller S;  
R8 er H, halo, -OH, C1-6-alkyl, C2-6-alkenyl, C2-6-alkynyl, -OH, -NRaRb, -(CH2)n-O-Rc, -O-(C1-6-
alkyl), -S(O)pRe eller -C(O)-Rd;  
R9 er H, C1-6-alkyl, substituert C1-6-alkyl, heterocyklyl, substituert heterocyklyl eller R9a, hvor R9a 5 

er:  

 

hvor bindingen oppnås ved bindingene vist med tegnet  
R10 og R11 hver uavhengig er H, halo, C1-6-alkoksy, substituert C1-6-alkoksy, -NRaRb eller -OH; 
hver Ra og Rb uavhengig er H, C1-6-alkyl, substituert C1-6-alkyl, -C(O)Rd, C6-10-aryl;  10 

hver Rc uavhengig er H, fosfat, difosfat, trifosfat, C1-6-alkyl eller substituert C1-6-alkyl;  
hver Rd uavhengig er H, halo, C1-6-alkyl, substituert C1-6-alkyl, C1-6-alkoksy, substituert C1-6-
alkoksy, -NH2, -NH(C1-6-alkyl), -NH(substituert C1-6-alkyl), -N(C1-6-alkyl)2, -N(substituert C1-6-
alkyl)2, C6-10-aryl eller heterocyklyl;  
hver Re uavhengig er H, C1-6-alkyl, substituert C1-6-alkyl, C6-10-aryl, substituert C6-10-aryl, 15 

heterocyklyl eller substituert heterocyklyl;  
hver Rf uavhengig er H, C1-6-alkyl, substituert C1-6-alkyl, -C(O)Rd, fosfat, difosfat eller trifosfat;  
hver n uavhengig er 0, 1, 2 eller 3;  
hver p uavhengig er 0, 1 eller 2; eller 

eller (g) et farmasøytisk akseptabelt salt av hvilken som helst av (a) til (f), en tautomer av hvilken som 20 

helst av (a) til (f), eller et farmasøytisk akseptabelt salt av tautomeren. 
� En tryptantrinforbindelse, så som de som beskrives i litteraturhenvisning 80. Metoder for å formulere, 

fremstille og teste for aktive forbindelser beskrives også i litteraturhenvisning 80. Tiosemikarbazonene 
er spesielt effektive for å stimulere humane perifere blod-mononukleære celler til å produsere 
cytokiner, så som TNF-α. 25 

� Loxoribine (7-allyl-8-oksoguanosin) [81]. 
� Forbindelser som beskrives i litteraturhenvisning 82, medregnet: acylpiperazinforbindelser, 

indoldionforbindelser, tetrahydraisokinolin (THIQ)-forbindelser, benzocyklodionforbindelser, 
aminoazavinylforbindelser, aminobenzimidazolkinolinon (ABIQ)-forbindelser [83,84], hydraftalamid-
forbindelser, benzofenonforbindelser, isoksazolforbindelser, sterolforbindelser, 30 

kinazilinonforbindelser, pyrrolforbindelser [85], antrakinonforbindelser, kinoksalinforbindelser, 
triazinforbindelser, pyrazalopyrimidinforbindelser og benzazolforbindelser [86]. 

� Forbindelser som beskrives i litteraturhenvisning 87, medregnet 3,4-di(1H-indol-3-yl)-1H-pyrrol-2,5-
dioner, staurosporinanaloger, derivatiserte pyridaziner, kromen-4-oner, indolinoner, kinazoliner og 
nukleosidanaloger. 35 

� Et aminoalkylglukosaminidfosfatderivat, så som RC-529 [88,89]. 
� Et fosfazen, så som poly[di(karboksylatofenoksy)fosfazen] ("PCPP") som for eksempel beskrives i 

litteraturhenvisningene 90 og 91. 
� Småmolekylære immunopotentiatorer (SMIP’er) så som: 

N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 40 

N2,N2-dimetyl-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2-etyl-N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
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N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-N2-propyl-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
1-(2-metylpropyl)-N2-propyl-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2-butyl-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2-butyl-N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-N2-pentyl-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 5 

N2-metyl-1(2-metylpropyl)-N2-prop-2-enyl-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
1-(2-metylpropyl)-2-[(fenylmetyl)tio]-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-4-amin 
1-(2-metylpropyl)-2-(propyltio)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-4-amin 
2-[[4-amino-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2-yl](metyl)amino]etanol 
2-[[4-amino-1-(2-metylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2-yl](metyl)amino]etylacetat 10 

4-amino-1-(2-metylpropyl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]kinolin-2-on 
N2-butyl-1-(2-metylpropyl)-N4,N4-bis(fenylmetyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2-butyl-N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-N4,N4-bis(fenylmetyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2-metyl-1-(2-metylpropyl)-N4,N4-bis(fenylmetyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 
N2,N2-dimetyl-1-(2-metylpropyl)-N4,N4-bis(fenylmetyl)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin 15 

1-{4-amino-2-[metyl(propyl)amino]-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-1-yl}-2-metylpropan-2-ol 
1-[4-amino-2-(propylamino)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-1-yl]-2-metylpropan-2-ol 
N4,N4-dibenzyl-1-(2-metoksy-2-metylpropyl)-N2-propyl-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin. 

� Saponiner [kapittel 22 av litteraturhenvisning 133], som er en heterolog gruppe av sterolglykosider og 
triterpenoidglykosider som finnes i barken, bladene, stammen, røttene og til og med blomstene av et 20 

bredt utvalg av plantearter. Saponin fra barken av Quillaia saponaria "Molina"-tre er blitt omfattende 
undersøkt som adjuvanter. Saponin kan også erverves i handelen fra Smilax ornata (sarsaparille), 
Gypsophilla paniculata ("brides veil") og Saponaria officianalis ("soap root"). Saponinadjuvantformule-
ringer omfatter rensede formuleringer, så som QS21, samt lipidformuleringer, så som ISCOM’er. QS21 
markedsføres som Stimulon™. Saponinsammensetninger er blitt renset ved bruk av HPLC og RP-HPLC. 25 

Spesifikke rensede fraksjoner ved bruk av disse teknikker er blitt identifisert, medregnet QS7, QS17, 
QS 18, QS21, QH-A, QH-B og QH-C. Fortrinnsvis er saponinet QS21. En produksjonsmetode for QS21 
beskrives i litteraturhenvisning 92. Saponinformuleringer kan også omfatte en sterol, så som 
kolesterol [93]. Kombinasjoner av saponiner og kolesteroler kan brukes til å danne ensartede partikler 
som benevnes immunostimulerende komplekser (ISCOM’er) [kapittel 23 av litteraturhenvisning 133]. 30 

ISCOM’er omfatter typisk også et fosfolipid så som fosfatidyletanolamin eller fosfatidylkolin. Ethvert 
kjent saponin kan brukes i ISCOM’er. Fortrinnsvis omfatter ISCOM’et ett eller flere stoffer valgt fra 
QuilA, QHA og QHC. ISCOM’er beskrives nærmere i litteraturhenvisningene 93-95. Valgfritt kan 
ISCOM’ene være frie for ytterligere rensemiddel [96]. En oversikt over utviklingen av saponin-baserte 
adjuvanter finnes i litteraturhenvisningene 97 og 98. 35 

� Bakterielle ADP-ribosylerende toksiner (f.eks. E.coli-varmelabilt enterotoksin "LT", koleratoksin "CT" 
eller pertussistoksin "PT") og detoksifiserte derivater derav, så som de mutante toksiner som er kjent 
som LT-K63 og LT-R72 [99]. Anvendelse av detoksifiserte ADP-ribosylerende toksiner som mukosale 
adjuvanter beskrives i litteraturhenvisning 100, og som parenterale adjuvanter i litteraturhenvisning 
101. 40 

� Bioadhesiver og mukoadhesiver, så som forestret hyaluronsyre-mikrosfærer [102] eller kitosan og dets 
derivater [103]. 

� Mikropartikler (dvs. partikler fra 100 nm til 150 �m i diameter, mer foretrukket 200 nm til 30 
�m i diameter eller 500 nm til 10 �m i diameter) dannet fra materialer som er biologisk 
nedbrytbare og ikke-toksiske (f.eks. en poly(α-hydroksysyre), en polyhydroksysmørsyre, en 45 

polyortoester, et polyanhydrid, et polykaprolakton osv.), hvor poly(laktid-ko-glykolid) foretrekkes, 
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valgfritt behandlet slik at de har en negativt ladet overflate (f.eks. med SDS) eller en positivt ladet 
overflate (f.eks. med et kationisk rensemiddel, så som CTAB). 

� Liposomer (kapitlene 13 og 14 av litteraturhenvisning 133). Eksempler på liposomformuleringer som 
er egnet for bruk som adjuvanter, beskrives i litteraturhenvisningene 104-106. 

� Polyoksyetylenetere og polyoksyetylenestere [107]. Slike formuleringer omfatter også 5 

polyoksyetylensorbitanestersurfaktanter i kombinasjon med en oktoksynol [108] samt 
polyoksyetylenalkyleter- eller –ester-surfaktanter i kombinasjon med minst én ytterligere ikke-ionisk 
surfaktant så som en oktoksynol [109]. Foretrukne polyoksyetylenetere er valgt fra den følgende 
gruppe: polyoksyetylen-9-lauryleter (laureth 9), polyoksyetylen-9-steoryleter, polyoksyetylen-8-
steoryleter, polyoksyetylen-4-lauryleter, polyoksyetylen-35-lauryleter og polyoksyetylen-23-lauryleter. 10 

� Muramylpeptider, så som N-acetylmuramyl-L-treonyl-D-isoglutamin ("thr-MDP"), N-acetyl-
normuramyl-L-alanyl-D-isoglutamin (nor-MDP), N-acetylglukosaminyl-N-acetylmuramyl-L-A1-D-isoglu-
L-Ala-dipalmitoksypropylamid ("DTP-DPP" eller Theramide™), N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-
isoglutaminyl-L-alanin-2-(1’-2’dipalmitoyl-sn-glycero-3-hydroksyfosforyloksy)etylamin ("MTP-PE"). 

� Et preparat av ytre membranproteinproteosom fremstilt fra en første Gram-negativ bakterie i 15 

kombinasjon med et liposakkarid (LPS)-preparat avledet fra en andre, Gram-negativ bakterie, hvor det 
ytre membranproteinproteosom og LPS-preparater danner et stabilt, ikke-kovalent adjuvantkompleks. 
Slike komplekser omfatter "IVX-908", et kompleks omfattende ytre membran fra Neisseria 
meningitidis og LPS. De er blitt brukt som adjuvanter for influensavaksiner [110]. 

� En polyoksidoniumpolymer [111,112] eller et annet N-oksidert polyetylen-piperazinderivat. 20 

� Metylinosin-5’-monofosfat ("MIMP") [113]. 
� En polyhydroksylert pyrrolizidinforbindelse [114], så som en som har formel: 

 

hvor R er valgt fra gruppen som omfatter hydrogen, rettkjedet eller forgrenet, usubstituert eller 
substituert, mettet eller umettet acyl, alkyl (f.eks. cykloalkyl), alkenyl, alkynyl og aryl, eller et 25 

farmasøytisk akseptabelt salt eller derivat derav. Eksempler omfatter, men er ikke begrenset til: 
casuarin, casuarin-6-α-D-glukopyranose, 3-epi-casuarin, 7-epi-casuarin, 3,7-diepi-casuarin osv. 

� En CD1d-ligand, så som et α-glykosylceramid [115-122] (f.eks. α-galaktosylceramid), fytosfingosin-
holdige α-glykosylceramider, OCH, KRN7000 [(2S,3S,4R)-1-O-(α-D-galaktopyranosyl)-2-(N-heksa-
cosanoylamino)-1,3,4-oktadekantriol], CRONY-101, 3"-O-sulfo-galaktosylceramid osv. 30 

� Et gamma-inulin [123] eller derivat derav, så som algammulin. 
� En forbindelse med formel I, II eller III, eller et salt derav: 
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slik som definert i litteraturhenvisning 124, så som "ER 803058", "ER 803732", "ER 804053", "ER 
804058", "ER 804059", "ER 804442", "ER 804680", "ER 804764", "ER 803022" eller "ER 804057", f.eks.: 

 

 5 

� Derivater av lipid A fra Escherichia coli så som OM-174 (beskrevet i litteraturhenvisningene 125 og 
126). 

� En formulering av et kationisk lipid og et (vanligvis nøytralt) ko-lipid, så som aminopropyl-dimetyl-
myristoleyloksy-propanaminiumbromid-difytanoylfosfatidyl-etanolamin ("Vaxfectin™") eller 
aminopropyl-dimetyl-bis-dodekyloksy-propanaminiumbromid-dioleoylfosfatidyl-etanolamin ("GAP-10 

DLRIE:DOPE"). Formuleringer som inneholder (±)-N-(3-aminopropyl)-N,N-dimetyl-2,3-bis(syn-9-
tetradeceneyloksy)-1-propanaminiumsalter er foretrukket [127]. 

� Forbindelser som inneholder lipider bundet til en fosfat-holdig acyklisk grunnstruktur, så som TLR4-
antagonisten E5564 [128,129]: 
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[0065] Disse og andre adjuvant-aktive substanser diskuteres i større detalj i litteraturhenvisningene 
133 og 134. 

[0066] Ajuvant(er) for bruk ifølge foreliggende oppfinnelse kan være modulatorer og/eller agonister 
av Toll-Lignede Receptorer (TLR). De kan for eksempel være agonister av ett eller flere humane proteiner valgt 5 

fra TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 og/eller TLR9. Foretrukne midler er agonister av TLR7 (f.eks. 
imidazokinoliner) og/eller TLR9 (f.eks. CpG-oligonukleotider). Disse midler er nyttige for å aktivere de naturlige 
immunitetsbaner. 

[0067] En enkelt vaksine kan omfatte to eller flere slike adjuvanter. 
[0068] Antigener og adjuvanter i en sammensetning vil typisk være blandet sammen. 10 

Aluminiumsaltadjuvanter 

[0069] Adjuvantene som er kjent som aluminiumhydroksid og aluminiumfosfat, kan også brukes. 
Disse navnene er konvensjonelle, men brukes kun for enkelthetens skyld, idet ingen av delene er noen nøyaktig 
beskrivelse av den faktiske kjemiske forbindelse som foreligger (se f.eks. kapittel 9 av litteraturhenvisning 133). 
Oppfinnelsen kan benytte seg av hvilke som helst "hydroksid-" eller "fosfat-" adjuvanter som det er vanlig å 15 

bruke som adjuvant. 
[0070] Adjuvantene kjent som "aluminiumhydroksid" er typisk aluminiumoksyhydroksidsalter, som 

vanligvis er i det minste delvis krystallinske. Aluminiumoksyhydroksid, som kan representres ved formel 
AlO(OH), kan skjelnes fra andre aluminiumforbindelser, så som aluminiumhydroksid Al(OH)3, ved bruk av 
infrarød (IR)-spektroskopi, spesielt avhengig av nærværet av et adsorpsjonsbånd ved 1070 cm-1 og en sterk 20 

skulder ved 3090-3100 cm-1 [kapittel 9 av litteraturhenvisning 133]. Krystallinitetsgraden av en 
aluminiumhydroksidadjuvant gjenspeiles i bredden av diffraksjonsbåndet ved halv høyde (WHH), hvor svakt 
krystallinske partikler viser en større linjebredde grunnet mindre krystallittstørrelser. Overflatearealet øker 
med økende WHH, og adjuvanter med høyere WHH-verdier har vist seg å ha større kapasitet for 
antigenadsorpsjon. En fibrøs morfologi (f.eks. slik som man observerer i transmissjonselektronmikrografer) er 25 

typisk for aluminiumhydroksidadjuvanter. pH av aluminiumhydroksidadjuvanter er typisk ca. 11, dvs. at 
adjuvanten selv har en positiv overflateladning ved fysiologisk pH. Adsorptive evner på mellom 1,8-2,6 mg 
protein per mg Al+++ ved pH 7,4 er blitt rapportert for aluminiumhydroksidadjuvanter. 

[0071] Adjuvantene kjent som "aluminiumfosfat" er typisk aluminiumhydroksyfosfater, som ofte 
også inneholder en liten mengde sulfat (dvs. aluminiumhydroksyfosfatsulfat). De kan erholdes ved felning, og 30 

reaksjonsbetingelsene og konsentrasjonene under felningen påvirker erstatningsgraden av hydroksyl med 
fosfat i saltet. Hydroksyfosfater har generelt et molart PO4/Al-forhold mellom 0,3 og 1,2. Hydroksyfosfater kan 
skjelnes fra rent AlPO4 ved at det foreligger hydroksylgrupper. For eksempel tyder et IR-spekterbånd ved 3164 
cm-1 (f.eks. oppvarmet til 200°C) på et nærvær av strukturelle hydroksyler [kap. 9 av litteraturhenvisning 133]. 

[0072] Det molare PO4/Al3+-forhold i en aluminiumfosfatadjuvant vil generelt være mellom 0,3 og 35 

1,2, fortrinnsvis mellom 0,8 og 1,2, og mer foretrukket 0,9 ± 0,1. Aluminiumfosfatet vil generelt være amorft, 
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spesielt hydroksyfosfatsalter. En typisk adjuvant er amorft aluminiumhydroksyfosfat med et molart PO4/Al-
forhold mellom 0,84 og 0,92, medregnet ved 0,6 mg Al3+/ml. Aluminiumfosfatet vil generelt være 
partikkelformet (f.eks. plate-lignende morfologi ifølge observasjoner i en transmisjonselektronmikrograf). 
Typiske diametere av partiklene er i området 0,5-20 �m (f.eks. ca. 5-10 �m) etter en eventuell antigen-
adsorpsjon. Adsorptive kapasiteter mellom 0,7-1,5 mg protein per mg Al+++ ved pH 7,4 er blitt rapportert for 5 

aluminiumfosfatadjuvanter. 
[0073] Punktet med null ladning ("point of zero charge", PZC) av aluminiumfosfat står i inverst 

forhold til graden av substitusjon av hydroksyl med fosfat, og denne substitusjonsgrad kan variere avhengig av 
reaksjonsbetingelsene og konsentrasjonen av reagensmidlene som brukes for å fremstille saltet ved felning. 
PZC kan også endres ved å endre konsentrasjonen av frie fosfationer i oppløsning (mer fosfat = mer surt PZC) 10 

eller ved å tilsette en buffer så som en histidinbuffer (gjør PZC mer basisk). Aluminiumfosfater som brukes 
ifølge oppfinnelsen, vil generelt ha en PZC-verdi mellom 4,0 og 7,0, mer foretrukket mellom 5,0 og 6,5, f.eks. 
omtrent 5,7. 

[0074] Suspensjoner av aluminiumsalter som brukes til å fremstille sammensetninger ifølge 
oppfinnelsen, kan inneholde en buffer (f.eks. en fosfat- eller en histidin- eller en Tris-buffer), men dette er ikke 15 

alltid nødvendig. Suspensjonene er fortrinnsvis sterile og pyrogen-frie. En suspensjon kan omfatte frie vandige 
fosfationer som f.eks. kan foreligge i en konsentrasjon mellom 1,0 og 20 mM, fortrinnsvis mellom 5 og 15 mM 
og mer foretrukket ca. 10 mM. Suspensjonene kan også omfatte natriumklorid. 

[0075] Oppfinnelsen kan bruke en blanding av et aluminiumhydroksid og et aluminiumfosfat, slik 
som i DARONRIX™. I dette tilfelle kan det foreligge mer aluminiumfosfat enn hydroksid, f.eks. i et vektforhold 20 

på minst 2:1, f.eks. ≥5:1, ≥6:1, ≥7:1, ≥8:1, ≥9:1 osv. 
[0076] Konsentrasjonen av Al+++ i en sammensetning for administrasjon til en pasient er fortrinnsvis 

under 10 mg/ml, f.eks. ≤5 mg/ml, ≤4 mg/ml, ≤3 mg/ml, ≤2 mg/ml, ≤1 mg/ml osv. Et foretrukket område er 
mellom 0,3 og 1 mg/ml. Maksimalt 0,85 mg/dose er foretrukket. 

Olje-i-vann-emulsjonsadjuvanter 25 

[0077] Olje-i-vann-emulsjoner har vist seg å være spesielt godt egnet som adjuvanter i 
influensavirusvaksiner. Forskjellige slike emulsjoner er kjent, og de omfatter typisk minst én olje og minst én 
surfaktant, hvor oljen(e) og surfaktanten(e) er biologisk nedbrytbare (metaboliserbare) og biokompatible. 
Oljedråpene i emulsjonen er typisk mindre enn 5 �m i diameter, og kan til og med ha en diameter under én 
mikron, hvor disse små størrelsene oppnås med en mikrofluidiserer for å tilveiebringe stabile emulsjoner. 30 

Dråper med en størrelse under 220 nm foretrekkes, i det de kan underkastes filtreringssterilisering. 
[0078] Oppfinnelsen kan brukes med oljer så som oljer fra et dyr (så som fisk) eller fra en vegetabilsk 

kilde. Kilder for vegetabilske oljer omfatter nøtter, frø og korn. Jordnøttolje, soyabønneolje, kokosnøttolje og 
olivenolje, de lettest tilgjengelige, er eksempler på nøtteoljer. Jojobaolje kan brukes, for eksempel erholdt fra 
jojobabønner. Frøoljer omfatter saffranolje, bomullsfrøolje, solsikkefrøolje, sesamfrøolje og lignende. I 35 

korngruppen er maisolje lettest tilgjengelig, men olje fra andre kornslag så som hvete, havre, rug, ris, teff, 
triticale og lignende kan også brukes. 6-10-karbonfettsyreestere av glycerol og 1,2-propandiol kan, selv om de 
ikke forekommer naturlig i frøoljer, fremstilles ved hydrolyse, separasjon og forestring av de egnede materialer 
utgående fra nøtte- og frøoljer. Fetter og oljer fra pattedyrmelk er metaboliserbare og kan derfor brukes ved 
utøvelse av foreliggende oppfinnelse. Prosedyrene for separasjon, rensing, forsåpning og andre nødvendige 40 

prosedyrer for å erholde rene oljer fra animalske kilder er velkjent innen faget. De fleste fiskearter inneholder 
metaboliserbare oljer som lett kan isoleres. For eksempel er torskeleverolje, haileverolje og hvalolje så som 
spermasett eksempler på de mange fiskeoljer som kan brukes heri. Et antall forgrenede oljer syntetiseres 
biokjemisk i 5-karbonisopren-enheter og benevnes generelt terpenoider. Haileverolje inneholder et forgrenet, 
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umettet terpenoid kjent som skvalen, 2,6,10,15,19,23-heksametyl-2,6,10,14,18,22-tetracosaheksaen, som er 
spesielt foretrukket heri. Skvalan, den mettede analog til skvalen, er også en foretrukken olje. Fiskeoljer, 
medregnet skvalen og skvalan, er lett tilgjengelige fra kilder i handelen eller kan erholdes ved bruk av metoder 
som er kjent innen faget. Andre foretrukne oljer er tokoferolene (se nedenfor). Blandinger av oljer kan brukes. 

[0079] Surfaktanter kan klassifiseres i henhold til sin "HLB" (hydrofil/lipofil-balanse). Foretrukne 5 

surfaktanter ifølge oppfinnelsen har en HLB-verdi på minst 10, fortrinnsvis minst 15 og mer foretrukket minst 
16. Oppfinnelsen kan brukes med surfaktanter omfattende, men ikke begrenset til: polyoksyetylensorbitan-
estersurfaktanter (vanligvis benevnt Tween’er), spesielt polysorbat 20 og polysorbat 80; kopolymerer av 
etylenoksid (EO), propylenoksid (PO) og/eller butylenoksid (BO), solgt under varebetegnelsen DOWFAX™, så 
som rettkjedede EO/PO-blokk-kopolymerer; oktoksynoler, som kan ha forskjellig antall gjentatte etoksy- (oksy-10 

1,2-etandiyl)-grupper, hvor oktoksynol-9 (Triton X-100 eller t- oktylfenoksypolyetoksyetanol) er av spesiell 
interesse; (oktylfenoksy)polyetoksyetanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipider så som fosfatidylkolin (lecitin); 
nonylfenoletoksylater, så som Tergitol™ NP-serien; polyoksyetylenfettsyreetere avledet fra lauryl-, cetyl-, 
stearyl- og oleylalkoholer (kjent som Brij-surfaktanter), så som trietylenglykolmonolauryleter (Brij 30); og 
sorbitanestere (vanlig kjent som SPAN’s), så som sorbitantrioleat (Span 85) og sorbitanmonolaurat. Ikke-ioniske 15 

surfaktanter foretrekkes. Foretrukne surfaktanter for innlemmelse i emulsjonen er Tween 80 
(polyoksyetylensorbitanmonooleat), Span 85 (sorbitantrioleat), lecitin og Triton X-100. 

[0080] Blandinger av surfaktanter kan brukes, f.eks. Tween 80/Span 85-blandinger. En kombinasjon 
av en polyoksyetylensorbitanester så som polyoksyetylensorbitanmonooleat (Tween 80) og en oktoksynol så 
som t-oktylfenoksypolyetoksyetanol (Triton X-100) er også egnet. En annen nyttig kombinasjon omfatter 20 

laureth 9 pluss en polyoksyetylensorbitanester og/eller en oktoksynol. 
[0081] Foretrukne surfaktantmengder (vekt%) er: polyoksyetylensorbitanestere (så som Tween 80) 

0,01 til 1%, spesielt ca. 0,1%; oktyl- eller nonylfenoksypolyoksyetanoler (så som Triton X-100 eller andre 
rensemidler i Triton-serien) 0,001 til 0,1%, spesielt 0,005 til 0,02%; polyoksyetylenetere (så som laureth 9) 0,1 
til 20%, fortrinnsvis 0,1 til 10% og spesielt 0,1 til 1% eller omtrent 0,5%. 25 

[0082] Bestemte olje-i-vann-emulsjonsadjuvanter som er nyttige med oppfinnelsen omfatter, men er 
ikke begrenset til: 

� En submikronisk emulsjon av skvalen, Tween 80 og Span 85. Sammensetningen av emulsjon beregnet 
på volum kan være ca. 5% skvalen, ca. 0,5% polysorbat 80 og ca. 0,5% Span 85. Beregnet på vekten, 
blir disse forhold 4,3% skvalen, 0,5% polysorbat 80 og 0,48% Span 85. Denne adjuvant er kjent som 30 

"MF59" [130-132], slik som det beskrives i større detalj i kapittel 10 av litteraturhenvisning 133 og 
kapittel 12 av litteraturhenvisning 134. MF59-emulsjonen omfatter med fordel citrationer, f.eks. 10 
mM natriumcitratbuffer. 

� En emulsjon av skvalen, en tokoferol og Tween 80. Emulsjonen kan omfatte fosfatbufret saltvann. Den 
kan også omfatte Span 85 (f.eks. 1%) og/eller lecitin. Disse emulsjoner kan ha fra 2 til 10% skvalen, fra 35 

2 til 10% tokoferol og fra 0,3 til 3% Tween 80, og vektforholdet mellom skvalen:tokoferol er 
fortrinnsvis ≤1 (f.eks. 0,90), ettersom dette gir en mer stabil emulsjon. Skvalen og Tween 80 kan 
foreligge i et volumforhold på ca. 5:2, eller i et vektforhold på ca. 11:5. Én slik emulsjon kan fremstilles 
ved å løse opp Tween 80 i PBS for å gi en 2% oppløsning, deretter blande 90 ml av denne oppløsning 
med en blanding av (5g DL-α-tokoferol og 5ml skvalen), og deretter mikrofluidisere blandingen. Den 40 

dannede emulsjon kan ha oljedråper i størrelsesorden submikron, f.eks. med en midlere diameter 
mellom 100 og 250 nm, fortrinnsvis omtrent 180 nm. 

� En emulsjon av skvalen, en tokoferol og et Triton-rensemiddel (f.eks. Triton X-100). Emulsjonen kan 
også omfatte et 3d-MPL (se nedenfor). Emulsjonen kan inneholde en fosfatbuffer. 
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� En emulsjon som omfatter et polysorbat (f.eks. polysorbat 80), et Triton-rensemiddel (f.eks. Triton X-
100) og en tokoferol (f.eks. et α-tokoferolsuksinat). Emulsjonen kan omfatte disse tre komponenter i 
et vektforhold rundt 75:11:10 (f.eks. 750 �g/ml polysorbat 80, 110 �g/ml Triton X-100 og 100 �g/ml α-
tokoferolsuksinat), og disse konsentrasjonene bør innbefatte et hvert bidrag av disse komponenter fra 
antigener. Emulsjonen kan også omfatte skvalen. Emulsjonen kan også omfatte et 3d-MPL (se 5 

nedenfor). Den vandige fase kan inneholde en fosfatbuffer. 
� En emulsjon av skvalan, polysorbat 80 og poloksamer 401 ("Pluronic™ L121"). Emulsjonen kan 

formuleres i fosfatbufret saltvann, pH 7,4. Denne emulsjon er et nyttig leveringsvehikkel for 
muramyldipeptider og er blitt brukt med treonyl-MDP i adjuvanten "SAF-1" [135] (0,05-1% Thr-MDP, 
5% skvalan, 2,5% Pluronic L121 og 0,2% polysorbat 80). Den kan også brukes uten Thr-MDP, slik som i 10 

adjuvanten "AF" [136] (5% skvalan, 1,25% Pluronic L121 og 0,2% polysorbat 80). Mikrofluidisering 
foretrekkes. 

� En emulsjon som omfatter skvalen, et vandig løsemiddel, en hydrofil, ikke-ionisk 
polyoksyetylenalkyleter-surfaktant (f.eks. polyoksyetylen (12)-cetostearyleter) og en hydrofob, ikke-
ionisk surfaktant (f.eks. en sorbitanester eller mannidester, så som sorbitanmonoleat eller "Span 80"). 15 

Emulsjonen er fortrinnsvis termoreversibel og/eller minst 90% av oljedråpene (beregnet på volum) er 
av mindre størrelse enn 200 nm [137]. Emulsjonen kan også omfatte ett eller flere midler valgt fra: 
alditol; et kryobeskyttende middel (f.eks. et sukker, så som dodekylmaltosid og/eller sakkarose); 
og/eller et alkylpolyglykosid. Slike emulsjoner kan lyofiliseres. 

� En emulsjon med fra 0,5-50% olje, 0,1-10% fosfolipid og 0,05-5% ikke-ionisk surfaktant. Slik som det 20 

beskrives i litteraturhenvisning 138, er foretrukne fosfolipidkomponenter fosfatidylkolin, 
fosfatidyletanolamin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol, fosfatidylglycerol, fosfatidinsyre, sfingomyelin 
og kardiolipin. Dråper i størrelsesorden submikron er fordelaktige. 

� En submikronisk olje-i-vann-emulsjon av en ikke-metaboliserbar olje (så som lett mineralolje) og minst 
én surfaktant (så som lecitin, Tween 80 eller Span 80). Additiver kan innlemmes, så som QuilA-25 

saponin, kolesterol, et sapon-i-lipofil-konjugat (så som GPI-0100, beskrevet i litteraturhenvisning 139, 
fremstilt ved tilsetning av alifatisk amin til desacylsaponin via karboksylgruppen av glucuronsyre), 
dimetyldioktadekylammoniumbromid og/eller N,N-dioktadekyl-N,N-bis(2-hydroksyetyl)propandiamin. 

� En emulsjon hvor et saponin (f.eks. QuilA eller QS21) og en sterol (f.eks. en kolesterol) er forbundet 
som heliske miceller [140]. 30 

� En emulsjon som omfatter en mineralolje, en ikke-ionisk lipofil etoksylert fettsyrealkohol, og en ikke-
ionisk hydrofil surfaktant (f.eks. en etoksylert fettsyrealkohol og/eller polyoksyetylen-
polyoksypropylen-blokk-kopolymer) [141]. 

� En emulsjon som omfatter en mineralolje, en ikke-ionisk hydrofil etoksylert fettsyrealkohol og en ikke-
ionisk lipofil surfaktant (f.eks. en etoksylert fettsyrealkohol og/eller polyoksyetylen-polyoksypropylen-35 

blokk-kopolymer) [141]. 

[0083] Foretrukne olje-i-vann-emulsjoner ifølge oppfinnelsen omfatter skvalen. 
[0084] Emulsjonene kan blandes med antigen ekstemporert, på leveringstidspunktet. Dermed kan 

adjuvanten og antigenet holdes atskilt i en forpakket eller distribuert vaksine, klar for endelig formulering på 
brukstidspunktet. Antigenet vil generelt foreligge i vandig form, slik at vaksinen prepareres endelig ved å 40 

blande sammen to væsker. Volumforholdet mellom de to væsker for blanding kan variere (f.eks. mellom 5:1 og 
1:5), men er generelt ca. 1:1. Hvis emulsjonen og antigenet lagres atskilt i et flerdosesett, da kan produktet 
presenteres som et medisinglass som inneholder 2,5 ml emulsjon, og et medisinglass som inneholder 2,5 ml 
vandig antigen, for å blandes sammen for å gi 5 ml adjuvenert vaksine f.eks. 10 x 0,5 ml doser. 
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[0085] Etter sammenblanding av antigenet og adjuvanten, vil hemagglutininantigen generelt forbli i 
vandig oppløsning, men kan fordele seg langs olje/vann-grensen. Generelt vil lite eller intet hemagglutinin tre 
inn i oljefasen av emulsjonen. 

[0086] Hvor en sammensetning omfatter en tokoferol, kan hvilken som helst α-, β-, γ-, δ-, ε- eller ζ-
tokoferol brukes, men α-tokoferolene foretrekkes. Tokoferolen kan foreligge i forskjellige former, f.eks. 5 

forskjellige salter og/eller isomerer. Salter omfatter organiske salter, så som suksinat, acetat, nikotinat osv. 
Både D-α-tokoferol og DL-α-tokoferol kan brukes. Tokoferoler innlemmes med fordel i vaksiner for bruk i eldre 
pasienter (f.eks. i en alder på 60 år eller eldre) fordi det er blitt rapportert at vitamin E har en positiv virkning 
på immunresponsen i denne pasientgruppe [142]. De har også antioksiderende egenskaper som kan hjelpe 
med å stabilisere emulsjonene [143]. En foretrukken α-tokoferol er DL-α-tokoferol, og det foretrukne salt av 10 

denne tokoferol er suksinatet. Suksinatsaltet har vist seg å kooperere med TNF-relaterte ligander in vivo. 
Videre er det kjent at α-tokoferolsuksinat er kompatibelt med influensavaksiner og er nyttige 
konserveringsstoffer som et alternativ til merkurialforbindelser [13]. 

Immunostimulatoriske oligonukleotider 

[0087] Immunostimulatoriske oligonukleotider kan omfatte nukleotidmodifikasjoner/analoger så 15 

som fosforotioatmodifikasjoner, og kan være dobbeltkjedet eller (unntatt RNA) enkeltkjedet. 
Litteraturhenvisningene 144, 145 og 146 beskriver mulige analogsubstitusjoner, f.eks. erstatning av guanosin 
med 2’-deoksy-7-deazaguanosin. Adjuvantvirkningene av CpG-oligonukleotider diskuteres nærmere i 
litteraturhenvisningene 147-152. En CpG-sekvens kan rettes mot TLR9, så som motivet GTCGTT eller TTCGTT 
[153]. CpG-sekvensen kan spesifikt indusere en Th1-immunrespons, så som et CpG-A-ODN (oligodeoksy-20 

nukleotid), den kan mer spesifikt indusere en B-cellerespons, så som et CpG-B-ODN. CpG-A- og CpG-B-ODN’er 
diskuteres i litteraturhenvisningene 154-156. Fortrinnsvis er CpG’et et CpG-A-ODN. Fortrinnsvis er CpG-
oligonukleotidet konstruert slik at 5’-ende er tilgjengelig for receptorgjenkjenning. Valgfritt kan to CpG-
oligonukleotidsekvenser være forbundet i sin 3’-ende for å danne "immunomerer". Se for eksempel 
litteraturhenvisningene 153 og 157-159. En nyttig CpG-adjuvant er CpG7909, også kjent som ProMune™ (Coley 25 

Pharmaceutical Group, Inc.). 
[0088] Som et alternativ, eller i tillegg, til bruk av CpG-sekvenser, kan det brukes TpG-sekvenser 

[160]. Disse oligonukleotider kan være frie for umetylerte CpG-motiver. 
[0089] Det immunostimulatoriske oligonukleotid kan være rikt på pyrimidin. Det kan for eksempel 

omfatte flere enn ett tymidinnukleotid på rad (f.eks. TTTT, slik som det beskrives i litteraturhenvisning 160), 30 

og/eller det kan ha en nukleotidsammensetning med >25% tymidin (f.eks. >35%, >40%, >50%, >60%, >80% 
osv.). Det kan for eksempel omfatte flere enn ett cytosinnukleotid på rad (f.eks. CCCC, slik som det beskrives i 
litteraturhenvisning 160), og/eller det kan ha en nukleotidsammensetning med >25% cytosin (f.eks. >35%, 
>40%, >50%, >60%, >80% osv.). Disse oligonukleotider kan være frie for umetylerte CpG-motiver. 

[0090] Immunostimulatoriske oligonukleotider vil typisk omfatte minst 20 nukleotider. De kan 35 

omfatte færre enn 100 nukleotider. 
[0091] En spesielt nyttig adjuvant basert på immunostimulatoriske oligonukleotider er kjent som 

IC31™ [161]. Således kan en adjuvant som brukes med oppfinnelsen, omfatte en blanding av (i) et 
oligonukleotid (f.eks. mellom 15-40 nukleotider) omfattende minst ett (og fortrinnsvis flere) CpI-motiver, og (ii) 
en polykationisk polymer, så som et oligopeptid (f.eks. mellom 5-20 aminosyrer) omfattende minst én (og 40 

fortrinnsvis flere) Lys-Arg-Lys-tripeptidsekvens(er). Oligonukleotidet kan være et deoksynukleotid som omfatter 
26-mer sekvens 5’-(IC)13-3’ (SEQ ID NO: 14). Den polykationiske polymer kan være et peptid som omfatter 11-
mer aminosyresekvens KLKLLLLLKLK (SEQ ID NO: 15). 
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3 de-O-acylert monofosforyllipid A 

[0092] 3dMPL (også kjent som 3 de-O-acylert monofosforyllipid A eller 3-O-desacyl-4’-
monofosforyllipid A) er en adjuvant hvor posisjon 3 av glukosamin-reduserende ende i monofosforyllipid A er 
blitt de-acylert. 3dMPL er blitt preparert fra heptosemanglende mutant av Salmonella minnesota, og har 
kjemisk likhet med lipid A, men mangler en syrelabil fosforylgruppe og en base-labil acylgruppe. Det aktiverer 5 

celler fra monocytt/makrofag-linje og stimulerer frigivning av flere cytokiner, medregnet IL-1, IL-12, TNF-α og 
GM-CSF (se også litteraturhenvisning 162). Fremstilling av 3dMPL ble opprinnelig beskrevet i 
litteraturhenvisning 163. 

[0093] 3dMPL kan ha form av en blanding av beslektede molekyler med forskjellig acylering (f.eks. 
med 3, 4, 5 eller 6 acylkjeder, som kan ha forskjellig lengde). De to glukosamin- (også kjent som 2-deoksy-2-10 

aminoglukose) monosakkarider er N-acylert i sine karboner i 2-posisjon (dvs. i posisjon 2 og 2’), og det 
foreligger også O-acylering i 3’-posisjon. Gruppen bundet til karbon 2 har formel -NH-CO-CH2-CR1R1’. Gruppen 
bundet til karbon 2’ har formel -NH-CO-CH2-CR2R2’. Gruppen bundet til karbon 3’ har formel -O-CO-CH2CR3R3’. 
En representativ struktur er: 

 15 

[0094] Hver av gruppene R1, R2 og R3 er uavhengig -(CH2)n-CH3. Verdien av n er fortrinnsvis mellom 8 
og 16, mer foretrukket mellom 9 og 12, og er mest foretrukket 10. 

[0095] Hver gruppe R1’, R2’ og R3’ kan uavhengig være: (a) -H; (b) -OH eller (c) -O-CO-R4, hvor R4 er 
enten -H eller -CH2)m-CH3, hvor verdien av m fortrinnsvis er mellom 8 og 16, og mer foretrukket er 10, 12 eller 
14. I 2-posisjon er m fortrinnsvis 14. I 2’-posisjon er m fortrinnsvis 10. I 3’-posisjon er m fortrinnsvis 12. 20 

Gruppene R1’, R2’ og R3’ er dermed fortrinnsvis -O-acylgrupper fra dodekanoinsyre, tetradekanoinsyre eller 
heksadekanoinsyre. 

[0096] Når hver R1’, R2’ og R3’ er –H, da har 3dMPL’et kun 3 acylkjeder (én hver i posisjon 2, 2’ og 3’). 
Når kun to av R1’, R2’ og R3’ er –H, da kan 3dMPL’et ha 4 acylkjeder. Når kun én av R1’, R2’ og R3’ er –H, da kan 
3dMPL’et ha 5 acylkjeder. Når ingen av R1’, R2’ og R3’ er –H, da kan 3dMPL’et ha 6 acylkjeder. 3dMPL-25 

adjuvanten som brukes i henhold til oppfinnelsen, kan være en blanding av disse former, med fra 3 til 6 
acylkjeder, men det foretrekkes å innlemme 3dMPL med 6 acylkjeder i blandingen, og spesielt å sikre at 
heksaacylkjedeformen utgjør minst 10 vekt% av det samlede 3dMPL, f.eks. ≥ 20%, ≥30%, ≥40%, ≥50% eller mer. 
3dMPL’er med 6 acylkjeder har vist seg å være den mest adjuvant-aktive form. 

[0097] Den mest foretrukne form for 3dMPL for innlemmelse i sammensetninger ifølge oppfinnelsen 30 

er således: 
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[0098] Når 3dMPL brukes i form av en blanding, da viser henvisninger til mengder eller 
konsentrasjoner av 3dMPL i sammensetninger ifølge oppfinnelsen, til den samlede mengde 3dMPL-arter i 
blandingen. 

[0099] I vandige betingelser kan 3dMPL danne micellære aggregater eller partikler med forskjellige 5 

størrelser, f.eks. med diameter <150 nm eller >500 nm. Hver av disse eller begge deler kan brukes med 
oppfinnelsen, og rutinemessige assayer vil kunne gi utsagn om hvilke partikler som er bedre egnet. Mindre 
partikler (f.eks. tilstrekkelig små til å gi en klar vandig suspensjon av 3dMPL) foretrekkes for bruk ifølge 
oppfinnelsen, på grunn av sin overlegne aktivitet [164]. Foretrukne partikler har en midlere diameter under 220 
nm, mer foretrukket under 200 nm eller under 150 nm eller under 120 nm, og kan til og med ha en midlere 10 

diameter under 100 nm. I de fleste tilfeller vil den midlere diameter imidlertid ikke være mindre enn 50 nm. 
Disse partikler er tilstrekkelig små til å være egnet for filtrasjonssterilisering. Partikkeldiameteren kan 
bedømmes ved bruk av rutinemessige teknikker for dynamisk lysspredning, som viser den midlere 
partikkeldiameter. Når det sies at en partikkel har en diameter på x nm, vil det generelt foreligge en fordeling 
av partikler rundt denne midlere størrelse, men minst 50% av antallet partikler (f.eks. ≥60%, ≥70%, ≥80%, ≥90% 15 

eller mer) av partiklene vil ha en diameter i området ±25%. 
[0100] 3dMPL kan med fordel brukes i kombinasjon med en olje-i-vann-emulsjon. I det vesentlige 

alle 3dMPL’er kan være lokalisert i den vandige fase av emulsjonen. 
[0101] 3dMPL’et kan brukes alene eller i kombinasjon med én eller flere ytterligere forbindelser. Det 

er for eksempel kjent å bruke 3dMPL i kombinasjon med saponinet QS21-saponin [165] (også i en olje-i-vann-20 

emulsjon [166]), med et immunostimulatorisk oligonukleotid, med både QS21 og et immunostimulatorisk 
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oligonukleotid, med aluminiumfosfat [167], med aluminiumhydroksid [168] eller med både aluminiumfosfat og 
aluminiumhydroksid. 

Farmasøytiske sammensetninger 

[0102] Sammensetninger ifølge oppfinnelsen er farmasøytisk akseptable og foreligger typisk i vandig 
form. De kan omfatte komponenter i tillegg til antigenet (og, hvor passende, adjuvanten), f.eks. omfatter de 5 

typisk én eller flere farmasøytiske bærer(e) og/eller eksipiens(er). En grundig diskusjon av slike komponenter 
finnes i litteraturhenvisning 169. 

[0103] Sammensetningen kan omfatte konserveringsmidler så som tiomersal (f.eks. i mengden 10 
�g/ml) eller 2-fenoksyetanol. Det foretrekkes imidlertid at vaksinen er i det vesentlige fri for (dvs. mindre enn 5 
�g/ml) merkurialmateriale, f.eks. tiomersal-fritt [13,170]. Vaksiner som ikke inneholder noe kvikksølv er mer 10 

foretrukket. Vaksiner som er frie for konserveringsmidler, er spesielt foretrukne. 
[0104] For å regulere tonisiteten, foretrekkes det å innlemme et fysiologisk salt, så som et 

natriumsalt. Natriumklorid (NaCl) er foretrukket, og kan foreligge i en mengde mellom 1 og 20 mg/ml. Andre 
salter som kan foreligge, omfatter kaliumklorid, kaliumdihydrogenfosfat, dinatriumfosfatdehydrat, 
magnesiumklorid, kalsiumklorid osv. 15 

[0105] Sammensetninger vil generelt ha en osmolalitet mellom 200 mOsm/kg og 400 mOsm/kg, 
fortrinnsvis mellom 240-360 mOsm/kg, og vil mer foretrukket ligge i området 290-310 mOsm/kg. Det er 
tidligere blitt rapportert at osmolalitet ikke har noen innvirkning på smerter forårsaket av vaksinasjon [171], 
men det foretrekkes allikevel å holde osmolaliteten i dette området. 

[0106] Sammensetninger kan omfatte én eller flere buffere. Typiske buffere omfatter: en 20 

fosfatbuffer; en Tris-buffer; en boratbuffer; en suksinatbuffer; en histidinbuffer (spesielt med en 
aluminiumhydroksidadjuvant); eller en citratbuffer. Buffere vil typisk innlemmes i mengdeområdet 5-20 mM. 

[0107] pH av en sammensetning vil generelt være mellom 5,0 og 8,1, og mer typisk mellom 6,0 og 
8,0, f.eks. mellom 6,5 og 7,5 eller mellom 7,0 og 7,8. En fremgangsmåte kan derfor omfatte et trinn hvor pH av 
bulkvaksinen justeres før forpakning. 25 

[0108] Sammensetningen er fortrinnsvis steril. Sammensetningen er fortrinnsvis ikke-pyrogen, idet 
den f.eks. inneholder <1 EU (endotoksinenhet, et standardmål) per dose og fortrinnsvis <0,1 EU per dose. 
Sammensetningen er fortrinnsvis glutenfri. 

[0109] Sammensetningen kan omfatte materiale for én enkelt immunisering, eller kan omfatte 
materiale for flere immuniseringer (dvs. et "flerdose"-sett f.eks. for 10 doser). Innlemmelse av et 30 

konserveringsmiddel er å foretrekke i flerdosearrangementer. Som et alternativ (eller i tillegg) til å innlemme et 
konserveringsmiddel i flerdosesammensetninger, kan sammensetningene foreligge i en beholder som har en 
aseptisk adaptor for uttak av materiale. 

[0110] Influensavaksiner administreres typisk i et doseringsvolum rundt 0,5 ml, selv om det kan 
administreres en halv dose (dvs. ca. 0,25 ml), for eksempel til barn (f.eks. opptil en alder på 36 måneder). 35 

[0111] Sammensetninger og sett lagres fortrinnsvis ved mellom 2°C og 8°C. De bør ikke fryses. De bør 
ideelt holdes unna direkte lysstråling. 

Sett 

[0112] Sett kan inneholde flere enn én sammensetning ifølge oppfinnelsen, f.eks. en 
primersammensetning og en boostersammensetning. De to komponentene av settet vil holdes atskilt, i det de 40 

administreres til pasienten på vesentlig forskjellige tidspunkter. 
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[0113] Hver enkelt vaksine i et sett kan være klar for bruk eller kan være klar for ekstemporær 
klargjøring på leveringstidspunktet. Dette ekstemporære arrangement gjør det mulig å holde adjuvanten og 
antigenet atskilt inntil brukstidspunktet, hvilket er spesielt nyttig når en benytter seg av en olje-i-vann-
emulsjonsadjuvant. 

[0114] Når en vaksine fremstilles ekstemporært, er dens komponenter fysisk atskilte fra hverandre i 5 

settet, og denne atskillelse kan oppnås på forskjellige måter. For eksempel kan de to komponenter foreligge i 
to atskilte beholdere, så som medisinglass, f.eks. et antigenglass og et emulsjonsglass. Innholdet i de to 
glassene kan deretter blandes f.eks. ved å fjerne innholdet i ett glass og tilsette det til det andre glass, eller ved 
å atskilt fjerne innholdet i begge glassene og blande dem sammen i en tredje beholder. I et foretrukket 
arrangement foreligger én av settets komponenter i en sprøyte og den andre i en beholder så som et 10 

medisinglass. Sprøyten kan brukes (f.eks. med en nål) til å innføre sitt innhold i den andre beholder for 
sammenblanding, og blandingen kan deretter trekkes ut i sprøyten. Det blandede innhold i sprøyten kan 
deretter administreres til en pasient, typisk via en ny steril nål. Forpakning av én komponent i en sprøyte 
fjerner behovet for å bruke en separat sprøyte for administrasjon til pasienten. 

[0115] I et annet foretrukket arrangement, holdes de to komponentene sammen men atskilt i 15 

samme sprøyte, f.eks. en tokammers sprøyte, slik som hva som beskrives i litteraturhenvisningene 172-179 osv. 
Når sprøyten aktueres (f.eks. under administrasjon til en pasient), blandes innholdet i de to kamrene sammen. 
Dette arrangement unngår behovet for et atskilt blandetrinn på brukstidspunktet. 

[0116] Når en vaksine fremstilles ekstemporært, vil dens bestanddeler generelt foreligge i vandig 
form. I enkelte arrangementer foreligger en komponent (typisk antigenkomponenten heller enn 20 

adjuvantkomponenten) i tørr form (f.eks. i lyofilisert form), mens den andre komponent foreligger i vandig 
form. De to komponentene kan blandes for å reaktivere den tørre komponent og gi en vandig sammensetning 
for administrasjon til en pasient. En lyofilisert komponent vil generelt plasseres i et glass, heller enn en sprøyte. 
Tørkede komponenter kan inneholde stabilisatorer så som laktose, sakkarose eller mannitol, samt blandinger 
derav, f.eks. laktose/sakkarose-blandinger, sakkarose/mannitol-blandinger osv. Ett mulig arrangement benytter 25 

seg av en vandig adjuvantkomponent i en forhåndsfylt sprøyte, og en lyofilisert antigenkomponent i et glass. 

Forpakning av sammensetninger eller bestanddelene i et sett 

[0117] Egnede beholdere for sammensetninger ifølge oppfinnelsen (eller bestanddelene i et sett) 
omfatter medisinglass, sprøyter (f.eks. éngangssprøyter), nesesprayer osv. Disse beholdere bør være sterile. 

[0118] Når en sammensetning/komponent plasseres i et medisinglass, er dette fortrinnsvis lagd av et 30 

glass- eller plastmateriale. Medisinglasset steriliseres fortrinnsvis før sammensetningen fylles i den. For å unngå 
problemer med lateks-følsomme pasienter, forsegles glass fortrinnsvis med lateks-fri kork, og fravær av lateks i 
alt forpakningsmateriale er å foretrekke. Glasset kan omfatte én enkelt dose av vaksine, eller den kan omfatte 
flere enn én dose (et "flerdose"-glass), f.eks. 10 doser. Foretrukne medisinglass er fremstilt av fargeløst glass. 

[0119] Et glass kan ha en kork (f.eks. en Luer-lås) tilpasset slik at en forhåndsfylt sprøyte kan innføres 35 

i korken, innholdet i sprøyten kan sprøytes inn i glasset (f.eks. for å rekonstituere lyofilisert materiale deri), og 
innholdet i glasset kan fjernes tilbake inn i sprøyten. Etter fjerning av sprøyten fra glasset, kan det festes en nål, 
og sammensetningen kan administreres til en pasient. Lokket er fortrinnsvis plassert i en forsegling eller et 
deksel, slik at forseglingen eller dekselet må fjernes for å få tilgang til lokket. Et glass kan ha et lokk som 
muliggjør aseptisk fjerning av dets innhold, spesielt for flerdoseglass. 40 

[0120] Når en sammensetning/komponent pakkes i en sprøyte, kan sprøyten ha en nål festet på seg. 
Hvis det ikke er festet noen nål, kan det leveres en atskilt nål med sprøyten for sammensetning og bruk. En slik 
nål kan være forsynt med kappe. Sikkerhetsnåler foretrekkes. 1-inch 23-gauge, 1-inch 25-gauge og 5/8-inch 25-
gauge nåler er typiske. Sprøyter kan utstyres med avtakbare etiketter hvor batchnumret, influensasesongen og 
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utløpsdatoen kan være trykket på, for å forenkle dokumentasjonen. Stempelet i sprøyten har fortrinnsvis en 
plugg for å hindre at stempelet fjernes ved et uhell under aspirasjonen. Sprøytene kan ha en kapsel og/eller et 
stempel av lateksgummi. Énveis sprøyter inneholder én enkelt vaksinedose. Sprøyten vil generelt ha en kapsel 
rundt tuppen for å forsegle tuppen før nålen festes, og tuppkapselen er fortrinnsvis fremstilt av butylgummi. 
Hvis sprøyten og nålen forpakkes atskilt, da er nålen fortrinnsvis utstyrt med en butylgummikappe. Foretrukne 5 

sprøyter er slike som markedsføres under handelsbetegnelsen "Tip-Lok"™. Butylgummi er også et egnet 
materiale for korker til medisinglass, f.eks. i flerdosesett. 

[0121] Beholderne kan merkes for å vise et halvdosevolum, f.eks. for å forenkle levering til barn. For 
eksempel kan en sprøyte som inneholder en 0,5 ml-dose, ha en markering som viser et 0,25 ml volum. 

[0122] Når det brukes en glassbeholder (f.eks. en sprøyte eller et medisinglass), da foretrekkes det å 10 

bruke en beholder av et borsilikatglass heller enn av et sodakalkglass. 
[0123] Et sett eller en sammensetning kan forpakkes (f.eks. i samme eske) med en brosjyre som 

inneholder detaljer om vaksinen, f.eks. veiledning for administrasjon, detaljer om antigenene i vaksinen osv. 
Veiledningene kan også omfatte en advarsel, f.eks. om å holde en oppløsning av adrenalin lett tilgjengelig i 
tilfelle anafylaktisk reaksjon etter vaksinasjonen osv. 15 

Administrasjon av vaksinen 

[0124] Sammensetninger ifølge oppfinnelsen er egnet for administrasjon til humane pasienter. 
[0125] Immunresponsen som utløses ifølge oppfinnelsen, vil generelt omfatte en antistoffrespons, 

fortrinnsvis en beskyttende antistoffrespons. Fremgangsmåter for å bedømme antistoffresponser, den 
nøytraliserende evne og beskyttelsen etter vaksinasjon mot influensavirus, er velkjent innen faget. 20 

Undersøkelser på mennesker har vist at antistofftitere mot hemagglutinin av humant influensavirus korrelerer 
med beskyttelsen (en hemagglutinasjons-inhiberingstiter rundt 30-40 i en serumprøve gir ca. 50% beskyttelse 
mot smitte med et homologt virus) [180]. Antistoffresponser måles typisk i henhold til 
hemagglutinasjonsinhibering, mikronøytralisasjon, ved "single radial immunodiffusion" (SRID) og/eller ved 
"single radial hemolysis" (SRH). Disse assayteknikkene er velkjent innen faget. 25 

[0126] Sammensetninger ifølge oppfinnelsen kan administreres på forskjellige måter. Den mest 
foretrukne immuniseringsrute er via intramuskulær injeksjon (f.eks. i armen eller benet), men andre 
tilgjengelige ruter omfatter subkutan injeksjon, intranasal [181-183], oral [184], intradermal [185,186], 
transkutan, transdermal [187] osv. 

[0127] Vaksiner ifølge oppfinnelsen kan brukes til å behandle både barn og voksne. Influensavaksiner 30 

anbefales for tiden for bruk ved pediatrisk og voksenimmunisering, fra en alder på 6 måneder. Dermed kan 
pasienten være mindre enn 1 år gammel, 1-5 år gammel, 5-15 år gammel, 15-55 år gammel eller minst 55 år 
gammel. Foretrukne pasienter for å motta vaksinene er eldre (f.eks. ≥50 år gammel, ≥60 år gammel, 
fortrinnsvis ≥65 år gammel), unge (f.eks. ≤5 år gammel), sykehuspasienter, helsepersonell, væpnet og militært 
personell, gravide kvinner, kronisk syke, pasienter med immunsvikt, pasienter som har tatt en antiviral 35 

forbindelse (f.eks. en oseltamivir- eller zanamivirforbindelse; se nedenfor) de 7 siste dagene før de mottar 
vaksinen, personer med eggeallergi og personer som skal reise til utlandet. Vaksinene er imidlertid ikke egnet 
bare for disse gruppene, og kan brukes mer generelt i en populasjon. For pandemiske stammer foretrekkes en 
administrasjon til alle aldersgrupper. 

[0128] Foretrukne sammensetninger ifølge oppfinnelsen tilfredsstiller 1, 2 eller 3 av CPMP-kriteriene 40 

for virkning. I voksne (18-60 år) er disse kriteriene: (1) ≥70% serobeskyttelse; (2) ≥40% serokonversjon; og/eller 
(3) en ≥2,5-foldig heving av GMT. I eldre (>60 år) er disse kriteriene: (1) ≥60% serobeskyttelse; (2) ≥30% 
serokonversjon; og/eller (3) ≥2-foldig hevet GMT. Disse kriteriene baserer seg på åpne studier med minst 50 
pasienter. 
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[0129] I primer-booster-utførelser ifølge oppfinnelsen underkastes en pasient en flerdosekur. I en 
flerdosekur kan de forskjellige dosene gis via samme eller forskjellige ruter, f.eks. en parenteral primer og 
mukosal booster, en mukosal primer og parenteral booster osv. Flere doser vil typisk administreres med minst 
1 ukes mellomrom (f.eks. ca. 2 uker, ca. 3 uker, ca. 4 uker, ca. 6 uker, ca. 8 uker, ca. 10 uker, ca. 12 uker, ca. 16 
uker osv.). 5 

[0130] Når oppfinnelsen omfatter å immunisere (booste) en pasient som tidligere er blitt immunisert 
mot en annen H5-klade, kan boosterdosen gis flere måneder etter den forrige dosen, f.eks. minst 6 måneder, 9 
måneder, 12 måneder, 18 måneder, 24 måneder, 36 måneder, 48 måneder, 60 måneder eller mer. 

[0131] I utførelser hvor en sammensetning omfatter HA fra flere enn én klade av H5-influensa A-
virus, kan denne sammensetningen administreres ved bruk av en enkeltdose- eller flerdosebehandling. 10 

Administrasjon av flere doser enn én (typisk to doser) er spesielt nyttig i immunologisk naive pasienter, f.eks. 
for mennesker som aldri har blitt vaksinert mot influensa tidligere, eller for å vaksinere mot en ny HA-subtype 
så som H5. Slik som ovenfor, vil flere doser typisk administreres med minst 1 ukes mellomrom (f.eks. ca. 2 uker, 
ca. 3 uker, ca. 4 uker, ca. 6 uker, ca. 8 uker, ca. 10 uker, ca. 12 uker, ca. 16 uker osv.). 

[0132] Sammensetninger ifølge oppfinnelsen kan administreres til pasienter i det vesentlige samtidig 15 

som (f.eks. under samme medisinske konsultasjon eller besøk hos en helsemedarbeider eller et 
vaksinasjonssenter) andre vaksiner, f.eks. i det vesentlige samtidig som en vaksine mot meslinger, kusma, røde 
hunder, MMR, vannkopper, MMRV, difteri, tetanus, kikhoste, DTP, en vaksine av konjugert H.influensae-type b, 
en vaksine med inaktivert poliovirus, en vaksine mot hepatitt B-virus, en meningokokk-konjugatvaksine (så som 
en fireverdig A-C-W135-Y-vaksine), en respiratorisk syncytialvirusvaksine, en pneumokokk-konjugatvaksine osv. 20 

Administrasjon på i det vesentlige samme tidspunkt som en pneumokokkvaksine eller en meningokokkvaksine 
er spesielt nyttig i eldre pasienter. 

[0133] På lignende måte kan sammensetninger ifølge oppfinnelsen administreres til pasienter i det 
vesentlige samtidig som (f.eks. under samme medisinske konsultasjon eller besøk hos en helsemedarbeider) en 
antiviral forbindelse, og spesielt en antiviral forbindelse som er aktiv mot influensavirus (f.eks. oseltamivir 25 

og/eller zanamivir). Disse antivirale stoffer omfatter neuraminidaseinhibitorer, så som (3R,4R,5S)-4-
acetylamino-5-amino-3(1-etylpropoksy)-1-cykloheksen-1-karboksylsyre eller 5-(acetylamino)-4-
[(aminoiminometyl)amino]-2,6-anhydro-3,4,5-trideoksy-D-glycero-D-galaktonon-2-enonsyre, medregnet estere 
derav (f.eks. etylestere) og salter derav (f.eks. fosfatsalter). En foretrukken antiviral forbindelse er (3R,4R,5S)-4-
acetylamino-5-amino-3-(1-etylpropoksy)-1-cykloheksen-1-karboksylsyreetylester, fosfat (1:1), også kjent som 30 

oseltamivirfosfat (TAMIFLU™). 

Generelt 

[0134] Begrepet"omfatter" omfavner både "inneholder" og "består av", f.eks. kan en sammensetning 
"som omfatter" X bestå utelukkende av X, eller kan omfatte noe mer, f.eks. X + Y. 

[0135] Begrepet "i det vesentlige" utelukker ikke "fullstendig", f.eks. kan en sammensetning som er 35 

"i det vesentlige fri" for Y være fullstendig fri for Y. Hvor det er nødvendig, kan begrepet "i det vesentlige" 
utelates fra definisjonen ifølge oppfinnelsen. 

[0136] Begrepet "omtrent" eller "ca." i sammenheng med en numerisk verdi x betyr for eksempel 
x±10%. 

[0137] Hvis intet annet er uttrykkelig nevnt, krever en prosess som omfatter et trinn med å blande 40 

sammen to eller flere komponenter, ingen bestemt blanderekkefølge. Dermed kan komponentene blandes 
sammen i hvilken som helst rekkefølge. Når det finnes tre komponenter, da kan to komponenter blandes 
sammen med hverandre og deretter kan kombinasjonen slås sammen med den tredje komponent osv. 
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[0138] Når det brukes animalske (og spesielt bovine) materialer ved dyrking av celler, bør disse 
erverves fra kilder som er frie for overførbare spongiforme encefalopatier "transmissible spongiform 
encaphalopathies" (TSE’er), og spesielt frie for bovin spongiform encefalopati (BSE). På det hele foretrekkes det 
å dyrke celler i fullstendig fravær av dyreavledede materialer. 

[0139] Når en forbindelse administreres til kroppen som en del av en sammensetning, da kan denne 5 

forbindelsen alternativt erstattes med en egnet prodroge. 
[0140] Når et cellesubstrat brukes for reassortering eller reversgenetiske prosedyrer, er det 

fortrinnsvis blitt godkjent for bruk ved fremstilling av vaksiner for mennesker, f.eks. slik som i Ph Eur general 
kapittel 5.2.3. 

KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE 10 

[0141] Fig 1 og 2 viser fylogenetiske tre av H5-stammer, hentet fra litteraturhenvisningene 3 og 189. 

MÅTER Å UTØVE OPPFINNELSEN 

Studie I på mennesker 

[0142] Pasienter ble immunisert med en influensavaksine fremstilt fra H5N3-stamme 
A/and/Singapore/1997 (klade 0). Vaksinen var enten uten adjuvant (gruppe 2) eller med MF59-olje-i-15 

vannemulsjon som adjuvant (gruppe 1). En tredje gruppe pasienter (gruppe 3) fikk ingen H5N3-vaksine. 
[0143] I en senere influensasesong (minst 6 år senere) ble pasienter immunisert med en 

influensavaksine fremstilt fra en H5N1-stamme (A/Vietnam/1194/2004 = klade 1; klade 2 kunne også brukes). 
To doser ble administrert, på dag 0 og 21, som hver inneholdt 7,5 �g hemagglutinin og MF59-adjuvant. Pre- og 
post-vaksinasjonsantistoffer mot antigent diverse H5-virus ble målt i henhold til hemagglutinasjonsinhibisjon 20 

(HAI), nøytraliserende antistoff (MN) og "single radial hemolysis" (SRH). 
[0144] Resultatene vises i tabell I. I korthet bygget pasienter som tidligere var blitt primet med klade 

0-vaksinen, opp en bedre og raskere immunrespons mot den nye kladen, enn de ikke-primede pasientene. I 
den primede gruppen, kunne pasienter som hadde mottatt en primende dose med adjuvant, bygge opp en 
bedre immunrespons enn pasienter som hadde mottatt en primende dose uten adjuvant. 25 

[0145] Geometriske midlere antistofftitere og seroresponser var signifikant høyere i primede 
individer enn i ikke-primede individer. På dag 7 etter én vaksinedose, hadde ≥80% av pasientene i gruppe 1 
oppnådd serobeskyttende HAI-titere ≥1:40 mot alle testede fugle-H5-virusklader 1, 2.1, 2.2 og 2.3, liksom også 
mot det opprinnelige A/and/Singapore/97-klade 0-antigen. Videre var det ingen tegn som tydet på at primede 
individer reagerte foretrukket mot sitt opprinnelige primende antigen, hvilket mildnet bekymringer om 30 

"original antigenic sin" [190]. 
[0146] Det er dermed mulig å raskt indusere beskyttende antistoffresponser mot forskjellige 

influensa H5N1-virus etter én vaksinedose i individer som er blitt primet flere år tidligere med vaksine fremstilt 
fra en stamme i en annen H5-klade, som ligger antigent og genetisk fjernt. 

[0147] Ytterligere detaljer om denne kliniske studie finnes i litteraturhenvisning 191. Slik som det 35 

bemerkes deri var de geometrisk midlere titere av antistoffer mot en klade 1-stamme eller en klade 2.2-
stamme signifikant høyere blant de primede individene (gruppene 1 og 2) enn blant de ikke-primede individene 
(gruppe 0). Fra dag 14 og videre, var titerne av antistoffer mot begge virusene signifikant høyere i den 
adjuvant-primede gruppen (gruppe 1) enn i gruppen som ble primet uten adjuvant (gruppe 2). De høyeste 
titerne ble observert på dag 14 i gruppe 1. Man observerte intet forhold mellom post-vaksinasjonstiteren og 40 
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antallet tidligere doser av H5N3-vaksine eller deres antigeninnhold. På dag 7 hadde minst 80% av pasientene i 
gruppe 1 titere på minst 1:40 mot alle de testede villtypevirusene ifølge et hemagglutinasjonsinhibisjonsassay. 

[0148] Modellering av pandemisk spredning viser at den maksimale reduksjon av viral overføring 
oppnås ved å indusere en respons innen 2 uker etter utbrudd av pandemien. Ettersom det ville være 
nødvendig med to doser av vaksinen, ville en rask vaksineutdeling dermed bli vanskelig. Denne studie på 5 

mennesker tyder imidlertid på at priming av individer med H5-antigen (spesielt H5-antigen med adjuvant) 
induserer en raskt mobilisert, langvarig immunhukommelse etter administrasjon av en lavt dosert, antigent 
forskjellig (en annen H5-HA-klade) vaksine. 

[0149] I videre undersøkelser påviste man hukommelses-B-celler som var kryssreaktive mot 
A/Vietnam/1194/2004-klade 1-H5N1 med en sammenlignbar hyppighet i blodet av alle tre pasientgruppene på 10 

bunnlinjen. Tre uker etter den første boosterdose, oppviste imidlertid pasientene i gruppe 1 signifikant flere 
H5N1-spesifikke hukommelses-B-celler enn gruppe 2 og 3, hvilket tydet på at tidlig priming med H5N3-vaksine 
med adjuvant hadde indusert en samling av hukommelses-B-celler med en høyere kryssreaktivitet med H5N1. 
Gjennomgående hadde pasienter i gruppe 1 raskere og sterkere antistoffresponser enn pasientene i gruppe 2 
og 3, og pasientene i gruppe 1 og 2 reagerte signifikant bedre og raskere enn pasienter i gruppe 3. På dag 7 15 

etter én dose av klade 1-vaksinen, hadde alle pasientene i gruppe 1 oppnådd serokonversjon mot flere antigent 
forskjellige og høyt patogene villtypevirus fra kladene 0, 1, 2.1.3, 2.2 og 2.3.4, mens lignende serokonversjon i 
gruppe 2 ikke ble observert før på dag 14. Omvendt var det for pasientene i gruppe 3 nødvendig med to doser 
av klade 1-vaksinen for å oppnå 80% serokonversjonsrater mot klade 0- og klade 1-virus. 

Studie II på mennesker 20 

[0150] Voksne og eldre pasienter fikk to primende doser (dag 0 og dag 21) av en H5N1-vaksine med 
MF59-adjuvant. Virusstammen var A/Vietnam/1194/2004, som klassifiseres som klade 1. Immunresponsene 
ble bedømt på dag 43, og alle tre CPMP-kriteriene var tilfredsstilt: både serobeskyttelsen og serokonversjonen 
var minst 80%, og GMT-hevingen var minst 5-foldig. 

[0151] Omtrent 18 måneder etter de to primende dosene, fikk 60 pasienter en ytterligere dose av 25 

H5N1-vaksine med MF59-adjuvant, men basert på stammen A/kalkun/Tyrkia/1/05, som er klassifisert i klade 2. 
Serumprøver ble samlet umiddelbart før denne dosen og deretter både 7 og 21 dager senere. 
Immunogenisiteten ble bedømt ifølge HI-, SRH- og MN-tester på serumprøvene. 

Studier III og IV på mennesker 

[0152] Test NCT00703053 benytter seg av en klade 1-vaksine (A/VietNam/1203/04) og/eller en klade 30 

2-vaksine (A/Indonesia/05/05). Voksne som ikke tidligere er blitt utsatt for H5-stammer, mottar: (a) klade 1-
vaksinen på dag 0 og klade 2-vaksinen på dag 28, (b) klade 1-vaksinen på dag 0 og klade 2-vaksinen på dag 180; 
eller (c) en kombinasjon av klade 1- og klade 2-vaksine på dag 0 og 28. Egnede kontroller omfatter også (d), å 
motta kun klade 1-vaksine eller klade 2-vaksine, men ikke begge. Den samlede antigendose hver gang er 90 �g 
HA, som er enten 90 �g fra én enkelt stamme for gruppene (a) og (b), eller 2x45 �g fra hver stamme for gruppe 35 

(c). Studien benytter seg av inaktiverte subvirionvaksiner uten adjuvant. Studien vil ikke være fullført før i 2010. 
[0153] Test NCT00680069 omfatter å administrere én enkelt dose av en klade 2-vaksine 

(A/Indonesia/05/05) til pasienter som tidligere har mottatt en klade 1-vaksine (A/VietNam/1203/04). 
Antigendosen er enten 15 �g eller 90 �g inaktivert subvirionvaksine. Studien vil ikke være fullført før i 2009. 
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Musestudier I og II (DNA-immunisering; for sammenligning) 

[0154] I urelaterte eksperimenter [192], konstruerte man adenovirale vektorer som uttrykte HA fra 
A/Vietnam/1203/04 (klade 1)-virus og A/Indonesia/05/05 (klade 2)-virus. 

[0155] Vektorene ble brukt både hver for seg og i kombinasjon for å immunisere BALB/c-mus. Den 
samlede dose var 108 pfu av vektorer, hvor kombinasjonsgruppen fikk 5x107 pfu av hver vektor. Fire uker 5 

senere fikk musene en boosterdose som inneholdt samme vaksinekonstrukt(er), og blod ble innhentet 3 uker 
senere for å påvise nøytraliserende antistoffer og hemagglutinasjonsinhiberende antistoffer. 

[0156] Mus som var vaksinert med kun én av vektorene, produserte hemagglutinasjonsinhibisjon og 
nøytraliserende antistoffer, men man kunne ikke påvise noen kryssreaktivitet. Mus vaksinert med begge 
vektorene utløste imidlertid beskyttende nøytraliserende antistofftitere mot virus fra begge kladene. 10 

[0157] I en lignende studie [193] fikk mus en kombinasjon av enten 5 eller 10 hemagglutinin-DNA-
immunogener som plasmidekspresjonsvektorer. En første kombinasjon av 5 HA’er var fra stammer i klader 0, 
2.2 (3 stammer) og 2.5. En andre kombinasjon av 5 HA’er var fra stammer i klader 0, 1, 2.1.3, 2.2 og 2.3.4. Den 
10-verdige vaksinen var en kombinasjon av disse 10 stammene. Vaksinene utløste antistoffer som nøytraliserte 
flere stammer av HPAI-H5N1. 15 

[0158] Kylling ble også testet ved bruk av 3-verdige DNA-vaksiner av denne type [193]. Stammene 
var A/VietNam/1203/04 (klade 1), A/Anhui/1/05 (klade 2.3.4) og A/Indonesia/05/05 (klade 2.1.3). Kyllingene 
var beskyttet mot sykdom. 

Musestudie III 

[0159] Slik som det beskrives i detalj i litteraturhenvisning 8, fikk mus en toverdig vaksine 20 

omfattende H5-hemagglutinin fra stamme A/VietNam/1203/2004 (klade 1) eller A/Indonesia/05/2005 (klade 
2). To typer toverdig vaksine ble testet: én basert på rekombinant H5-hemagglutinin og én basert på VLP’er. 
Ingen av vaksinene inneholdt noen ytre adjuvant, men sammenlignet med de rekombinante proteinene, kan en 
VLP tilveiebringe en indre adjuvantvirkning grunnet sin partikkelformede natur. Hver énverdige VLP ble brukt 
som kontroll. Antigener ble uttrykt i Sf9-insektceller fra bacmid. Antigener i de toverdige vaksinene ble blandet 25 

i HA-vektforhold 1:1. 
[0160] Immunresponsen ble bedømt ifølge kvantitativt ELISA og HAI. Alle musene som var blitt 

vaksinert med den toverdige VLP-blanding, utløste HAI-antistoffer mot både VietNam/1203/2004-virus (GMT 
115±36) og Indonesia/05/2005-virus (80±0). Derimot hadde kun 33% av musene som var blitt vaksinert med en 
blanding av de rekombinante proteiner uten adjuvant, noen HAI-titer mot Indonesia/05/2005-virus (36±12). 30 

[0161] Immunresponsene ble også bedømt i en studie med dødelig dose. Angrepsstammene var 
PR8/34-reassortanter av de to vaksinestammene. Uvaksinerte mus som ble angrepet med hvilket som helst av 
disse virusene hadde tapt ≥ 20% av sin kroppsvekt innen 6 dager etter smitten. Mus vaksinert med den 
toverdige blanding av rekombinante HA-proteiner mistet ca. 15% av sin opprinnelige kroppsvekt når de ble 
angrepet med enten klade 1- eller klade 2-angrepsstammen. Mus som var vaksinert med klade 1-VLP’ene, 35 

klade 2-VLP’ene eller en VLP-blanding og deretter ble angrepet med klade 1-virus, oppviste intet vekttap og 
heller ingen kliniske tegn til smitte. Mus som var vaksinert med klade 1-VLP’er og deretter angrepet med klade 
2-virus, var ikke beskyttet for angrep og døde innen dag 6 etter angrepet. Alle musene vaksinert med klade 2-
VLP’er eller VLP-blandingen var beskyttet mot angrepet med klade 2-virus. 

[0162] Dermed var både klade 1- og klade 2-VLP’ene immunogene i mus og beskyttet mot 40 

virusangrep med den homologe stamme. Immunogenisiteten ble bevart dersom man brukte en toverdig 
blanding av VLP’ene. Videre var mus som hadde fått toverdige VLP’er beskyttet mot angrep med enten klade 1- 
eller klade 2-virus. Slik rapporteres det i litteraturhenvisning 8 at: "Disse resultatene er høyt signifikante og 
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demonstrerer at en flerverdig vaksine mot H5N1 virker å være en plausibel strategi for å bekjempe diversiteten 
av klader og subklader av H5N1-influensa." 

[0163] Det vil forstås at oppfinnelsen er blitt beskrevet kun eksempelvis, og at det kan gjøres 
modifikasjoner mens man holder seg innen rammen for oppfinnelsen. 

Tabell I 5 

Mål G 1 G 2 G 3 

% av pasienter med HI-titer ≥40 på dag 0 0 0 3 

på dag 8 75 56 12 

på dag 15 90 60 9 

på dag 22 75 58 13 

på dag 43 75 58 45 

% av pasienter med serokonversjon på dag 8 75 56 8 

på dag 15 90 60 10 

på dag 22 75 58 14 

på dag 43 75 58 45 

Geometrisk midlere HI på dag 1 4 4 4,9 

dag 8 72 51 5,9 

dag 15 256 79 7,3 

dag 22 112 52 8,0 

dag 43 95 44 26 

Forhold mellom HI på dag 1 og på dag 8 18 13 1,3 

på dag 15 64 20 1,56 

på dag 22 28 13 1,8 

på dag 43 24 11 5,9 

% av pasienter med MN-titer ≥80 på dag 0 0 0 0 

på dag 8 9 5 1 

på dag 15 9 9 1 

på dag 22 12 9 1 

på dag 43 12 10 5 

Geometrisk midlere MN-titer på dag 1 10 10 10 

dag 8 219 151 11 

dag 15 1145 473 12 

dag 22 375 324 12 

dag 43 415 241 33 

Forhold mellom MN på dag 1 og på dag 8 22 15 1,1 

på dag 15 115 47 1,2 

på dag 22 37 32 1,2 

på dag 43 41 24 3,3 
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P a t e n t k r a v 

1. Immunogen sammensetning som omfatter hemagglutininantigen fra en første klade av H5-influensa 
A-virus, for anvendelse i en metode for å immunusere et individ mot influensavirus, omfattende trinnene å (i) 
administrere til individet den immunogene sammensetning som omfatter hemagglutininantigen fra den første 
klade av H5-influensa A-virus, og senere (ii) administrere til individet en immunogen sammensetning som 5 

omfatter hemagglutininantigen fra en andre klade av H5-influensa A-virus, hvor den første og andre klade er 
forskjellige fra hverandre, og hvor: 

(a) sammensetningen som omfatter antigenet fra første klade, omfatter en adjuvant, og/eller 
sammensetningen som omfatter antigenet fra andre klade, omfatter en adjuvant; 

(b) antigenet fra første klade og/eller fra andre klade omfatter neuraminidase fra H5-virus; 10 

(c) den første klade ikke er klade 0; eller 

(d) sammensetningen som omfatter antigenet fra første klade, inneholder 0,1-15 �g hemagglutinin fra H5-
influensa A-viruset fra første klade, og/eller sammensetningen som omfatter antigenet fra andre klade, 
inneholder 0,1-15 �g hemagglutinin H5-influensa A-virus fra andre klade. 

2. Immunogen sammensetning som omfatter hemagglutininantigen fra en andre klade av H5-influensa A-15 

virus, for anvendelse i en fremgangsmåte for å immunisere et individ mot influensavirus, omfattende trinnene 
å (i) administrere til individet en immunogen sammensetning som omfatter hemagglutininantigen fra en første 
klade av H5-influensa A-virus, og senere (ii) administrere til individet den immunogene sammensetning som 
omfatter hemagglutininantigen fra den andre klade av H5-influensa A-virus, hvor første og andre klader er 
forskjellige, og hvor: 20 

(a) sammensetningen som omfatter antigenet fra første klade, omfatter en adjuvant, og/eller 
sammensetningen som omfatter antigenet fra andre klade, omfatter en adjuvant; 

(b) antigenet fra første klade og/eller fra andre klade omfatter neuraminidase fra H5-virus; 

(c) den første klade ikke er klade 0; eller 

(d) sammensetningen som omfatter antigenet fra første klade, omfatter 0,1-15 �g hemagglutinin fra H5-25 

influensa A-virus fra første klade, og/eller sammensetningen som omfatter antigenet fra den andre klade, 
omfatter 0,1-15 �g hemagglutinin fra H5-influensa A-virus fra andre klade. 

3. Immunogen sammensetning ifølge krav 1 eller 2, hvor: 

• den første klade er klade 1 og den andre klade er klade 2,  
• den første klade er klade 2 og den andre klade er klade 1, 30 

• den første klade er klade 1 og den andre klade er ikke klade 2, 
• den første klade er klade 2 og den andre klade er ikke klade 1. 
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4. Immunogen sammensetning ifølge hvilket som helst av de forutgående krav, hvor i det minste én av 
de immunogene sammensetningen er et virus med splittet virion. 

5. Immunogen sammensetning ifølge hvilket som helst av de forutgående krav, hvor minst én av de 
immunogene sammensetninger omfatter influensa A-virus-neuraminidase. 

6. Immunogen sammensetning ifølge hvilket som helst av de forutgående krav, hvor sammensetningen 5 

som omfatter antigenet fra første klade, omfatter adjuvant. 

7. Immunogen sammensetning ifølge hvilket som helst av de forutgående krav, hvor sammensetningen 
som omfatter antigenet fra andre klade, omfatter adjuvant, f.eks. hvor sammensetningen som omfatter 
antigenet fra første klade, omfatter adjuvant, og sammensetningen som omfatter antigenet fra andre klade, 
omfatter adjuvant. 10 

8. Immunogen sammensetning som omfatter hemagglutininantigener fra flere enn én klade av H5-
influensa A-virus. 

9. Sammensetning ifølge krav 8, som omfatter hemagglutinin fra klader 1 og 2 av H5-influensa A-virus. 

10. Sammensetning ifølge krav 8 eller 9, hvor sammensetningen omfatter adjuvant (f.eks. en submikronisk 
olje-i-vann-emulsjon). 15 

11. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 8 til 10, hvor sammensetningen omfatter mellom 
0,1 og 50 �g hemagglutinin per H5-klade. 

12. Sammensetning ifølge krav 11, hvor sammensetningen omfatter 0,1-15 �g hemagglutinin per H5-
klade, f.eks. 7,5 �g per klade eller 3,75 �g per klade. 

13. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 10 til 12, omfattende helvirusantigener og en 20 

aluminiumsaltadjuvant (f.eks. et aluminiumhydroksid og/eller et aluminiumfosfat). 

14. Sammensetning ifølge krav 13, hvor virusene som brukes som kilde for antigenene, er dyrket på 
cellekultur (f.eks. Vero-celler) og sammensetningen er fri for ovalbumin og ovomucoid. 

15. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 10 til 12, omfattende splittet virionantigen eller 
renset overflateantigen; og en submikronisk olje-i-vann-emulsjon som adjuvant. 25 

16. Sammensetning ifølge krav 10 eller 15, hvor emulsjonen omfatter skvalen. 

17. Sammensetning ifølge krav 16, hvor sammensetningen inneholder 7,5 �g HA per H5-klade eller 3,75 
�g HA per H5-klade. 

18. Sammensetning ifølge hvilket som helst av kravene 8-17, som er en 2-verdig vaksinesammensetning. 
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FIGUR 1 

 

Oversettelser: 
Common magpie: Pica pica (skjære) 
Iraq: Irak 
Japanese whiteeye: Zosterops japonicus 
Scalybreasted munia: Lonchura punctulata 
Swan: Cygnus (svane) 
Turkey: Tyrkia 
Whitebacked munia: Lonchura striata 
Whooperswan: Cygnus cygnus (sangsvane) 
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FIGUR 2 
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