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Popisuji se bakteridlni polysacharidové antigenni vakeiny.
Zv143té se popisuji specifické vyhodné pneumokokové
polysacharidové konjugaty adjuvované s 3D-MPL a které v
podstaté neobsahuji adjuvans zaloZené na hliniku.
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Oblast techniky

Vynalez popisuje vakciny obsahujici bakteridlni
polysacharidovy antigen, Jjejich vyrobu a pouZiti takovych

polysacharidl v mediciné.

Vyndlez zvlasté popisuje tri aspekty:

A. Vakciny obsahujici pneumokokovy polysacharidovy
antigen, v typickém ptipadé pneumokokovy
polysacharidovy konjugacni antigen, vytvoreny spolu
s proteinovym antigenem z mikroorganizmu
Streptococcus pneumoniae a mAZe pri tom dale
obsahovat induk&ni adjuvans Thl.

B. Specifické, vyhodné  pneumokokové polysacharidové
konjugaty doplnéné adjuvans Thl a

C. Bakteridlni polysacharidové konjugéaty v obecném
pripadé konjugované s proteinem D z mikroorganizmu

H.influenzae.

Dosavadni stav techniky

Mikroorganizmus Streptococcus pneumoniae je gram-pozitivni
bakterie odpovédnd za zna&nou nemocnost a uUmrtnost (zvlasté u
malych dé&ti a prestdrlych 1idi), kterd zpisobuje invazivni
onemocné&ni, jako je =zapal plic, bakteriémie a n@ningitida a
onemocnéni spojené s kolonizaci, jako je akutni zanéet
sttfedniho ucha. Cetnost pneumokokového zédpalu plic v USA se u
1lidi ve stari 60 let odhaduje na 3 aZz 8 osob ze 100 000. Ve 20
% pripadd vede k bakteriémii a k jinym projevim meningitidy

s umrtnosti 30 % a to dokonce i v pfipadech lécby antibiotiky.

Mikroorganizmus Pneumococcus obsahuje kapsuli s chemicky

vazanym polysacharidem, ktery odpovida za serotypovou

specifitu. Existuje 90 zndmych serotypl pneumokoku a kapsule



predstavuje u pneumokokd hlavni determinantu virulence,
protoZe kapsule nejenom chréani vnit¥ni povrch bakterie pFred
komplementem, ale je také sama slabé& imunogenni. Polysacharidy
jsou antigeny nezavislé na T-bufikdch a mohou se zpracovat a
prezentovat na molekuldch MHC, aby mohly interagovat s T-
bunkami. Tyto antigeny mohou v$ak stimulovat imunitni systém
pomoci alternativniho mechanizmu, ktery zahrnuje zesiténi

povrchovych receptorl na buiikdch typu B.

V né€kolika experimentech se wukdzalo, Ze ochrana proti
invazivnimu pneumokokovému onemocnéni nejsilné&ji  koreluje
s protilatkami specifickymi pro kapsuli a ochrana je

sérotypové specificka.

Vakciny zaloZené na polysacharidovém antigenu jsou dobfe
znamy v oboru. Cty¥i z nich je moZné pouZit p#i aplikaci lidem
a zahrnuji polysacharid Vi mikroorganizmu Salmonella typhi,
polysacharid PRP z mikroorganizmu Haemophilus influenzae,
tetravalentni meningokokovou vakcinu sloZenou ze sérotypu A,
C, WI35 a Y a 23-valentni pneumokokovou vakcinu sloZenou
z polysacharidt odpovidajicim sérotypu 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F,
8, 9N, 9v, 10A, 11a, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19a, 19F, 20,
22F, 23F a 33 (zapocitavd se alespoti 90 % krevnich izolatna

pneumokoki) .

Tri vakciny jsou schopny zaruéit ochranu proti bakteriim,
které zplsobuji respirac¢ni infekce, které vedou k vaZnému
onemocnéni a k Umrti kojencd. Tyto vakciny v3ak nejsou zatim
urCeny pro déti mladsi dvou let, protoZe pro déti v tomto vé&ku
nejsou adekvatné imunogenni (popisuje se v publikaci Peltota
et al., (1984), N. Engl. J. Med. 310: 1561-1566) .
Mikroorganizmus Streptococcus  pneumoniae  bézZné zpUsobuije
invazivni bakteridlni onemocnéni a za&né&t stfedniho ucha
kojenc a malych déti. Podobné sta?¥i 1idé velmi slabé

odpovidaji na pneumokokové vakciny (popisuje se v publikaci
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Roghmann et al., (1987), J. Gerontol. 42: 265-270), protozZe u
této populace dochazi ke =zvy3enému vyskytu bakteridlniho
zédnétu plic (Verghese and Berk, (1983) Medicine (Baltimore)

62: 271-285).

Strategie, které se navrhly, aby se prekonala imunitni
nedostatec¢nost u kojencl, zahrnuji navazani polysacharidu na
velké imunogenni proteiny, které pomahaji T-burnikdm a které
vyvolavaji imunologickou pamét proti polysacharidovému
antigenu, na ktery je vazan. U pneumokokovych
glykoproteinovych konjugadnich vakcin se v soudasné dobé
hodnoti bezpelnost, imunogennost a G&innost u réznych vékovych

skupin.

A) Pneumokokové polysacharidové vakciny

23-valentni nekonjugovand pneumokokovd vakcina vykazuje
Siroké rozmezi klinické uUCinnosti. Je to od 0 % do 81 ¢
(popisuje se v publikaci Fedson et al., (1994) Arch Intern
Med. 154: 2531-2535). Ukazuje se, Ze Udinnost se vztahujevna
skupinu, kterd se imunizuje, jako jsou prestarli 1idé, 1idé
trpici Hodgkinovou nemoci, onemocnénim srpkovitych buné&k a
gamaglobulinemii a splenektomii (popisuje se v publikaci Fine
et al., (1994), Arch. Intern. Med. 154: 2666-2677), a také je
spojena S projevy onemocnéni. 23-valentni vakcina
nedemonstruje ochranu proti zdpalu plic zplsobenym pneumokoky
(v jistych velmi rizikovych skupindch, jako jsou prestarli) a

zdnétu stredniho ucha.

Existuje proto potfeba zlep$it pneumokokové vakcinadni
prostfedky, =zvlasté ty, které budou 0cinn&jsi p¥i prevenci
nebo zlepSeni pneumokokového onemocnéni (zvl1asté& pi#i zapalu

plic) u pfestarlych lidi a malych dé&ti.

Vynédlez popisuje takovou optimalizovanou vakcinu.
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B) Prostfedky obsahujici vybrany pneumokokovy polysacharidovy
konjugdt + 3D-MPL

Obecné se prijimé&, Ze u¢innost ochrany bé&Zné nekonjugované
pneumokokové vakciny se vice &1 méné vztahuje ke koncentraci
protilatek indukovanych po vakcinaci. 23 polysacharidam se
udélila licence pro vhodnost aplikaci 1lidem (popisuje se
v publikaci Ed. Williams et al., New York Academy of Sciences
1995 pp. 241-249). Proto dalSi zesileni protildtkové odezvy na
pneumokokové polysacharidy by mohlo zvy$it procento kojencl a
prestarlych lidi, kteri odpovidaiji ochrannou hladinou
protilédtek na prvni injekci s polysacharidem nebo
polysacharidovym konjugdtem a mohla by se sniZit davka a podet
injekci pozZadovanych k indukci ochranné imunity na infekci

zpisobenou mikroorganizmem Streptococcus pneumoniae.

O0d zacatku dvacatych let tohoto stoleti se provedly
experimenty s velkym poctem sloucenin, které se mohou pfidat
k antigenum, aby zlep3ily Jjejich imunigenitu- ve vakcinacénich
prostfedcich (popisuje se v publikaci M. F. Powell and M. J.
Newman, Plenum Press, NY, ,Vaccine Design - the Subunit and
Adjuvant Approuch“™ (1995), Chapter 7, ,A Compendium of Vaccine
Adjuvants and Excipients“). Rada z nich je velmi G&inna, ale
zplsobuji podstatné lokdlni a systémové neZadouci reakce,
které brani jejich pouZiti jako lidské wvakcinacni prostfedky.
Adjuvans zaloZené na hliniku (jako je alum, hydroxid hlinity
nebo fosforec¢nan hlinity), poprvé popsané v roce 1926,
zlstavaji pouze imunologické adjuvans pouzZivané v  lidskych

vakcinach, které ziskaly licenci v USA.

Adjuvans zaloZené na hliniku Jjsou ptriklady tzidy
nosicovych adjuvans, kterd ©pracuje na zakladé depotniho
u¢inku. Antigen se absorbuje na Jjeho povrch a kdyZ se
kompozice zavede injekci, adjuvans a antigen se ihned rozptyli
do krevniho proudu, misto aby kompozice =zlGstala v misté

zavedeni injekce a tak se zesili imunitni odezva. Takové
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adjuvans vykazuje dal$i zndmou vyhodu. Je vhodné Jjako
stabilizujici ¢&inidlo pro 1l&tky nachylné k rozkladu, jako jsou

napriklad nékteré polysacharidové antigeny.

3D-MPL je ptfiklad nenosicového adjuvans. Jeho cely nézev
je 3-O-deacylovany monofosforyllipid A (nebo 3-de-O-acylovany
monofosforyllipid A nebo 3-0O-desacyl-4 -monofosforyllipid A).
Zkratka 3D-MPL indikuje, Zze poloha 3 reduk&niho konce
glukosaminu je de-O-acylovéna. Jeho priprava se popisuje
v dokumentu GB 2 220 211 A; Chemicky Jje to sm&s 3-
deacylovaneho monofosforyllipidu A s 4, 5 nebo 6 acylovanymi
fetézci. Puvodné se vytvo¥il zadatkem 1990, kdy metoda s 3-0-
deacylatem 4 -monofosforylderivatu lipidu A (MPL) vedla ke
vzniku molekuly s dédle utlumenou toxicitou, ani? do3lo ke

zménam jeji imunostimuladni aktivity.

Slou¢enina 3D-MPL se pouZije samotnd jako adjuvans nebo,
coz Jje vyhodné, v kombinaci s nosiovym adjuvans depotniho
typu, Jako Jje hydroxid hlinity, fosforednan hlinity nebo
emulze olej ve wvodé. Antigen a 3D-MPL jsou v takovych
kompozicich obsaZeny ve stejné urcité struktufe, ktera
umozZiuje zavedeni vyssi a¢innosti antigennich a
imunostimulaénich signald. Studie wukédzaly, Ze 3D-MPL je
schopny dale =zesilit imunogennost antigenu absorbovaného na
alum (popisuje se v publikaci Thoelen et al., Vaccine (1998)
16: 708-14, EP 689454-Bl). Takové kombinace se také preferuji
v dosavadnim stavu techniky v pfipadé antigent, které jsou
nachylné k adsorpci (napfiklad bakteridlni polysacharidové
konjugaty), kde adsorpce na alum m& tendenci stabilizovat
antigen. VétSinou se pouzivaji precipitovand adjuvans zaloZenéa
na hliniku. Jsou to jedind adjuvans, kterd se pouZivaji
v souCasné dobé& v USA jako lidské vakciny. Vakciny obsahujici
3D-MPL v kombinaci s adjuvans zaloZenymi na hliniku Jsou
v oboru nejvyznamnéj$i, protoZe se jednodufe vyviji a rychle

se zavadi na trh.




MPL (ktery nemé& acylovanou polohu 3) se vyvinul jako
adjuvans s nékolika monovalentnimi polysacharidovymi
konjugadnimi vakcinacnimi antigeny. Soucasnd injekce MPL ve
fyziologickém roztoku zesiluje odezvu sérovych protilatek
v pfipadé <Ctyf monovalentnich polysacharidovych konjugati:
pneumokokalni PS-6B toxoid tetanu, pneumokokdlni PS 12-toxoid
diftérie a S. aureus typ 5 a S. aureus typ 8 konjugovany
s exotoxinem A organizmu Pseudomonas aeruginosa (Schneerson et
al., J. Immunology (1991) 147: 2136-2140). UvazZuje se, Ze
zesilené odezvy Jsou antigenné speéifické. MPL v emulzi olej
ve vodé (nosicovy typ adjuvans) konzistentné zesiluje u&inek
MPL ve fyziologickém roztoku, coZ je zplsobeno pfitomnosti MPL
a antigenu ve stejné urcité struktufe a povaZuje se za
adjuvanc¢ni systém prvni volby pro optimdlni zavedeni Jinych

polysacharidovych konjugacénich vakcin.

V publikaci Devi et al., Infect. Immun. (1991) 59: 3700-7
hodnoti u&inek adjuvans MPL (ktery nema acylovanou polohu 3)
ve fyziologickém roztoku na myS$i protildtkovou odezvu na
konjugadt TT kapsulédrniho monosacharidu organizmu Cryptococcus
neoformans. KdyZ se MPL pouZil soubéZné s konjugédtem, objevil
se pouze nevyznamny narust odezvy specifické pro IgM a IgG na
PS. MPL vSak meél daleko vétsi ucinek, kdyZ se aplikoval 2 dny
po konjugatu. Diskutuje se praktidnost pouZiti imunizadniho
schématu, které vyZaduje oddéleni aplikace MPL relativné
k antigenu zvla3té u novorozencd. Adjuvanéni G&inek MPL
s polysacharidy a konjugaty polysacharid-protein se jevi byt
zavisly na kompozicil. Zac¢lenéni MPL do vhodnych =zavadécich
systémii s pomalym uvolhovanim (napfiklad pouZiti nosicdového
adjuvans) poskytuje trvaly adjuvané¢ni u¢inek a lze tak obejit

problémy nacasovani a oddaleni aplikace.

V obecném pripadé plati, Ze v pripadé uré¢itého

polysacharidu nebo konjugatu polysacharidu a antigenu, kde se




jako adjuvans pouZivd MPL nebo 3D-MPL, Jje vyhodné pouZit
spojeni s nosicovym adjuvans (napfiklad adjuvans =zaloZené na

hliniku) za ucelem maximalizovat jeho imunostimulacni uGcinek.

Prekvapivé se zjistilo, Ze v ptipadé jistych
pneumokokovych polysacharidovych konjugatt, imunnogennost
vakcina&ni kompozice je podstatné vys$Si, kdyZ se antigen spoji
se samotnym 3D-MPL spiSe, nez s 3D-MPL ve spojeni s nosiCovym
adjuvans (jako Jje adjuvans zaloZené na hliniku). Pozorované
zlepSeni z&visi na koncentraci pouZitého 3D-MPL a zda
konjugaty jsou v monovalentni kompozici nebo zda se kombinuji

za vzniku polyvalentni kompozice.

C) konjugaty bakteridlniho polysacharidu - proteinu D

Jak se zmifiuje shora v textu, vakciny zaloZené na
polysacharidovém antigenu Jsou dobtfe znamy v oboru.
Polysacharidové vakciny s udélenou licenci uvedené shora
v textu demonstruji odli%nou klinickou u&innost. U&innost Vi
polysacharidové vakciny se stanovila mezi 55 % a 77 % p¥i
prevenci b¥iZniho tyfu (popisuje se v publikaci Plotkin and
Cam, (1995) Arch. Intern. Med. 155: 2293-99). Ukdzalo se, Ze
vakcina obsahujici meningokokovy polysacharid C vykazuje
G&innost 79 % za podminek epidemie (popisuje se v publikaci De
Wals P, et al., (1996) Bull World Health Organ. 74: 407-411).
23-valentni pneumokokovad vakcina vykazuje &Siroké rozmezi
klinické uU&innosti od 0 % do 81 % (popisuje se v publikaci

Fedson et al., (1994) Arch. Intern. Med. 154: 2531-2535). Jak

Al

se uvadi shora v textu, u&innost ochrany u pneumokokové

vakciny vice nebo méné souvisi . s koncentraci protilatek

indukovanych po vakcinaci.

Mezi problémy spojené s vakcinaci polysacharidd patfi
skute&nost, Ze polysacharidy jsou slabé imunogenni. Strategie,

ktera se navrhla, aby se obesla tato nedostatecnost
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imunogennosti zahrnuje navadzani polysacharidu na velké vysoce

imunogenni proteinové nosice, které poméhaji T-bunkémn.

p¥iklady té&chto uvedenych vysoce imunogennich nosict,
které se v soucasnosti bézZne uzivaji pri produkci
polysacharidovych imunogent zahrnuji toxoid diftérie (DT nebo
mutant CRM197), toxoid tetanu (TT), hemocyanin pZilipkovitych

plzd (KLH) a &ijtény proteinovy derivat tuberkulinu (PPD).

Problémy spojené s bé&iné& pouZivanymi nosici

S kazdym =z b&Zn& pouZivanych nosi¢l Jje spojena Ffada
problémfi, které zahrnuji problémy pfi produkci konjugatd GMP a

také imunologické charakteristiky konjugatu.

Navzdory bé&Znému pouziti téchto nosi¢l a jejich uspéchu
p¥i indukci protilatkove odezvy proti polysacharidu, uvedené
noside jsou spojeny s nékolika nedostatky. Napfiklad je znéamo,
e antigenni specifické imunitni odezvy se mohou potlacit
(potlageni epitopu) piitomnosti pfedem existujicich protilatek
fizenych proti nosi¢i, v tomto pfipadeé toxinu tetanu (popisuje
se v publikaci Di John et al., (1989) Lancet, 2: 1415-8).
V populaci velmi vysoké procento 1lidi bude vykazovat predem
existujici imunitu jak proti DT tak proti TT, protoZze se lidé
rutinn& vakcinuji témito antigeny. V Anglii se napfiklad 95 %
d&ti vakcinovalo DTP vakcinou, kterd obsahuje DT a TT.
V publikaci Sad et al., Immunology, 1991, 74: 223-227, Schutze
et al., J. Immunol. 135: 4, 1985, 2319-2322 se popisuje
problém potlaceni epitopu v peptidovych vakcindch aplikovanych

zvitecim modellm.

Navic v pfipadé vakcin, které vyZaduji  pravidelné
zesilujici davky, je pravdépodobné, e pouziti  vysoce
imunogennich nosicd, jako je DT a TT, potlac¢uje po nékolika

injekcich protilatkovou odezvu na polysacharid. Tyto




vicendsobné vakcinace mohou byt doprovazeny neZadouci reakci,

jako je oddéleny typ hyperodezvy (DTH).

KLH je zndm jako potentni imunogen a uZz se pouziva jako
nosi¢ v pripadé peptidd IgE v lidskych klinickych studiich.
Pozorovaly se vS8ak ur&ité neZadouci reakce (reakce podobné DTH
nebo IgE precitlivélost) stejné jako se pozorovaly

protildtkové odezvy proti protilatkéam)

Vybé&r nosicového proteinu v pfipadé vakciny zaloZené na
polysacharidu vyZaduje rovnovadhu mezi nezbytnosti pouzit nosic
fungujici u -vSech pacientll (Siroké rozezndni molekul MHC),
indukci silné protilatkové odezvy proti polysacharidim a slabé

protilatkové odezvy proti nosici.

Nosice, které se dfrive ©pouZivaly v ptripadé  vakcin
zaloZenych na polysacharidu, maji fadu nevvhod. To je zv1asté
v kombinovanych vakcinach, kde potlaceni epitopu je zvlasté
problematické, JestliZe se pouZije stejny nosi¢ pro rizné
polysacharidové antigeny. V dokumentu WO 98/51 339, se pouzilo
v kombinovanych vakcindch vice nosicl, aby se obeSel tento

ucinek.

Vynalez popisuje novy nosic vhodny pro pouziti
imunogennich konjugatl zaloZenych na polysacharidu a
polypeptidu, pficemz uvedené konjugaty se nepotykaji se shora

uvedenymi problémy.

Vyndlez déle popisuje protein D (EP 0 594 610 Bl)
pochéazejici z organizmu Haemophilus influenzae nebo jeho
fragmenty jako nosic¢e vhodné pro imunogenni kompozice zaloZené
na polysacharidu, které zahrnuji vakciny. PouZiti tohoto

nosice je zv1lasté vyhodné v kombinacnich vakcinach.

Podstata vynalezu
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A) Pneumokokové polysacharidové vakciny

Vynadlez popisuje vakcinalni prosttfedek obsahujici alespon
polysacharidovy antigen mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae (vyhodny je konjugovany) a proteinovy antigen
mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae nebo Jjeho imunologicky
funk&ni ekvivalent a Jje moZné, aby obsahoval adjuvans Thl
(adjuvans vyvolavajici imunitni odezvu). Je vyhodné, aby byly
zahrnuty jak pneumokokovy protein tak 1 adjuvans Thl.
Prostifedky podle vyndlezu jsou zvlasté vhodné pfi 1écbé zapalu

plic u p¥estarlych lidi.

Pneumokokové polysacharidové vakciny (konjugované nebo
nekonjugované) nejsou schopny chradnit prestédrlou populaci
proti pneumonii. V této populaci vyskyt této nemoci jJe velmi
vysoky. Klicovy obranny mechanizmus proti pneumokokim je
opsonofagocytéza (humoralni B pufika/neutrofily zprostfedkovany
jev zplisobeny  produkcil protilatek  proti | pneumokokovému
polysacharidu, pfi¢emZ Dbakterie podléhé fagocytéze), av3ak
Za4sti, které se podileji na opsonizadnich mechanizmech Jjsou u
pfestarlych 1lidi poruseny, to znamend produkce superoxidu
pomoci PMN (polymorfni jaderné bufiky), produkce jinych jiného
druhu reaktivniho kysliku, mobilizace PMN, apoptdéza PMN,
deformabilita PMN. U prestarlych 1lidi miZe byt také poruSena

protildtkova odezva.

Na rozdil od normalné& prijatého dogma norméalni mnozstvi
antikapsuléarnich polysacharidovych  protilatek nemusi byt
4&inné pFi kompletnim odstranéni bakterii. Pneumokoci mohou

vstupovat do hostitelskych bunék a obchazeji tuto Cast

imunitniho systému.

Je prekvapivé, Ze soulasnou stimulaci &&sti imunitniho
systému zprosttfedkovaného bunkami (napfiklad imunita
zprosttedkovand T builkou) vedle humoralni &&sti dimunitniho

systému (zprostfedkovana B buiikou) vede k lep3imu odstranéni

e ‘-.-;~_w.-4w..~.~:~.--,-“ﬁ )
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pneumokok z hostitele. To Jje objev, ktery povede obecné
k prevenci (nebo 1éCbé&) pneumokokové infekce, ale bude zvlasgté
diile?ity pfi prevenci (nebo lécbu) zapalu plic u prestarlych

1idi, kde vakciny zaloZené na polysacharidech nejsou u¢inné.

zjistilo se, Ze obé &4sti imunitniho systému se mohou
navzajem timto zplsobem podporovat, jestlizZe se
s pneumokokovym proteinem (upfednostiuje se protein
exprimovany na povrchu pneumokokd nebo  vylucovany nebo
uvoliiovany, ktery se muZe zpracovat nebo se prezentuje
v kontextu t¥idy II a MHC t¥idy I na povrchu infikovanych
savéich bun&k) aplikuje pneumokokovy polysacharid (vvhodné
konjugovany) . Ackoli pneumokokovy  protein mize samotny
zpasobit imunitu zprostiedkovanou butikami, také se =zjistilo,
e pritomnost adjuvans indukujici odezvu Thl ve vakcinalnim
prostfedku podporuje tuto cast imunitniho systému a pfekvapiveé

dale zesiluje synergii mezi obéma castmi imunitniho systému.

B) Vybrany pneumokokovy polysacharidovy konjugat + kompozice
3D-MPL |

Vyndlez dale také popisuje antigenni prostfedek obsahujici
jeden nebo vice pneumokokovych polysacharidovych konjugatt,
kde se Jjako adjuvans pouZije 3D-MPL a néasledn& neobsahuje
adjuvans zaloZené na hliniku, kde alespon jeden
z pneumokokovych polysacharidovych konjugata je podstatné vice
imunogenni v prostfedcich, které obsahuji 3D-MPL v porovnani
s prost¥edky, které obsahuji 3D-MPL ve spojeni s adjuvans

zaloZenym na hliniku.

Preferovana provedeni vynélezu popisuji antigenni
prostfedky obsahujici konjugaty jednoho nebo vice
nasledujicich pneumokokovych kapsuldrnich . polysacharida:

sérotyp 4, 6B, 18C, 19F a 23F. V takovych prostfedcich Jje

kazdy =z polysacharidu p¥ekvapivé vice imunogenni, jestlizZe
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prostfedek obsahuje samotny 3D-MPL, ve srovnani s prosttedky,

které obsahuji 3D-MPL a adjuvans zaloZené na hliniku.

Pak jedno provedeni vyndlezu popisuje antigenni prostfedek
obsahujici kapsuléarni polysacharid mikroorganizmu
Streptococcus pneumoniae sérotyp 4, 6B, 18C, 19F nebo 23F
konjugovany s imunogennim proteinem a adjuvans 3D-MPL, kde

prosttfedek v podstaté neobsahuje adjuvans zaloZené na hliniku.

Dalsi provedeni vynalezu popisuje kombinaci antigenniho
prost¥fedku, ktery v podstaté& neobsahuje adjuvans zaloZené na
hliniku a obsahuje adjuvans 3D-MPL a dva nebo vice
pneumokokovych polysacharidovych konjugatu vybranych ze

skupiny zahrnujici sérotyp 4, 6B, 18C, 19F a 23F.

C) Konjugaty bakteridlniho polysacharidu a proteinu D

Vynalez popisuje polysacharidovy konjugacni antigen
obsahuijici polysacharidovy antigen ziskany z patogenni
bakterie konjugovany =z proteinenlhz mikroorganizmu Haemophilus
influenzae nebo Jjeho  fragment. Navic vynadlez popisuje
polyvalentni vakcinaéni  kompozici, kde jeden nebo vice

polysacharidovych antigend je konjugovano s proteinem D.

A) Pneumokokové polysacharidové vakciny

Vyndlez popisuje zdokonalenou vakcinu zvlasté vhodnou pfi
prevenci nebo zlep$eni pneumokokové infekce prestarlych 1idi

(a/nebo kojencl a nemluviat).

V souladu s vyndlezem se pacient povaZuje za starého
&lovdka, jestliZe dosdhne 55 let a vice. V typickém pripadé je

star3i 60 let, preferuje se star3il 65 let.

V jednom provedeni vynalezu se popisuje vakcinaéni
prost¥edek vhodny pro aplikaci prestarlym lidem (a/nebo

kojenctiim a nemluviatim), ktery obsahuje alesponn  jeden
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polysacharidovy antigen mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae a alespoil jeden proteinovy antigen mikroorganizmu

Streptococcus pneumoniae.

V jiném preferovaném provedeni vyndlezu se popisuje
vakcina (vhodnd pfi prevenci =zapalu plic u starych 1idi),
ktera obsahuje alespon jeden polysacharidovy antigen
mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae a alespon  Jjeden
proteinovy antigen mikrooragnizmu Streptococcus pneumoniae a

adjuvans Thl.

Predpokladad se, Ze takova vakcina se mGZe také pouZit pfi

1é3bé& pneumokokové infekce (napfiklad zané&tu stfedniho wucha)
v jinych vysoce rizikovych skupinach populace, Jjako Jsou

kojenci nebo nemluviata.

V daldim provedeni vyndlezu se popisuje vakcinacni
prostfedek obsahujici pneumokokovy polysacharidovy antigen a

adjuvans Thl.

Polysacharidové antigeny mikroorganizmu Streptococcus

pneumoniae podle vynalezu

V typickém pripadé vakcina mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae obsahuje polysacharidové antigeny (vyhodné jsou
konjugované), kde se polysacharidy =ziskaly =z alespoi Ctyr

sérotypll mikroorganizmus Pneumococcus. Vyhodné jsou ¢tyri

sérotypy zahrnujici 6B, 14, 19F a 23F. Vyhodné&jsi Je, kdyz

prost¥edek zahrnuje alespoii 7 sérotypu. Jsou to napriklad ty
ziskané ze sérotypd 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F a Z23F. Vice se
upfednostiiuje, kdyZ prostfedek zahrnuje alespoii 11 sérotypu.
Napfiklad prostfedek v jednom provedeni vynalezu zahrnuje
kapsuldrni polysacharidy ziskané ze sérotypa 1, 3, 4, 5, 6B,
7, 9v, 14, 18C, "19F a 23F (vyhodné jsou konjugované). V

preferovaném provedeni vynalezu Jje zahrnuto alespon 13

polysacharidovych antigent (vyhodné jsou konjugované
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antigeny), ackoli déle zahrnuje dalsi polysacharidové

antigeny, napfiklad 23 valentni (takové jako je sérotyp 1, 2,
3, 4, 5, 6B, 7F, 8, %9a, 9v, 10A, 11A, 12Fr, 14, 15B, 17F, 18C,
19A, 19F, 20, 22F, 23F a 33F).

Jedendcti valentni antigenni kompozice popsana shora
v textu a vhodnd pro vakcinaci pFestédrlych 1idi (napfiklad pro
prevenci zéapalu plic) s vyhodou zahrnuje sérotyp 8 a 12F
(nejvice se upfednostiiuje sérotyp 15 a 22), prticemz tvori 15-
ti valentni vakcinu, zatimco v ptfipadé kojencl a nemluviat
(kde pFripadd& v uvahu zanét stredniho wucha) Je vyhodné, aby
vakcina zahrnovala sérotyp 6A a 197, ptidemZz tvofi 13-ti

valentni vakcinu.

P¥i prevenci/zlepSeni zapalu pliq u populace prestéarlych
1idé (ve wvé&ku nad 55 let) a zan&tu stfedniho ucha u kojenct
(do 18-tého mé&sice) a nemluviat (v typickém pripadé odpovida
véku 18 mésich azZ 5 let), vyndlez popisuje kombinaci
multivalentniho polysacharidu mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae s proteinem mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae

nebo s jeho imunologicky funkénim ekvivalentem.

Pneumokokové proteiny podle vynalezu

Termin ,imunologicky  funkéni  ekvivalent® je peptid
proteinu, ktery obsahuje alespoii Jjeden ochranny epitop
z proteinl podle vynalezu. Takové epitopy jsou

v charakteristickém p¥ipad& povrchové  exponovaneg, vysoce
konzervativni a mohou v hostiteli wvyvolavat baktericidni
protildtkovou odezvu nebo pfedchazeji toxickym u&inkim. Je
vyhodné, aby funkéni ekvivalent mé&l alesponl 15 a upfednostiuje
se 30 nebo vice nepferuSovanych aminokyselin z protéinu podle
vyndlezu. Nejvice se upfednostiiuje, aby se pouzily fragmenty,
dele&ni proteiny, Jjako Jsou Jjejich transmembranové deleéni

varianty (to znamena pouziti extrabunécné oblasti proteintl),

2
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fuze, chemicky nebo geneticky detoxifikované derivaty a
podobné& s podminkou, Ye Jjsou schopny vyvolat v podstaté

stejnou imunitni odezvu jako pfirozeny protein.

Preferované proteiny podle vynadlezu jsou takové
pneumokokové proteiny, které se exponuji na vné&jsim povrchu
pneumokokt (jsou schopny byt rozeznany hostitelskym imunitnim
systémem b&hem posledni asti Zivotniho cyklu pneumokokil) nebo
jsou to proteiny, které pneumokoci vylucuji nebo uvolnuji.
Nejvyhodn&jsi je, kdyZ protein je toxin, adhezin, 2-komponent
pfenasece signalu nebo lipoprotein mikroorganizmu
Streptococcus pneumoniae nebo jejich imunologicky funké&ni

ekvivalenti.

7v143%té& preferované proteiny, které jsou obsaZeny v takové
kombinadni vakcin&, zahrnuji: pneumolyzin (s vyhodou Je
detoxifikovan chemickou cestou nebo mutaci) (popisuje se
v publikaci Mitchell et al., Nucleic. Acids Res. 1990 Jul 11,
18(13): 4010 ,Comparison of pneumolysin genes and proteins
from Streptococcus pneumoniae type 1 and 2.% Mitchell et al.,
Biochim. Biophys. Acta 1989 Jan. 23, 1007 (1) : 67-72
,Expression of the pneumolysin gene in Escherichia coli: rapid
purification and biological properties.“, WO 96/05859 (A.
Cyanamid), WO 90/06951 (Paton et al.,), WO 99/03884 (NAVA) ),
PspA a Jjeho transmembranové deledni varianty (US 5804193 -
Briles et al.), PspC a jeho transmembranové deledni varianty
(WO 97/09994 - Briles et al.,), PsaA a jeho transmembranove
deledni varianty (popisuje se vV publikaci Berry and Paton,
Infect. Trmun. 1996 Dec., 64 (12) : 5255-62 ,Sequence
heterogeneity of PsahA, a 37-kilodalton putative adhesin
essential for virulence of Streptococcus pneumoniae®),
pneumokokové proteiny vézajici cholin a jeho transmembranové
deledni varianty, CbpA a jeho transmembranové deleéni varianty
(WO 97/41151, WO 99/51226), dehydrogenaza glyceraldehyd-3-
fosfatu (popisuje se V publikaci Infect. Immun. 1996 64:
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3544), HSP70 (WO 96/40928), PcpA (popisuje se V publikaci
Sanchez-Beato et al., FEMS Microbiol. Lett. 1998, 164: 207~
14), protein podobny proteinu M (popisuje se v dokumentu SB
patentova ptihlaska &. EP 0837130) a acdhezin 18627 (popisuje
se v dokumentu SB patentovd pfihlaska ¢. EP 0834568;

Proteiny pouzivané podle vynalezu se s thodou‘vybraly ze
skupiny zahrnujici pneumolyzin, PsaA, PspA, PspC, CbpA nebo
xombinaci dvou nebo vice takovych protein. Vyndlez dale
popisuje imunologicky Ffunk&éni ekvivalenty takovych proteint

(jak se definuje shora v textu) .

V kompozici protein miZe poméhat indukovat odezvu proti
pneumnokokovému onemocnéni zprostfredkovanou T buifikami, zvlasteé
poZzadovanou ochranu proti zapalu plic, co? spolupracuje
s humordlni casti imunitniho systému, pficemz doché&zi

k inhibici invaze pneumokoky a ke stimulaci opsonofagocytdzy.

Dalsi vyhoda pouZitil proteinovych antigénﬁ je prtitomnost
dalsich antigenua v procesu opsonofagocytdzy a inhibice
bakteridlni adheze (jestliZe se pouzije adhezin) nebo

neutralizace toxinu (jestliZe se pouzije toxin).

Vynalez popisuje vakcinu organizmu Streptococcus
pneumoniae, ktera obsahuje pneumokokovy polysacharidovy
konjugat obsahujici polysacharidové antigeny ziskané z alespon
ze &ty¥ sérotypt, pricemz se uprednostnuje alesponn sedm
sérotypl, vice se uptednostiiuje alespon jedenact sérotypl, a
alespon Jjeden, ale s vyhodou dva proteiny mikroorganizmu
Streptococcus pheumoniae. S vyhodou je jeden z proteint
pneumolyzin nebo Psah nebo PspA nebo CbpA (nejvyhodnéjsi Jje
detoxifikovany pneumolyzin). Preferovana kombinace obsahuje

alespoil pneumolyzin nebo jeho derivat a PspA.

Jak se uvadi shora v textu, probléem spojeny s vakcinaci

vakcinou obsahujici polysacharidy, je skuteénost, Ze

(XXX KX ]
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polysacharidy Jsou slabé imunogeny. BAby se- obeSel tento
problém, polysacharidy se mohou konjugovat s proteinovymi
nosi&i, které poskytuji pomoc T-buiikdm. Proto, kdyZ vynalez
pouziva polysacharidy, jsou spojeny s proteinovym nosicem.
pPriklady takovych nosi&a, které se v soudasné dob& Dbéiné
pouzivaji pEi produkci polysacharidovych imunogentt zahrnuji
toxoidy diftérie a tetanu (DT, DT CRM197 a TT), hemocyanin
prilipkovitych mlza (KLH), OMPC pochéazejici z mikroorganizmu
N. meningitidis a gisténé proteinové derivaty tuberkulinu

(PPD) .

S kazdym z t&chto bé&Zné pou?ivanych nosicu je v&ak spojena
fada problémi (popisuje se Vv sekci ,Problems Associated with

Commonly-Used carriers" uvedené shora Vv textu) .

vynalez popisuje novy nosi¢ vhodny pro pouziti konstrukci
imunogenu zaloZenych na polysacharidu, které nevykazujl tyto
nevyhody. preferovany nosi& v pfipadé imunogennich prostfedkl
(nebo vakcin) zaloZenych na pneumokokovém polysacharidu je
protein D zZ mikroorganizmu Haemophilus influenzae (popisuje se
v dokumentu EP 594610-B) nebo jeho fragmenty. Fragmenty vhodné
pro pouZiti zahrnuji fragmenty obsahujici epitopu pomocnych
pundk T. Zvlasdté fragment proteinu D bude prednostné obsahovat

N-terminalni 1/3 proteinu.

Dale preferovanym nosicem pneumokokového polysacharidu Jje
samotny pneumokokovy protein (jak se definuje shora v textu

v sekci ,Pneumokokové proteiny podle vynadlezu") .

Vakciny podle vynalezu pfrednostné obsahuji adjuvans.
Vhodné adjuvans zahrnuje nlinité sole, jako je gel hydroxidu
hlinitého (alum) nebo fosforeénan hlinity, ale musi také
sahrnovat sole vapniku, 3elez nebo zinku nebo mohou zahrnovat
nerozpustné suspenze acylovaného tyrozinu nebo acylované

cukry, kationicky nebo anionicky derivatizované polysacharidy

nebo polyfosfazeny.

soensse
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Je vyhodné adjuvans vybrat tak, aby tvorilo preferencni
induk&ni &inidlo odezvy typu THIL, coz podporuje Cast

imunitniho systému zprostiedkovaného bunkou.

Adjuvans TH1 podle vynalezu

Velké mnozstvi cytokinl typu Thl vyvolava imunitni odezvy
zprostfedkované pbufikou na dany antigen, zatimco velké mnozstvi
" cytokind typu Th? mé& tendenci vyvolat humoralni imunitni

odezvy na antigen.

Je dulezité si pamatovat, e rozdil imunitni odezvy typu
Thl a Th2 neni absolutni. Jedinec bude podporovat imunitni
odezvu, ktera se popisuje jako prevaziné Thl nebo prevainé Th2.
Gasto je vhodné zvazovat rodiny cytokint tak, jak Jje popséano
pro my3i ch4+ v klonech T-bunék (jak se popisuje Vv publikaci
Mosmann, T.R. and Coffman, R.L. (1989) THI1 and TH2 cells:
different patterns of lymphokine secretion lead do different
functional properties. Annual Rewiew of Immunology, 7, plé45-
173). Tradiéné odezvy typu Thl jsou spojeny s produkci INEF-y a
cytokind IL-2 T-lymfocyty. T putiky neprodukuji jiné cytokiny,
které jsou spojeny S indukci imunitni odezvy typu Thl, 7jako
jsou napfiklad 1L-12. Naopak odezva typu Th2 Jje spojena Se€
sekreci I1-4, Il-5, I11-6, IL-10. Vhodné adjuvantni systeémy,
které podporujl prevdiné odezvu Thl zahrnuji monofosforylovy
lipid A  nebo jeho derivaty, zvlaste 3-de-0O-acylovany
monofosforyllipid A a kombinace monofosforyllipidu A,
upfednostﬁuje se 3-de-O-acylovany monofosforyllipid (3D-MPL)
spolu se soli hliniku. 7esilovaci systém zahrnuje kombinaci
monofosforyllipidu A a derivat saponinu, sv143té v kombinaci
0S21 a 3D-MPL, jak se popisuje V dokumentu WO 94/00153 nebo
néne reaktogenni prosttedek, kde Qs21 je zakaleny

cholesterolem, Jjak se popisuje v dokumentu WO 96/33739.
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v dokumentu WO 95/17210 se popisuje sv145té silné adjuvans
zahrnujici QS21, 3D-MPL a tokoferol v emulzi olej ve vodé, cozZ

se povazZuje za preferovanou formulaci.

Vynalez také popisuje zptisob produkce vakcinadni formulace
obsahujici smés proteinu podle vynadlezu spolu S farmaceuticky

prijatelnym ekcipientem, Jjako je 3D-MPL.

Nemethylované oligonukleotidy obsahujici CpG (WO 96/02555)
jsou také vyhodnymi induk&nimi ¢&inidly odezvy TH1L a Jsou

vhodné pro pouZitil podle vynalezu.

7vlasté preferované prostfedky podle vynalezu obsahuji-

jeden nebo vice konjugacnich pneumokokovych polysacharid&,
jeden nebo vice pneumokokonch proteinl a adjuvans Thl.
Indukce odezvy zprostfedkované pufikou pneumokokovym proteinem
(jak se popisuje shora Vv textu) a kooperace mezi obéma rameny
imunitniho systému se mohou podporovat za pouziti takového
adjuvans Th-1, pticemz vysledek Je ,ylasté ucinna vakcina
proti pneumokokovému onemocné&ni, zvlasté proti pneumokokovému

zapalu plic u prestarlych lidi.

Vynélez dale popisuje imunogen nebo vakcinu, jak se

popisuje Vv pripadé pouziti v mediciné.

Vynadlez dale popisﬁje prostredek obsahujici pneumokokovy
polysacharidovy konjugat a adjuvans Thl (upfednostiiuje se 3D-
MPL), ktery je schopny preménit sérum nebo indukovat humoralni
protilatkovou odezvu proti polysacharidovému antigenu

v populaci 1idi, ktefl nereaguji odezvou.

Je  znamo, 3¢ 10 az 30 % populace neodpovida na

polysacharidovou imunizaci (neodpovida na vice neZz 50 %
sérotyplu ve vakcing) (popisuje se V publikaci Konradsen et

al., Scand. J. Tmmun. 40: 251 (1994), Rodriguez et al., JID,
173: 1347 (1996). To miZe také byt piipad konjugacnich vakcin
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(popisuje se V publikaci Musher et al., Clin. Inf. Dis. 27:
1487 (1998)). To maZe byt zv14&té& vainé pro siln& rizikovou

oblast populace (kojence, nemluvhata a prestarlé).

z9istilo se€, e kombinace konjugovaného pneumokokového
polysacharidu (ktery Je néchylny k malé odezvé& v urcite
populaci) s adjuvans Thl (popisuje se V kapitole ,Adjuvans Thl
podle vynalezu® shora Vv textu) miZe prekvapivé ptekonat
skute&nost, Ze nedochéazi k odezvé. Upfednostiiuje Se€, aby se
pouzilo adjuvans 3pD-MPL a nejvice se upfednostnuje 3D-MPL bez
adjuvans saloeném na hliniku (které stéle poskytuje lepsi
odezvu). Vynalez tak popisuje takové prostfedky a dale
popisuje metodu lécby 1idi, ktefi neodpovidaji na pneumokOkové
polysacharidy, aplikaci takovych prosttedkl. Dale vynéalez
popisuje pouziti adjuvans Thl pri vyrobé 1é&iva, které
obsahuje konjugovaneé pneumokokové polysacharidové antigeny,
p¥i 1écbeé (nebo ochrané& proti) pneumokokovému onemocnéni
jednotlivcﬁ, jejichz imunitni systém neodpovida  na

polysacharidovy antigen.

V jednom provedeni vynadlezu se popisuje zplisob prevence
nebo zlepdeni zépalu plic u prestarlych 1idi, ktery zahrnuje
pezpelné a a&inné mnozstvi vakciny, Jak se popisuje zde
v textu, obsahujici polysacharidovy antigen mikroorganizmu
Streptococcus pneumoniae a pud adjuvans Thl nebo pneumokokovy

protein (vyhodné je, kdyz obsahuje obé& sloiky).

Vv daldim provedeni vynalezu se popisuje zpusob prevence
nebo zlepdeni zanétu st¥edniho ucha u kojenclt nebo nemluviat,
ktery zahrnuje aplikaci bezpecného a G&inného mnoZstvi vakciny
obsahujici polysacharidovy antigen nikroorganizmu
Streptococcus pneuminiae a bud proteinovy antigen
mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae nebo adjuvans Thl

(vyhodné Jje, kdy# obsahuje oboji) .
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Upf¥ednostnuje Se, aby se V metodach podle vynalezu
popsanych shora v textu pouiZil polysacharidovy antigen

pritomny jako polysacharidovy proteinovy konjugat.

vVakcina&ni prostiedky podle vynalezu

Vakcina&ni prostiedky podle vynalezu se mohou pouZit
k ochran& nebo k lécbé savctl, ktefi Jsou ndchylni k infekci
tak, Ze se aplikuje uvedend vakcina systémovou nebo mukozalni
cestou. Tyto aplikace mohou zahrnovat intramuskuléarni,
intraperitoneélni, intradermdlni nebo podkoZni injekci nebo
mukozalni  aplikaci do oralniho/zazivaciho, respiraéniho,
mo&opohlavniho traktu. Preferuje se intranasalni aplikace
vakcin za Ucelem 1é¢by zapalu plic nebo -an&tu stfedniho ucha
(nasofaryngealni savedeni pneumokokd miZe pasobit Jjako velmi
a&inna prevence nebo nie odstranit utlumenou infekci v jejim

velmi Casném stadiu) .

MnoZstvi konjugacniho antigenu v kazdé vakcina&ni davce se
vybralo 3jako mnozstvi, které vyvolava imunoochrannou reakci
bez podstatného nezadouciho vedlejsiho a¢inku. Takové mnozstvi
kolisa v zavislosti na pouZitém imunogenu & jak se prezentuje.

V obecném ptipadé se ofekava, Ze kazda davka bude obsahovat
0,1 aZ 100 pg polysacharidu, upfrednostiiuje se 0,1 aZz 50 pg,
dile se uptednostiuje 0,1 az 10 ug, 2 teho? se nejvice

upfednostiiuje rozmezi 1 aZz 5 HUg.

Obsah proteinovych antigena ve vakciné Je Vv typickém
pripadé v rozmezi 1 az 100 pg, uprednostiiuje se 5 az 50 Mg,

nejvice se uptrednostiuje rozmezi 5 az 25 Hg.

Optimélni mnoZstvi komponent Vv uréité vakciné se muze
zjistit ve standardnich studiich, které zahrnujl pozorovani

vhodnych imunitnich odezev u subjektd. Pak nasleduje pocCatelni
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vakcinace, kdy subjektu se aplikuje Jjedna nebo né&kolik

provokacnich davek v adekvatnich casovych usecich.

Vakcina&ni prostfedek se obecné popisuje Vv publikaci
Vaccine Design (,The subunit and adjuvant approuch®, eds.
Powell M.F. and Newman M. J., (1995) Plenum Press New York).
Kapsulazice do lipozdémi se popisuje Vv publikaci Fullerton, Us

Patent 4 235 877.

B) Prostfedek obsahujici vybrany pneumokokovy polysacharidovy

konjugat + 3D-MPL

Termin ”pneumokokové polysacharidove konjugaty podle
vynalezu® popisuji ty konjugaty kapsulédrnich polysacharidﬁ
mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae, které Jsou vice
imunogenni Vv kompozicich obsahujicich  3D-MPL ¥ porovnani
s prosttredky, které obsahuji 3D-MPL ve spojeni s adjuvans
zalozeném na hliniku (napf¥iklad konjugaty sérotypu 4, 6B, 18C,
19F nebo 23F).

Termin ,v podstaté neobsahuje adjuvans zaloZené na
hliniku® popisuje prostredek, ktery v podstate neobsahuje
adjuvans zaloZené na hliniku (napfiklad hydroxid hlinity a
zvlastd pak fosforecnan hlinity) a zplsobuje libovolné sniZeni
imunogennosti pneumokokového polysacharidového konjugatu podle
vyndlezu ve srovnani s ekvivalentni kompozici, ktera obsahuje
3D-MPL, aniz se ptrida adjuvans zaloZené na hliniku.
Upfednostnuje se, aby antigenni prostiedek obsahoval adjuvans,
které obsahuje podstatné mnosstvi 3D-MPL. MnoZstvi adjuvans
pridaného do davky by mélo pfednostné& obsahovat méné nez 50 ug,
vice se upfrednostiuje mén& neZ 30 pg, stale vyhodné&j&i Je méné
ney 10 ng a nejvice se preferuje, kdyZ se do antigenniho
prost¥edku podle vynalezu nepfida 7adné adjuvans zaloZené na

hliniku.
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Stanoveni, zda pnetmokokovy polysacharidovy konjugat je
podstatné& vice imunogenni ve srovnani s prostredkem, ktery
obsahuje 3D-MPL, ve srovnani s prostfedkem, ktery obsahuje 3D-
MPL ve spojeni s adjuvans zalozenym na hliniku, se maze
provést zpusobem popsanym Vv p¥ikladu 2. Jako indikace, zda
prostfedek Je podstatné& vice imunogenni, kdyZ obsahuje samotny
3D-MPL, pom&r koncentrace GMC IgG (jak se stanovilo v pfrikladu
2) mezi prostfedky, které obsahuji samotny 3D-MPL versus
ekvivalentni prostfedek obsahujici 3D-MPL ve spojeni
s fosfore&nanem hlinitym by m&lo byt vic jak 2, upfednostnuje
se vice jak 5, vice se upfednosthiuje vic ne? 7, stédle vice se
upfednostiiuje vice jak 9 a nejvice se upfednostiiuje vice nez
14.

Mezi problémy spojenymi s polysacharidovou vakcinou patri
skute&nost, Ze polysacharidy jsou malo imunogenni. Strategie,
kterd se navrhla, aby se obe&la nedostatecnost imunogennosti,
zahrnuje vazbu (spojeni) polysacharidu s velkymi proteinovymi
nosici, které poméhajil T  bunkéam. Preferuje se, aby
pneumokokové polysacharidy podle vynalezu se vazaly na
proteinovy nosi&, ktery pomaha T-bufikdm. PFiklady takovych
nosidd, které se mohou pouZit zahrnuji diftérie, mutant

diftérie a toxoidy tetanu (DT, CRM197 a TT), hemocyanin

p¥ilipkovitych plza (KLH) , gistény proteinovy derivat
tuberkulinu (PPD) a OMPC mikroorganizmu Neisseria
meningitidis.

Protein D 2z mikroorganizmu Haemophilus influenzae (Ep O
594 610-B) nebo jeho fragmenty (sekce C) se pouzivd Jjako
imunogenni proteinovy nosi¢ pro pneumokokové polysacharidy

podle vynalezu.

V jednom provedeni antigenniho prostiedku podle vynalezu
se popisuje pneumokokovy polysacharid sérotyp (PS) 4
konjugovany S imunogennim proteinem a spojeny s adjuvans 3D-

MPL, kde prostfedek Vv podstaté neobsahuje adjuvans zalozZené na
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hliniku. V daldich provedenich vynalezu antigenni prostfedek
obsahuje PS 6B, 18C, 19F nebo 23F konjugované s imunogennim
proteinem a je formulovan s adjuvans 3D-MPL, kde prostiedek

v podstaté neobsahuje adjuvans zalozené na hliniku.

V dalgim provedeni vynadlezu  se popisuje kombinace
antigenniho prostiedku obsahujici dva nebo vice pneumokokovych
polysacharidovych konjugadtd ze skupiny PS 4, PS 6B, PS 18C, PS
19F a PS 23F formulované s adjuvans 3D-MPL, kde prostfedek

v podstateé neobsahuje adjuvans zaloZené na hliniku.

Imunogennost pneumokokovych polysacharidonch konjugatt
podle vynalezu neni v podstaté ovlivnéna kombinaéi s jinymi
pneumokokovymi polysacharidovymi konjugaty (ptiklad  3).
vVynalez popisuje kombinaci antigenniho prostfedku, ktery
obsahuje jeden nebo vice pneumokokovych polysacharidovych
konjugatt podle vynalezu Vv kombinaci s jednim nebo vice
pneumokokovymi polysacharidonmi konjugaty, kde prostfedek
obsahuje adjuvans 3D-MPL, ale v podstaté neobsahuje adjuvans

zalo¥ené na hliniku.

V dal8ich provedenich vyndlezu se popisuje kombinace
antigennich . prostfedkd, které obsahuji alespon jeden a
pfednostné 2, 3, 4 nebo vdech pét pneumokokovych
polysacharidov?ch konjugata PS 4, 6B, 18C, 19F nebo 23F a
navic libovolnou kombinaci jinych pneumokokovych
polysacharidovych konjugatlh, které jsou tvoreny s adjuvans 3D-

MPL, ale v podstaté neobsahuji adjuvans zalo?ené na hliniku.

vV typickém pripadé kombinace antigenniho prostfedku
mikrorganizmu Streptococcus pneumoniae podle vynalezu obsahuje
polysacharidové konjugaéni antigeny, kde polysacharidy se
ziskaly 2z alespon &tyt, sedmi, dvanécti, tF¥inécti, patnacti
nebo dvacetitfi sérotypl (preforované kombinace sérotypu

zavisi na lé&eném  onemocnéni a popisuji se v sekci

oce e

oo
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,Streptococcus pneumoniae polosaccharide Antigens of the

Invention“) .

Antigenné prostredky podle vynalezu se 8 vyhodou pouzivaji
jako vakcinaéni prostfedky  pro prevenci (nebo 1écbu)
pneumokokovych infekci zvlasté u prestéarlych 1idi a kojenclh a

nemluviat.

Dalsi provedeni vynalezu zahrnuje zajidténi shora
popsanych antigennich kompozic vhodnych pro pouziti
v mediciné&, zpasob zahrnujici imunitni odezvu na kapsuléarni
polysacharidovy konjugat mikroorganizmu vStreptococcus
pneumoniae, ktery zahrnuje kroky aplikace bezpecneého a
tc¢inného mnozstvi jednoho shora uvedenych antigennich
prostfedkd, a pouziti jednoho shora uvedenych antigennich
prostfedkld pfi vyrobé 1é&iva vhodného pro prevenci (nebo

1é&bu) pneumokokového onemocnéni.

Pri prevenci/zlepéeni zédpalu plic u populace prestérlych
1idi (nad 55 let) a zanétu stfedniho ucha u kojencu (az do 18
mésict) a nemluviiat (v typickém pripadé 18 mésica az 5 let) se
v daldim preferovaném provedeni podle vynélezu popisuje
kombinace multivalentniho polysacharidového konjugatu
formulovaného stejnym zplisobem Jako se popisuje V ptipade
proteinu mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae nebo Jjeho
imunologicky funk&niho ekvivalentu. Preferovany protein nebo
proteinoveé kombinace se popisuji ve shora v textu uvedené

sekci wpneumokokové proteiny podle vynalezu® .

Upftednostiiuje se&, aby popsané antigenni prostfedky (a
vakciny) se lyofilizovaly a tak se udrzovaly do toho okamziku,
kdy se maji pouzit, co? znamena, <Ze Se€ rekonstituujl
rozpoudtédlem. Vice se uprednostiuje, aby se prosttedky
lyofilizovaly V pritomnosti 3D-MPL a rekonstituovaly se

fyziologickym roztokem.
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Lyofilizované prostfedky Jjsou stabiln&jsi (napfiklad se
p¥edchazi rozkladu polysacharidovych antigen®). Zplsob je také
ptekvapivé odpovédny za vySsi titr protiléatek proti
pneumokokovym polysacharidim. To se ukazuje zvlaste podstatné
v ptipadé konjugatua PS 6B. V jiném ohledu podle vyndlezu se
tak lyofilizovany antigenni prostredek obsahujici konjugat PS

6B adjuvoval s 3D-MPL a Vv podstat& neobsahuje adjuvans

zalo?ené na hliniku.

priprava vakcin se popisuje shora v textu Vv sekci

,PFiprava vakcin podle vynalezu™.

C) Konjugéty pakteridlni polysacharid - protein D

Kombinadni vakciny jsou vyhodné v tom, e redukuji potiZe
recipienta, umoZnuji plédnovani a dokon&eni reZimu, vykazujl
také pravodni jev, kterym je sniZeni G&innosti vakciny (shora
v textu se popisuje potlaceni epitopu  pomoci pouziti
nosicovych proteind). Je proto vyhodné vytvofit vakcinaéni
kombinaci, kterd spojuje potfeby populace a kterd navic
vykazuje imunogenni interferenci mezi jejimi komponenty. Tyto
vyhody zahrnuji imunogenni prostredky (nebo vakciny) podle
vynélezu, které jsou zv145té vyhodné pro aplikaci kombinaénich
vakcin  vysoce rizikovym  skupinam, jako jsou  kojenci,

nemluviata nebo pfestéarli lidé.

Vyndlez popisuje protein D pochédzejicl z nmikroorganizmu
Haemophilus  influenzae nebo jeho fragmenty, Jako nosic
imunogenniho prostfedku zalo¥eného na polysacharidu, které
jsou obsaZeny Ve vakcinach. Fragmenty vhodné pro pouZiti
zahrnuji fragmenty obsahujici epitopy pomocnych bunék T.
vvlasté fragment proteinu D bude s vyhodou obsahovat N-

terminalni 1/3 proteinu.
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Protein D je protein vazajici IgD pochédzejicil
7z mikroorganizmu Haemophilus influenzae (EP 0 594 610 Bl) a Je

potencionalnim imunogenem.

Polysacharidy, aby se konjugovaly s proteinem D podle
vynalezu zahrnuji, ale nejsou omezeny na Vi polysacharidovy
antigen proti mikroorganizmu Salmonella typhi, meningokokéalni
sacharidy (zahrnujici typ A, C, W135 a Y a polysacharid a
upraveny polysacharid a upravené polysacharidy meningokokl

skupiny B)., polysacharidy z mikroorganizmu Staphylococcus

aureus, polysacharidy z mikroorganizmu Streptococcus
agalactae, polysacharidy z mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae, polysacharidy z mikroorganizmu mykobacterium,
napriklad Mycobacterium tuberculosis (mannofosfoinisitidy

trehaldz, kyselina mykoliova, kapsule vytvotené z téchto latek
a arabinogalaktany), polysacharid z mikroorganizmu
Cryptococcus neoformans, lipopolysacharidy netypovatelného
Haemophilus influenzae, kapsularni polysacharid
z mikroorganizmu Haemophilus influenzae b, lipopolysacharidy
nikroorganizmu Moraxella catharralis, lipopolysacharidy
mikroorganizmu Shigella sonnei, lipopeptidofosfoglykan (LPPG)
mikroorganizmu Trypanosoma cruzi, gangliosidy spojené se
zhoubnym bujenim, GD3, GD2, muciny spojené nadorovym
onemocnénim, zvlasté T-F antigen a sialyl T-F antigen a
polysacharid spojeny S 1V, ktery Jje strukturdln& spojeny

s antigenem T-F.

Polysacharid muZe byt spojen s nosic¢ovym proteinem
1ibovolnou znadmou metodou (popisuje se napfiklad v publikaci
Likhite, U.S. Patent 4 372 945 a Armor et al., U.S. patent 4
474 757). Prednostné se provedlo spojeni s CDAP (WO 95/08348).

v CDAP kyanylaéni ¢inidlo 1—kyanodimethylaminopyridin—
terafluoroborat  (CDAP) se prednostneé pouzil pfi syntéze

konjugatl polysacharid—protein. Kyanilaéni reakce se mazZe

(XX R
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uskutednit za relativné& mirnych podminek, které brani
hydrolyze polysacharidid citlivych na alkalické ¢&inidlo. Tato

syntéza umoZfiuje primé spojovani s nosilovym proteinem.

Polysacharid se rozpustil ve vodé nebo ve fyziologickém
roztoku. CDAP se rozpustil v acetonitrilu a pfidal se okamZité
k polysacharidovému roztoku. CDAP reaguje s hydroxylovymi
skupinami polysacharidu ve form& esteru kyandtu. Po aktivaci
se ptridal nosicovy protein. Aminoskupiny lyzinu reaguji
s aktivovanym polysacharidem za vzniku izomo&ovinove

kovalentni vazby.

Po reakci se prida velky nadbytek glycinu a potlacl se
zbytkové aktivované funkce.'Produkt pak prochazi gelem, aby se
odstranil nezreagovany nosiéov§ protein a zbytkova <¢inidla.
Vynélez popisuje zplsob produkce konjugat polysacharidu a
proteinu D, ktery zahrnuje kroky aktivace polysacharidu a

spojeni polysacharidu s proteinem D.

V preferovaném provedeni vynalezu se popisuje imunogenni
prostfedek (nebo  vakcina) vhodnd pro prevenci infekci

Streptococcus pneumoniae.

Mechanizmy roz$ifeni pneumokokd do plic, cerebrospindlni
tekutiny a krve nejsou zcela jasné. Rust bakterii v normalnich
plicnich sklipcich se inhibuje Jjejich relativni suchosti a
fagocytarni aktivitou alveolarnich  makrofégul. Libovolné
anatomické nebo fyziologické zmény této koordinované obrany ma
tendenci zvySovat citlivost plic k infekci. Buné&Zna sténa
mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae ma duleZitou lohu pri
vytvoreni L4andtlivé odezvy ve sklipcich plic (popisuje se

v publikaci Gillespie et al., (1997), I and I 65: 3936).

V typickém ptipadé vakcina proti mikroorganizmu
Streptococcus pneumoniae  podle vyndlezu  bude obsahovat

konjugaty polysacharidu a proteinu D, kde polysacharid se

-
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ziskal z alespon <&tyf#, sedmi, jedendcti, tEinacti, patnacti
nebo 23 sérotypl. V sekci ,Polysacharidoveé antigeny
mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae®™ se podle vynalezu
popisuji preferované kombinace sérotypl zavisejici na léceném

onemocnéni.

Vv dal3im provedeni vynalezu se popisuje vakcina proti
mikroorganizmu Neisseria meningitidis, zvlaste sérotypy A, B,
C W-135 a Y. Mikroorganizmus Neisseria meningitidis Jje Jeden
z nejdilezitéjsich p¥ipada bakteridlni meningitidy.
Sacharidové kapsule téchto organizmd muZe pusobit  jako
determinanta virulence a cil ochrannych protildtek. V oboru je
zndmo, Ze polysacharidy Jsou u malych dé&ti slabymi imunogény.
Vynadlez popisuje zv145td vhodny proteinovy nosic vhodny pro
tyto polysacharidy, protein D, ktery popisuje epitopy bunky T,
které se mohou aktivovat odeivou buiky-T, pEicemZ dochéazi
k proliferaci, protoievpolysacharidovy antigen specificky pro
bufiku B napomé&hd Jjejich pomnoZeni a zrani, stejné jakd indukci

imunologické odpoveédi.

V jiném provedeni podle vynalezu se popisuje konjugat
kapsularniho polysacharidu mikrorganizmu Haemophilus

influenzae b (PRP) - protein D.

Vynalez dale popisuje kombinadni vakciny, které poskytuji
ochranu proti Fadé& rozdilnych patogenli. Nosié¢ proteinu D je
prekvapive pouZzitelny jako nosi& v kombina&nich vakcinédch, kde
je  konjugovano vice polysacharidovych antigent. Jak se
popisuje shora v textu potlac¢eni epitopu se pravdépodobné
objevuje, JestliZe se& pro kaidy polysacharid muzZe pouzit
stejny nosi&. Dokument WO 98/51339 popisuje prostiedky, které
minimalizuji svuj vliiv konjugaci ¢asti polysacharidud

v prostfedku s DT a zbytek s TT.

prekvapivé se zjistilo, e protein D je zvlasté vhodny pro

minimalizaci takovych u&inkd potladeni epitopu v kombinaénich

[ X R J
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vakcinach. Jeden nebo vice polysacharidd v kombinaci muZe
s vyhodou konjugbvat s proteinem D a prednostné Vv takovych
kombina&nich vakcinach v&echny antigeny konjuguji s proteinem

D.

preferované kombinace zahrnujl vakcinu, kterd umoZnuje
ochranu proti infekci mikroorganizmu Neisseria meningitidis C
a Y (a s vyhodou A), kde polysacharidovy antigen z jednoho
nebo vice sérotypd Y a C (a nejvyhodnéjéi je A) Je spojen

s proteinem D.

Vakcina zaloZené na polysacharidu mikroorganizmu
Heamophilus 1influenzae (PRP konjugovany ptednostné s TT, DT
nebo CRM197 nebo vyhodné s proteinem D) se mize vytvorit

stejné jako shora v textu popsané kombinacni vakciny.

fada vakcin pouZitelnych v pediatrii se vyskytuje Jjako
kombinaéni vakcina, aby se snizil pocet injekci, které se musi
ditéti aplikovat. Tak pediatrické vakciny podle vynalezu
obsahuji vice antigenu. Vakciny podle vynalezu se mohou
spojovat nebo se mohou aplikovat jednotlivé, ale je znama
trivalentni kombinacni vakcina obsahujici toxoid diftérie
(DT), toxoid tetanu (TT) a komponenty gerného kasle (v
typickém piipade jde o© detoxifikovany toxoid &erného kagle
(PT) a filamentdzni hemaglutinin (FHA) s pertaktinem (PRN)
a/nebo aglutinin 1+2), kterad se oznacuje jako INFANRIX~-DTPa™
(od firmy SmithKlineBeecham Biologicals), kterd obsahuje
antigeny DT, TIT, PT, FHA a PRN. Dale Jje znama vakcina
obsahujici celé bunky terného kasle, ktera Je od firmy
SmithKlineBeecham Biologicals s.a. a Jje oznacena jako
Tritanrix™. Kombinovana vakcina miZe také obsahovat jiny
antigen, Jjako Je povrchovy antigen hepatitidy B (HbsAg) ,
antigeny Polioviru (naptiklad deaktivovany trivalentni
poliovirus—IPV), proteiny vnéjsi membrany mikroorganizmu

Moraxella catarhalis, proteiny netypovatelného Haemophilus
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influenzae, proteiny  vn&jsi membrany mikroorganizmu N.

meningitidis B.

pP¥iklady preferovanych proteinovych antigent mikrorganizmu
Moraxella catarrhalis sahrnuté v kombina&ni vakciné (zv1asté
pro prevenci zanétu str¥edniho ucha) jsou: OMP106[WO 97/41731]
(Antex) a WO 96/34960 (PMC)], OMP 21, LbpA a LbpB [WO 98/55606
(pMC)], TbpA a TbpB [WO 97/13785 a WO 97/32980(PMC)], CopB
[Helminen ME, et al., (1993) Infect. Immun. 61: 2003-2010],
UspAl/2 [WO 93/03761 (University of Texas)] a OmpCD. P¥iklady
netypovatelnych antigent mikroorganizmu Haemophilus
influenzae, které jsou zahrnuty v kombina&ni vakciné& (zvlaste
vhodné pro prevenci s4ndtu stfedniho ucha) zahrnuji: protein
fimbrin [US 5766608 - Ohio State research Foundation] a fuze
obsahujici jeho peptidy [napfiklad fuze peptida LBL(f), US
5843464 (0SU) nebo WO 99/64067], OMP26 [WO 97/01638 (Cortecs)],
P6 [EP 281673 (State University of New York], TbpA a TbpB, Hia,
Hmwl, 2, Hap a D15.

preferované pediatrické vakciny podle vyndlezu jsou:

a) Konjugat polysacharidu C mikroorganizmu N. meningitidis a
konjugat polysacharidu Haemophilus influenzae Db, které
mohou byt spojeny S konjugatem polysacharidu A a/nebo Y
M.meningitidis, pticemz se poskytuje alespon jeden
polysacharidovy antigen a upfednostiiuje se, aby vSechny
polysacharidy byly spojené s proteinem D.

b) Vakcina a) dopln&nd DT, TT, komponenty ¢erného kasgle
(upfednostnuje se PT, HFA a PRN), povrchovy antigen
hepatitidy B a IFV (deaktivovana trivalentni vakcina
polioviru) .

c) Polysacharidové antigeny mikroorganizmu Streptococcus

pneumoniae spojené s proteinem D.
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d) Vakcina c) s jednim nebo vice antigeny, které pochédzeji
z mikroorganizmu Moraxella catarrhalis a/nebo

z netypovatelného Haemophilus influenzae.

Pro viechny shora uvedené rombinované vakciny Jje vyhodné
pouziti proteinu D, jako nosice. Je ztejmé, Ze <Cim vice
nosidu, které se zahrnou do kombina&ni vakciny (naptiklad, aby
se ptekonalo potlaceni epitopu), tim je drazsi a komplexné&jsi
konednd vakcina. Podstatné vyhodné Jje, kdyZ vechny nebo
vé&téina polysacharidonch antigenld v kombina&ni vakciné se

konjuguje s proteinem D.

P¥i prevenci zapalu plic u populace pfestarlych 1lidi (nad
55 let) a zanétu st¥edniho ucha u kojencu nebo nemluviat se
preferuje provedeni vynalezu, kdy se kombinuje multivalentni
polysacharid mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae a protein
D, coZ se zde nazyva protein mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae nebo jeho imunologicky funk&ni ekvivalent. Ve shora
uvedené sekci ,Pneumokokové proteiny podle vynalezu" se
popisuji preferované proteiny (proteinové kombinace, které

mohou byt obsaZeny Vv takovych kombinacich.

Vynalez déale popisuje imunogenni prostfedek obsahujici
konjugat polysacharid Streptococcus.pneumoniae - protein D a

proteinovy antigen mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae.

Antigeny polysacharid - protein D podle vynalezu jsou Ve
vakcinadnim prostfedku podle vynalezu s vyhodou konjugovaneé.
Vhodna adjuvans zahrnuji hlinité sole, jako je gel hydroxidu
hlinitého (alum) nebo fosforenan hlinity, ale mohou to také
pyt sole vapniku, 5eleza nebo zinku nebo to ‘mohou byt
nerozpustné suspenze acylovaného tyrozinu nebo acylované
cukry, kationicky nebo anionicky derivatizované polysacharidy

nebo polyfosfazeny.
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U vakcin pro prestédrlé 1lidi se preferuje, Ze adjuvans se

vybralo tak, aby vyvolavalo odezvu typu THL.

Ur&ité adjuvans Thl se popisuje shora v textu Vv sekci

,Adjuvans Thl podle vynalezu™.

Vynalez dale popisuje imunogen nebo vakcinu, kterou Je

moZné pouzit v mediciné.

P¥iprava/aplikace konjugatu se popisuje Vv sekci ,Priprava

vakciny podle vynalezu® shora v textu.

Protein D se také s vyhodou pouZije ve vakciné& proti

s4ndtu stredniho wucha. Séam pusobi jako imunogen schopny
produkovat ochranu zprostfedkovanou B-bunkou proti
netypovatelnému H. influenzae (ntHi). ntHi mbZe vstoupit do

hostitele a umoZni pomoci proteinového antigenu indukci u&inkd
zprostfedkovanych butikou B. Prekvapivé se zjistil zpusob
zvyseni u&innosti ptsobeni proteinu D (bud se samotného nebo
jako nosice pro polysacharid) Jako antigenu ve vakciné proti
san&tu stfedniho ucha. To je moZné provést adjuvanci proteinu
D tak, Ze se v subjektu indukuje silnd odezva Thl _proti
proteinu D tak, 5o &ast imunitniho systému zprostfedkované
puiikou se optimalizuje. Toho se pfekvapivé dosahne pouzZitim
lyofilizovaného prostfedku, ktery obsahuje protein D a
adjuvans Thl (uptednostiuje se 3D-MPL), ktery se
rekonstituoval kratce ptred aplikaci. Vyndlez tak popisuje
takové prostfedky, zplsob pro pripravu takovych kompozic
(lyofilizaci smé&si, kterd obsahuje protein D a adjuvans Thl) a

pouziti takového prostfedku pri 1é8b& zané&tu stfedniho ucha.

Ukazalo se, e lyofilizace  imunogenu V pfitomnosti
adjuvans Thl (popisuje se v sekci ,adjuvans Thl“ podle
vynalezu), prednostné 3D-MPL, v obecném pripadé vyvola
imunitni odezvu Thl proti imunogenu. Vyndlez Jje moiné

aplikovat na libovolny imunogen[ v pripadé, Ze Je nutné, aby
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imunitni systém reagoval siln&jsi imunitni odezvou Thl. Takové
imunogeny obsahuji pakteridlni, virové a nadorove proteinové

antigeny, stejne jako samotné proteiny a peptidy.

priklady provedeni vynalezu

p¥iklad 1: Kapsuldrni polysacharid mikrorganizmu S.pneumoniae

11-valentni vakcina zahrnuje kapsularni polysacharidy
sérotypu 1, 3, 4, 5, 6B, TF, oy, 14, 18C, 19F a 23F se
ptripravily Vv podstaté stejnym zpusobem, Jjak se popisuje
v dokumentu EP 72513. Kazdy polysacharid se aktivuje a
derivatizuje za pouziti chemie CDAP (popisuje se V dokumentu
95/08348) a konjugoval se s proteinovym nosicem. VSechny
polysacharidy se konjugovaly ve své prirozené formeé s vyjimkou
serotypu 3 (jehozZ velikost se redukovala, aby se snizila

viskozita) .

Proteinovy nosic:

Vybrany proteinovy nosic je rekombinantni portein D (PD)
z netypovatelného Haemophilus influenzae, ktery se exprimuje

v E. coli.

Exprese proteinu D
Protein D mikroorganizmu Haemophilus influenzae
Geneticka konstrukce vhodna pro expresi proteinu D

Podatedni material

DNA kédujici protein D

Protein D je mezi H.influenzae v8ech typl a
netypovatelnymi kmeny VySoce konzervativni. Vektor pHIC348
obsahujici sekvenci DNA kédujici cely gen proteinu D se ziskal

od Dr. A. Forsgrena, Z instituce Department of Medical
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Microbiology, University of Lund, Malmo General Hospital,
Malmo, Sweden. Sekvence DNA proteinu D se popisuje v publikaci

Janson et al., (1991) Tnfect. Immun. 59: 119-125.

Exprese vektoru pMG1

Expresivni vektor pMG1l je derivat pBR322 (popisuje se
v publikaci Gross et al., 1985), kde pakteriofdg A nese fidici
elementy pro transkripci a translaci cizorodych zatlenénych
gentt (popisuje se Vv publikaci Shatzmanet et al., 1983). Navic
gen nesouci rezistenci na ampicilin se zaménil za gen nesouci

rezistenci na kanamycin.

Kmen AR58 mikroorganizmu E.coli

Kmen AR58 mikroorganizmu E. coli se vytvoiil transdukci

N99 se zasobnim roztokem fagu P1l, ktery se kultivoval na

derivatu SA500 (galE::TN1Q, lambdaKil cI857 AH1).
Kmeny N99 a SA500 jsou kmeny K12 mikroorganizmu E.coli
-iskané od Dr. Martina Rosenbergra =z instituce National

Institute of Health.

Expresivni vektor pMG1

pyi produkci proteinu D DNA kédujici protein se klonovala
do expresivniho vektoru pMGl. Tento plazmid vyuziva signaly
- DNA fagu lambda, aby ridil transkripci a translaci
za&len&nych cizorodych genu. Vektor obsahuje promotor PL,
operdtor OL a dvé utilizadni mista (NutL a NutR), aby se
uvolnily transkripéni polarizacni u&inky, kdyz se pripravuje
protein A (popisuje se V publikaci Gross et al., 1985).
Vektory obsahujici promotor PL se zavedou do mikroorganizmu
lysogenniho kmene E. coli, aby se stabilizovala plazmidova
DNA. Lisogenni hostitelské kmeny obsahuji DNA fagu lambda,

ktery se nereplikuje, integrovanou do genomu (popisuje se
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v publikaci Shatzman et al., 1983). Chromozomalni DNA faga
lambda 7idi syntézu proteinu represoru cI, ktery se véazZe na
represor OL vektoru a p¥edchézi navéazani RNA polymerazy na
promotor PL a tim predchazi transkripci zaclené&ného genu.
Kmen AR58 exprimujici gen cI obsahuje mutant citlivy na
teplotu tak, Ze transkripce fizena PL maZe regulovat posunem
teploty . To znamend, 2e zvy$enim teploty kultivace se
deaktivuje  represor a inicijuje se syntéza cizorodého
proteinu. Tento expresivni systém umozfiuje Fizenou syntézu
cizorodych proteinl -v143té& téch, které mohou byt pro bunku
toxické (popisuje se V publikaci Shimataka and Rosenberg,

1981) .

Kmen ARS8 mikroorganizmu E. coli

Lysogenni kmen mikroorganizmu E. coli AR58 pouzivany pfi

produkci nosice proteinu D Je derivat standardniho kmene NIH

E. coli K12 kmen N99 (F"su galK2, laciZ thr”). Tento kmen
obsahuje defektivni lysogenni fag lambda (galE::TN1O,
lambdaKil cI857AHL) . Fenotyp Kil® brani vypnuti  syntézy

makromolekul v hostiteli. Mutace cI857 udili 1lézi citlivou na
teplotu represoru cl. Delece AH1 odstrafuje pravy operon faqgu
lambda a hostitelské loci bio, uvr3 a chlA. Kmen ARS8 se
yytvoril transdukcl N99 se zasobnim roztokem faga P1, ktery se
drive kultivoval na derivatu SA500 (galE::TN1O0, lambdaKil™
cI857AH1) . Zavedeni defektniho lyzogenu do N99 se zjistilo na
zakladé selekce s tetracyklinem a zakladé pritomnosti
transpozonu TN10, ktery kéduje rezistenci na tetracyklin

v pfilehlém genu galE.

Konstrukce vektoru pMGMDPPrD

Vektor pMG 1, ktery obsahuje gen kédujici nestrukturovy

protein S1 viru Influenzae (pMGNSI), se pouZil p¥i konstrukci
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pMGMDPPrD. Gen proteinu D se amplifikoval pomoci PCR 2z vektoru
pHIC348 (popisuje se Vv publikaci Janson et al., 1991)
s primery PCR, které obsahuji restrikéni mista NcoI a Xbal na
5°a 3 konci. Fragment NcoI/Xbal se pak zavedl do pMGNSl mezi
restrikéni mista Ncol a Xbal a tak vznikl fuzni protein
obsahujici 81 N-termindlnich aminokyselin proteinu NS1, po
nich? nasleduje protein PD. Tento vektor se oznacil jako

pMGNS1PxD.

Na zaklad& konstrukce popsané shora v textu se vytvorila
kone&na konstrukce pro expresi proteinu D. 7Z pMGNSlPrD se
odstranil fragment BamI/BamHI. Hydrolyza této DNA odstranila
oblast kédujici NS1, mimo prvnich tfi zbytkad N-konce. PO
opétné ligaci vektoru se vytvoril gen kédujici fuazni protein

s nasledujici N-terminalni aminokyselinovou sekvenci.

-MDP SSHSSNMANT-
NS1 protein D

protein D neobsahuje vedouci peptid ani N-termindlni
cystein, na ktery se V norméalnim pripadé pripoji lipidovy
feté&zec. Protein se proto nevyluduje do periplazmy a zUstéva

v cytoplazmé v nerozpustné forme.

Kone&na konstrukce pMG-MDPPrD se savedla do hostitelského
kmene AR58 teplotnim Sokem p¥i teploté 37 °c. Bakterie
obsahujici plazmid se vybraly Vv pritomnosti kanamycinu.
p¥itomnost proteinu D obsahujici inzert DNA se demonstrovala
stépenim izolované plazmidové DNA s vybranymi endonukleazami.

Rekombinantni kmen E. coli se oznatil jako ECDA4.

Exprese proteinu D je fizena promotorem lambda
p;/operatorem Or. Hostitelsky kmen AR58 obsahuje Vv genomu gen
cI citlivy na teplotu, ptiemz tento gen plokuje expresi

lambda P; pri nizke teploté pomoci navazani Op. KdyZ se zvysi

(2 X X ]
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teplota z Op se uvolni cI a exprimuje se protein D. Nakonec

fermentace se zvy$i koncentrace punék a buiky se zamrazi.

Fxtrakce ze sebranych bunék a &isténi proteinu D se
provedla nasledujicim zpGsobem. Pelet kultury zamraZenych
bun&k se rozpustil a resuspendoval se V roztoku, ktery
poruduje bunky (citrdtovy pufr pH 6,0) na kone&nou hodnotu
ODgso= 60. Suspenze dvakradt prosla homogenizérem za vysokého
tlaku pri P= 1000 part. Homogendt bunééné kultury se vyCefril

centrifugaci a buné&ény odpad se odstranil filtraci. V prvnim

¢isticim kroku se filtrovany lyzat aplikoval na
chromatografickou kolonu s vym&nou kationtd (sP sefardza
s malym prOtokem). PD se va%e na gelovou matrici iontovou

interakci a vymyl se postupnym zvysovanim iontové sily

eluéniho pufru.

p¥i druhém kroku ¢&isténi se neclistoty odstranily na
matrici s vymé&nou aniontl (Q sefaréza s rychlym pratokem). PD

se nevase na gel a miZe se hromadit ve vytokové fazi.

Oba kroky hromadéni frakci na chromatografické koloné se
monitoruji pomoci hodnoty OD. Frakce vytékajici =z kolony
s vyménou aniontl obsahujici ¢istény protein D se

koncentrovaly ultrafiltraci.

Protein D obsaZeny ve frakci po ultrafiltraci nakonec

profel membranou O velikosti pérua 0,2 pm.

Chemické postupy:

Aktivace a konjugace

Podminky aktivace a parovani Jjsou specifické pro kazdy
polysacharid. Tyto podminky Jjsou popsany V tabulce ¢. 1.
pfirozeny polysacharid (s vyjimkou PS3) se rozpustil v 2M

roztoku NaCl nebo ve vodé a roztok Jje vhodny pro zavedeni
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injekci. Optimalni koncentrace polysacharidu se stanovila

v pripadé vsech typt polysacharidu.

Do polysacharidového roztoku se pr¥idal CDAP (CDAP/PS =
0,75 mg/mg PS) ze z4sobniho roztoku v nitrilu o koncentraci

100 mg/ml. Po 1,5 minuté se pfidal 0,2 M triethylamin, aby

doilo ke specifické aktivaci pH. Aktivace polysacharidu se

provedla pf¥i uvedeném pH bé&hem 2 minut p¥i teploté 25 °C.
Protein D (mnoZstvi zavisl na poééteénim_ pomeéru PS/PD) se
ptidal do aktivovaného polysacharidu a provedla se konjugace
p¥i specifickém pH po dobu 1 hodiny. Reakce se zastavila
glycinem po dobu 30 minut pfi teploté 25 ‘c a nechala se stéat

pfes noc pfi teploté 4 °C.

Konjugaty se Cistily gelovou filtraci na gelové filtralni
kolon& Sephacryl 500HR, kterd se uvedla do rovnovédhy 0,2 M

roztokem NaCl.

Stanovil se obsah sacharidd a proteind eluovanych

frakcich. Konjugaty se slily a sterilngé se filtrovaly na
sterilizadni membran& o velikosti péri 0,22 um. V konjugatu se

stanovil pomé&r PS/protein.

Charakterizace:

Charakterizoval se kazdy konjugat a specifikace se uvedly
v tabulce 2. Obsah polysacharidua (Lg/ml) se méril

resorcinolovym testem a obsah proteinu (vyjédfeny v pug/ml) se
stanovil Lowryho testem. Konecny pomé&r PS/PD (hmotn./hmotn.)

se stanovil pomé&rem koncentraci.

zbytkovy obsah DMAP (ng/png PS):

Aktivace polysacharidu s CDAP zavadi do polysacharidu

kyandtovou skupinu a uvoliuje se DMAP (4-
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dimethylaminopyridin) . Zbytkovy obsah  DMAP se stanovil

specifickym testem vyvinutym p¥i SB.

Obsah volnych polysacharidd (vyjédfeno v %):
Obsah konjugatd volnych polysacharidd p¥i teploté 4 °C
nebo skladovanych 7 dni pii teploté 37 °C se stanovil na

supernatantu ziskaném po inkubaci s protiladtkami o-PD a

saturovanym sulfatem amonnym, pak nasleduje centrifugace.

Test ELISA a-PS/a-PS se pouzil pfi kvantifikaci volného
polysacharidu Vv supernatantu. Absence konjugatu se také
kontrolovala testem  ELISA  oa-PD/a-PS. SniZeni  mnozZstvi

polysacharidu vede ke zlepdeni konjugalni vakciny.

Antigenicita:

Antigenicita stejnych konjugatlh se analyzovala testem

ELISA sendvidového typu, kde zachyceni a detekce protilatek

byly a-PS a o-PD.

Obsah volného proteinu (vyjadfeno v %)

Mno¥stvi volného zbytkového proteinu D se stanovilo
pouZzitim zpusobu, kdy se vzorek oSetfil SDS. Konjugat se
zahtival pri teploté 100 °C po dobu 10 minut v pritomnosti 0,1
s a nanesl se injekci na gelovou filtra&ni kolonu SEC-HPLC
(TSK 3000-PWXL). V pripadé, Ze protein D je dimér, existuje
nebezpeli nadhodnoceni mnozstvi volného proteinu D disociaci

struktury s SDS.

Molekulovad velikost (Kav) :

Molekulova velikost se stanovila pouZitim gelove filtraéni

kolony SEC-HPLC (TSK 5000-PWXL) .
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Stabilita:

Stapilita se mérila na gelové f£filtradni HPLC-SEC (TSK
6000-PWXL) v pripade konjugatl udrZovanych pri teploté 4 °C a
skladovanych po dobu 7 dni p¥i teploté 37 °C.

11-valentni charakterizace je dana Vv tabulce ¢&. 2.

proteinové konjugaty se mohou adsorbovat na fosforecnan

hlinity a spojit se za vzniku kone&né vakciny.

Zaver

Pripravily se imunogenni konjugaty, které jsou komponenty
slibné vakciny. V ptripadé kasdé z jedenécti valenci se
zjidtovaly optimédlni podminky  CDAP, aby vznikl koneény
konjugovany pneumokokovy polysacharidovy produkt. Konjugaty
téchto pneumokokovych polysacharidﬁ, které Jje mozné ziskat
shora uvedenym zpusobem (optimalizovanYm) CDAP (s ohledem na
nosi&ovy protein, ale prednostné protein D) Je tak dal3im

aspektem vynalezu.

priklad 2: Studie adinku vyhodného adjuvans na imunogennost

11-valentni pneumokokové konjugaéni vakciny PS-PD u

krys.

Prave narozené krysy se imunizovaly 11 valentni
pneumokokovou konjugaéni vakcinou PS-PD, ktera obsahuje 0,1 pg
kazdého polysacharidu (vyrobeno zpusobem popsaném Vv prikladu
1) a pouzZilo se nadsledujici adjuvanéni &inidlo: Zadné, AlPOq4,

3D-MPL, 3D-MPL na AlPOq.

Prosttedek obsahujici pouze 3D-MPL Je statisticky (a
pYekvapivé vice imunogenni) (nejvice GMC IgG) Ve srovnani
s jinymi prostiedky v pfipadé pé&ti z 11-ti antigenfi. To plati,

jak pro vysoké tak nizké koncentrace 3D-MPL.
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Opsonofagocytédza potvrdila vysledky GMC.

Materialy a metody

Imunizadni protokol

Pravé narozené krysy se vybraly od riznych nahodnych matek
a ptri prvni imunizaci byly 7 dni staré. Pak se provedly 2
dalsdi imunizace o 14 dni a 28 dni pozdeéji. Vykrvacenl se
provedlo v den 56 (to je 28 dni po III. imunizaci). VSechny
vakciny se zavedly podkoZni injekci a ve skupin& pro Jednu

vakcinu bylo 10 krys.

Krysy se imunizovaly 1ll-valentnl pneumokokovou konjugacni
vakcinou, ktera obsahuje nasledujici polysacharidové sérotypy
konjugované s proteinem D: 1, 3, 4, 5, 6B, 7%, 9v, 14, 18C,
19F, 23F.

Priprava

7a Gdelem testovani ucinku raznych vyhodnych adjuvans,
davka konjugatu se udrzovala konstantni 0,1 pg kazdého
polysacharidu a pripravilo se adjuvans AlPO4 a 3D-MPL
v rtiznych davkach a kombinacich, které nezahrnuji Zadné

adjuvans. Ty jsou uvedeny podle &isel v tabulce ¢. 3.

Adsorpce na AlPO4

Koncentrované, adsorbované monovalenty se pripravily podle

nasledujiciho postupu. 50 pg ALlPOs (pH 5,1) se michalo s 5 g
konjugovanych polysacharidﬁ po dobu 2 hodin. pH se upravilo na
hodnotu pH 5,1 a sm&s se nechala stiat daldich 16 hodin. Pridal
se 1 500 mM roztok NaCl, koncentrace sole je 150 mM. Po 5
minutach se piridal 2-fenoxyethanol v koncentraci 5 mg/ml. PO
dalsich 30 minutach se pH upravilo na hodnotu 6,1 a smés se

nechala stat po dobu 3 dni p¥i teploté& 4 °C.
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P¥iprava redidla

T¥i redidla se pripravila Vv roztoku NaCl pfi koncentraci
150 mM/5 mg/ml fenoxyethanolu
A: AlPO, pfi koncentraci 1 mg/ml.
B: 3D-MPL na AlPO; pfi koncentraci 250 a 1 000 pg/ml, pomér
nmotnosti 3D-MPL/AlPO4 = 5/20
Cc: 3D-MPL na AlPO, pfi xoncentraci 561 a 1 000 pg/ml, pomér
hmotnosti 3D-MPL/AlPOs = 50/89

Priprava adsorbovaného undekavelentu

Dvanact koncentrovanych adsorbovanych PS-PD monovalenti se
smichalo pfi_sprévném pom&ru. Jako fredidlo A se pridal doplnék
AlPO,. KdyZ je to nutné, pridal se 3D-MPL bud ve form& vodného
roztoku (neadsorbovaného, zpuasob 1 popsany dale v textu) nebo
jako Fredidlo B nebo C (3D-MPL adsorbovany na AlPO, ve dvou

davkach, zpusob 2 popsany dale v textu) .

Zpusob 1:

3D-MPL se pfidal ke kombinovanym adsorbovanym konjugatim
ve formé& vodné suspenze. Sm&s se michala s undekavalentem po
dobu 10 minut pfi teploté mistnosti a pred aplikacli se

uchovaval p¥i teplot& 4 °C.

Zpusob 2:

pred pridanim k adsorbovanému konjugétu se 3D-MP predem
adsorboval na AlPO4 (fedidlo B a C). Aby se pripravil 1 ml
#edidla, vodné suspenze 3D-MPL (250 nebo 561 pg) se michala s 1
mg AlPO4 ve 150 mM NaCl s hodnotou pH 5,6 po dobu 5 minut pri
teploté mistnosti. Roztok se $¥edil v NaCl s hodnotou pH

6,1/fenoxy a inkuboval se ptfes noc pfi teplot& 4 °C.
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Priprava neadsorbovaného undekavalentu

Smiéhalo se jedenact konjugatd PS-PD a ve spravném pomeru
se pridal 150 mM roztok NaCl pH 6,1, fenoxy. KdyZ je to nutné

p¥idal se 3D-MPL ve form& roztoku (neadsorbovany).

P¥ipravky pro vdechny injekce se p¥ipravily 18 dni pred

prvni aplikaci.

Test ELISA

Test ELISA se uskutednil za ucelem m&¥eni krysiho IgG za
pouziti protokolu »iskaného z WHO workshopu zabyvajicim se
postupy testh ELISA pri kvantifikaci protilatek IgG proti
kapsuldrnim polysacharidim v lidském séru. V podstaté& ¢&istény
kapsuldrni polysacharid se potdhl pfimo na mikrotitracni
destidku. Vzorky sér se piedem inkubovaly s polysacharidem
2 buné&né stény, ktery Jje Dbéiny pro viechny pneumokoky
(substance C) a ktery je pritomen v pneumokokovych
polysacharidech &idténych podle popisu v dokumentu EP 72513
B1) v pribliZné koncentraci 0,5 %. Aby se detekovaly vazané
my$i IgG, pouzily se &inidla =ziskand v instituci Jackson
ImmunoLaboratories Inc.. Titracni k¥ivky odpovidaly vnitfnim
standarduam (monoklondlni protilatky) modelovanym logickou
logaritmickou rovnici. Vypoclet se provedl za pouziti SoftMax
Pro softwaru. Oc¢ekdvalo se, e maximalni absolutni chyba u
téchto vysledkl bude faktor dvou. Relativni chyba je mensi nez

30 %.

Opsonofagocytdza

Opsonizacni titry se stanovily pro sérotypy 3, 6B, 7F, 14,
19F a 23F za pouZiti protokolu CDC (Streptococcus pneumoniae
Opsonophagocytosis using Differentiated HL60 cells, version

1.1) s ¢idténymi lidskymi PMN a s komplementem mladat kraliku.
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Uprava zahrnovala pouZiti pneumokokovych kmena a féagocyticke
bufiky HL60 se nahradily gidtdnymi lidskymi neutrofily PMN (kde
existuje vysoky stupeii korelace mezi uvedenYmi fagocytickymi
pufikami). Navic se do mikrotitradnich prohlubni pridaly
sklené&né kulicky o velikosti 3 mm za uUcelem intenzivnéjsiho
michéani a to umoZiuje redukovat pomér fagocyty : bakterie,

jeho? doporucena hodnota Jje 400.

Vysledky:

Koncentrace IgG

Geometricky prumér kxoncentraci IgG se stanovil pro kazdy
sérotyp a PD se zobrazilo v tabulkidch &. 4 aZz 10. V ptipadé
sérotypa 6B, 14, 19F a 23F jsou zahrnuty pro porovnani
predchozi vysledky ziskané za pouZiti tetravalentni formulace.

Nejvy331i koncentrace IgG jsou Vv tabulkdch 4 az 10 oznaleny
tudnym pismem. Porovnani statistickych hodnot p Vv pripadé
kompozic 3D-MPL versus 3p-MPL/ALPO, je v tabulce ¢C. 11.
Adjuvannti formulace &. 4 (neadsorbované konjugaty s vysokou
davkou 3D-MPL), ktere umoziuji nejvyssi GMC pro 9 z jedenacti.
pripadd. V péti z jedenédcti pfipadd je MPL Vv nizké davce
druhym nejvice imunogennim adjuvans; pP¥isady umoZni vy§si GMC
ve srovnani s davkou pIo vdechny sérotypy (data nejsou
uvedena) a to Jje statisticky podstatné v pripadé sérotypl 4,

6B, 7F, 18C a 23F (p Jje mensi ne? 0,05 od 95 % CI).

Opsonofagocytéza

Vysledky opsonofagocytézy na shromé&zdé&ném séru jsou
szobrazeny pro serotyp 3, 6B, 7F, 14, 19F a 23F v tabulce 4 aZ
8. Ve vétdineé ptipadld tyto opsoniza&ni titry potvrdily
pritomnost GMC IgG. Korelace s koncentraci IgG je vy3Ssi nez 85
g v pripadé sérotypad 6B, 19F, 23F (data nejsou uvedena) .
V pfipadé sérotypu 3, je dblezité poznamenat, e pouze skupina

3D-MPL vyvolala opsonizacni aktivitu nad hodnotu pozadi.

[ XX T XY
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Zavér

V tomto experimentu se neodekavalo, Ze pouzitil samotného

3D-MPL bude indukovat nejvyssi koncentrace IgG.

Maximalni GMC IgG =ziskané modifikaci pomoci adjuvans se
porovnavalo s maximalni ziskanou GMC modifikaci davky PS a
zjistilo se, zZe 3D-MPL by mohlo vyvolat vy§si odezvy u 5-ti

z jedendcti sérotypu.

Tabulka &. 11 ukazuje, Ze kdyz se porovnavaji kompozice
3D-MPL a 3D-MPL/ALPO4 (porovnani zpusobu formulace a davka 3D-
MPL) , podstatneé se zlepsila imunogennost 5-ti
polysacharidovych konjugatl, kdyZ se p¥ida jen 3D-MPL neZz 3D-
MPL plus AlPOs , PS 4, PS 6B, PS 18C, PS 19F a PS 23F.

p¥iklad 3: Studium ucinku kombinaci na imunogennost konjugatt

ps4, PS 6B, PS 18C, PS 19F a PS 23F dospélych krys

Dospé&lé krysy se imunizovaly konjugaZni vakcinou obsahujici
pneumokokovy polysacharid a protein D, bud jednotlivé& nebo
kombinované Vv multivalentni kompozici (bud tetra-, penta-,
hepta- nebo dekavalent). Skupiny deseti krys se imunizovaly
dvakrat v Gasovém intervalu 28 dni a testovaci krev se ziskala

v den 28 a v den 42 (14 dni po druhé davce).

V sérech se testem ELISA testovala pritomnost protiléatek
IgG proti pneumokokovym polysacharidum. Testem ELISA se
zjistilo, Ze v3echny konjugaty vyvolaly specifické protilatky
IgG. Tabulka C. 12 ukazuje ucinek konjugat proteinu D Vv
kombinaci monovalentu pPS 6B, PS 18C, PS 19F a PS 23F na Jjejich
imunogennost u dosp&lych krys, jak se mefila koncentrace IgG

po l4-ti dnech po druhé davce.

(X2 Ad
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U vsech vzorkll se provedla statisticka analyza, aby se
stanovilo, =zda rozdily Vv koncentraci protiléatek po kombinaci
byli podstatné. Kombinace libovolnych sérotypa PS 6B, PS 18C,

PS 19F a PS 23F konjugéatu proteinu D Vv multivalentni vakciné

podstatneé nem&ni jejich imunogennost.
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Tabulka &. 1: Specificka aktivace/konjugace/podminky ukonceni

ps konjugatl S. pneumoniae - protein D

serotyp |1 3 4 5 6B TF
(mikroka
palina)

PS konc. (2,0 3,0 2,0 7,5 5,4 3,0
(mg/ml)

PS NaCl 2M [NaCl 2M | H20 H20 2M NaCl |2M NaCl
rozpuSt.

PD 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
konc. (mg
/ml)

pogated. |1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1
pomeér
PS/PD
(hmotn./ |
hmotn.)

CDAP 0,75 0,75 0,75 10,75 0,75 0,75
konc.
(mg/mg
PS)

pHa=pHc= |9,0/9,0/ 5,0/9,0/19,0/9,0/{9,0/9,0/ 3,0/9,0/19,0/9,0/
pHq 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 19,0

serotyp oV 14 18C 19F 23F

PS konc. 2,5 2,5 2,0 4,0 3,3

(mg/ml)
PS oM NaCl 2M NaCl H,0 2M NaCl 2M NaCl

rozpudt.

PD 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
konc. (mg/
ml)
polatec. 1/0,75 1/0,75 1/1 1/0,5 1/1
pomeér
PS/PD
(hmotn./h
motn.)

CDAP 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
konc.

(mg/mg
PS)

pHa=pHc= 8,5/8,5/9 9,0/9,0/9 9,0/9,0/9 10/9,5/9 9,0/9,0/9

pHq
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Tabulka &. 3: Shrnuti adjuvanénich formulaci testovanych 11-
valentni pneumokokové PS-PD u novorozenych krys
skupina AlPO4 MPL zpusob popis
1 zadny
2 100 AlPOy
3 5 nizka konc.
MPL
4 50 vysokéa
konc. MPL
5 100 5 zpusob 1 zpusob 1
nizké konc.
6 100 50 zpusob 1 zpusob 1
: ' vysokéa
konc.
7 100 5 zpusob 2 zpusob 2
nizk. konc.
8 100 50 zpusob 2 zpusob 2
vysok.
konc.
Tabulka &. 4: Geometricky primér koncentrace IgG serotyp 6B,

serokonverze a prumér opsonizaéniho titru 28
dni po III. imunizaci novorozenych krys s 11-
valentni PS-PD za pouziti raznych adjuvans (a

porovnani s tetravalentni imunizaci)

skupina |AlPOq MPL zplsob 6B GMC 6B 6B 6B GMC 6B 6B
ug ug IgG serokon- | opsotitr | IgG serokon-— | OPSO

(pg/ml) verze * (p_g/ml) verze titr*
tetravalent undekavalent

1 0,047 |2/10 |12,5 10,004 1/10 |<6,25

2 100 0,048 |4/10 |65 0,019 |4/10 |<6,25

3 5 1,345 (10/10 43

4 50 4,927 |10/10 192

5 . 100 5 1 0,042 |7/10 |<6,25

6 100 50 1 0,255 |10/10 |<6,25

7 100 5 2 0,033 |3/10 |<6,25 |0,048 |8/10 |<6,25

8 100 |50 2 0,057 |8/10 |<6,25
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Tabulka &. 5: Geometricky pram&r koncentrace IgG serotyp 14,
serokonverze a prumér opsonizaéniho titru 28

dni po III. imunizaci novorozenych krys s 11-

valentni PS-PD za pouZiti riznych adjuvans (a
porovnani s tetravalentni imunizaci)
skupina |BAlPO4 MPL zpusob 14 GMC 14 14 14 GMC 14 14
Hg g 196G serokon- | opson. | IgG serokon- | opson.
(hg/ml) |verze titrs (ng/ml) |verze titr*
tetravalent undekavalent
1 0,046 {3/10 |64 0,022 |3/10 |«6,25
2 100 0,99 |10/10 |88 0,237 (8/10 |27
3 5 0,233 110/10 |41
4 50 0,676 |10/10 |81
5 100 5 1 0,460 |9/10 |67
6 100 50 1 0,477 |10/10 |98
7 100 5 2 0,81 [10/10 (49 0,165 |8/10 |81
8 100 50 2 1,611 (10/10 {133
Tabulka ¢&. 6: Geometricky prumé&r koncentrace IgG serotyp 19F,
serokonverze a prumér opsonizaéniho titru 28
dni po III. imunizaci novorozenych krys s 11-
valentni PS-PD za pouZiti riznych adjuvans (a
porovnani s tetravalentni imunizaci)
skupina |ALlPO4 MPL zplsob 19F GMC 19F 19F 19F GMC 19F 19F
1y ng 19G serokon- | opson. 196G serokon- | opson.
(ng/ml) |verze titrs* (pg/ml) |verze titr*
tetravalent undekavalent
1 0,04 |2/10 |04 0,021 12/10 |}<6,25
2 100 1,07 [9/10 (367 0,222 17/10 |79
3 5 4,028 |10/10 |296
4 50 21,41 110/10 |1276
1
5 100 5 1 1,649 |10/10 |172
6 100 Atii 1 2,818 [10/10 |208




.'Q.OOQ: L (X (1]
53 : : .. L] .s ’ .: L] E S
'.....l. .:..:.. ...‘
7 100 5 2 1,09 |10/10 (193 0,766 |10/10 {323
8 100 50 2 3,539 [10/10 |241
Tabulka ¢. 7: Geometricky prumér koncentrace IgG serotyp 23F,
serokonverze a prumér opsonizacniho titru 28
dni po III. imunizaci novorozenych krys s 11-
valentni PS-PD za pouZitl rliznych adjuvans (2
porovnani s tetravalentni imunizaci)
_skupina AlPOQ4 MPL zpusob 23F GMC |23F 23F 23F GMC | 23F 23F
N ug e IgG serokon- | opson. IgG serokon- | opson.
(ng/ml) |verze  |titrs | (ug/ml) verze  |titr*
tetravalent undekavalent
1 0,06 [|2/10 |<6,25 0,152 13/10 |<6,25
2 100 0,29 |10/10 {70 0,56 (8/10 |<6,25
3 5 2,296 [9/10 |389
4 50 4,969 {10/10 |>1600
5 100 5 1 0,462 |5/10 |17
100 50 1 0,635 (8/10 |54
7 100 5 2 0,38 [10/10 {<6,25 0,203 (3/10 |18
8 100 50 2 0,501 |7/10 |43
Tabulka ¢&. 8: Geometricky prumér koncentrace IgG serotyp 3 a
7F, serokonverze a prumér opsonizaéniho titru 28

dni po IIIL.

valentni

PS-PD

imunizaci

za pouziti

novorozenych Kkrys

ruznych

porovnani s tetravalentni imunizaci)

s 11-

adjuvans (a

(Eiupina ALPO, MPL zpsob 3 3 3 7F GMC | 7F 7F
. ug ng GMC serokon- | opson. IgG serokon- [ opson.
Ig9G verze titr* (ug/ml) verze titr*
(pg/ml)
1 0,003 |1/10 |<6,25 0,040 |7/10 |<6,25
2 100 0,008 |6/10 |<6,25 |0,25 |9/10 143
3 5 0,070 |10/10 |<6, 25 |2,435 |10/10 | 477
4 50 0,108 |10/10 {18 2,569 110/10 |332

[ ]
(XXX 214
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5 100 5 1 0,015 |10/10 |<6,25 0,579 (10/10 |54
6 100 50 1 0,027 |10/10 |<6,25 |0,611 9/10 |59
7 100 5 2 0,006 [10/10 |<6,25 |0,154 8/10 |30
8 100 50 2 0,034 |10/10 |<6,25 0,638 |9/10 |140
Tabulka ¢&. 9: Geometricky prumér koncentrace IgG serotyp 1, 4
a 5, serokonverze 28 dni po IIL. imunizaci
novorozenych krys s 1l-valentni PS-PD zZa
pouziti rhznych adjuvans
Skupina | ALPO; MPL zpusob |1 1 q 3 5 5
ug ng GMC serokon- [ GMC serokon- | GMC serokon-
1gG verze IgG verze 1gG verze
(pg/ml) (ug/ml) (ng/ml
1 0,026 {4/10 (0,005 1/10 [0,040 |3/10
2 100 0,282 [8/10 10,052 |5/10 0,774 |9/10
3 5 1,614 |10/10 |3,452 10/10 7,927 }10/10
4 50 2,261 110/10 7,102 10/10 |13,97 |10/10
5 100 5 1 0,568 |10/10 (0,676 10/10 |3,015 |10/10
6 100 50 1 1,430 (10/10 (0,419 9/10 |5,755110/10
7 100 5 2 0,478 {10/10 {0,267 9/10 2,062 10/10
8 100 50 2 1,458 |10/10 {0,423 10/10 |5,009 |10/10
Tabulka &. 10: Geometricky prumér koncentrace IgG serotyp 9V,
18C a PD, serokonverze 28 dni po III. imunizaci
novorozenych  krys s 11-valentni PS-PD za
pouziti ruznych adjuvans
skupina |ALPO: MPL zpusob | 9V 9v 18C 18C PD PD
ug ng GMC serokon~- | GMC serokon~ | GMC serokon-
1gG verze 149G verze 1gG verze
(ug/ml) (ng/ml) (ng/ml
1 0,018 |0/10 |0,013 1/10 |0,003 |0/10
2 100 0,489 |6/10 |0,092 5/10 (0,993 (10/10
3 5 0,482 |7/10 |6,560 10/10 |3,349 |10/10
Ci 50 11,42 |10/10 14,02 {10/10 5,446 110/10
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5 100 5 1 2,133 1]9/10 |0,690 10/10 {11,40 {10/10
MM. .

6 100 50 1 2,558 |10/10 1,771 10/10 |1,258 {10/10

7 100 5 2 1,536 |10/10 |0,528 |10/10 |1,665 8/10

8 100 50 2 2,448 |9/10 [0,980 {10/10 |5,665 10/10

Tabulka &. 11: Statisticka vyznamnost (hodnota p), zda Jisté
pneumokokové polysacharidové konjugéty zlepdily
imunogennost, kdyZ se spojily se samotnym 3D-
MPL ve srovnani s 3D-MPL/A1POs. Hodnota p niZsi
ne¥ 0,01 se povazuje za Vysoce podstatnou.
zpuasob 1 a 2 indikuje zpusob formulace.

serotyp 50 pg 3D-MPL vs 3D- 5 pg 3D-MPL vs 3D-

MPL/A1POy ' MPL/A1PO4

1 Zpusob 1 Zpusob 2 Zpusob 1 Zpusob 2

3 0,3 0,05 0,079 0,11

4 0,075 0,01 0,27 0,008

5 0,002 0,0003 0,02 0,003

6B 0,001 0,0001 0,001 0,0006

TF 0,13 0,15 0,01 0,005

9v 0,02 0,02 0,1 0,04

14 0,65 0,21 0,3 0,66

18C 0,0008 0,0002 0,006 0,004

19F 0,0009 0,006 0,21 0,04

23F 0,002 0,0004 0,01 0,0004

Tapulka &. 12: Geometricky primé&r koncentrace IgG (pg/ml) v den

14 po druhé davce po imunizaci dospélych krys
1,0 upg samotneho konjugatu polysacharid—protein

nebo kombinovaného do tetravelentni,

pentavalentni, heptavelentni nebo dekavelentni
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vakciny. Tato data se Ug kombinuji z péti

nezavislych experiment.

Serotypy |4 6B 18C 19F 23F
vakciny H T H T T
samotny 9,3 0,11 15 5,2 2,5
kombinova |4 0,23 3,7 3,7 2,8
ny

T: kombinovany V tetravalentni (T) (PS 6B, 14, 19F, 23F),
pentavalentni (T plus PS3), heptavalentni (H) (T plus PS4, Y
a 18C) a dekavalentni (H plus PS 1, 5 a 7F) kombinacéni
vakciny. H: kombinovany do heptavalentni (H) (T plus 4, 9 a
18C) a dekavelentni (H plus PS 1, 5 a T7F) kombinovanou

vakcinu.

p#iklad 4: Vyhody pfidéani pneumolyzinu a 3D-PML na u¢innost
ochrany PD-konjugovaneé 11-valentni polysacharidové

vakciny proti pneumokokoveé kolonizaci plic u my3i

Ode&itani imunologickych hodnot
Divka sérového IgG specifickych pro pneumolyzin urcenych

testem ELISA

Tmunodesticky Maxisorp Nunc se potahly po dobu 2 hodin pfi
teplot& 37°C 100 ul/prohluben rekombinantniho nativniho

pneumolyzinu (PLY) ¥ koncentraci 2 pg/ml fedéného PBS. Desticky
se promyly 3 krat NaCl 0,9 % v 0,05% pufru Tween—-20.
standardni kfivka se vytvofila za pouziti dvojnasobného fedéni
(v PBS/Tween-20 0,05 %, 100 pl v jedné prohlubni) anti-PLY séra
(pocateéni koncentrace je 670 ng/ml IgG) a vzorky séra
(pocéte&ni Ffedéni Je 1/10) se inkubovaly po dobu 30 minut pEi
teplot& 20°C za stalého michani. Po promyti, jak se popisuje
shora v textu, se kozi anti-mysi IgG konjugované s peroxidazou

(Jackson) FPedéné 5 000 x v PBS/Tween-20 0,05 % inkubovaly (100

ul na Jjednu prohlubefi) po dobu 30 minut p¥i teploté& 20 °C za
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st4alého michani. Po promyti se destidky inkubovaly po dobu 15
minut pPfi teploté mistnosti se 100 pl vyvijejiciho pufru na
jednu prohluben (OPDA 0,4 mg/ml a HO0; 0,05 % ve 100 mM pH 4,5
citratového pufru). Vyvijeni se zastavilo pridénim 50 pul
roztoku 1N HCL na Jjednu prohluben. Optickd hustota se
ode&itala pri 490 a 620 nm za pouZiti zafizeni Emax (od firmy
Molecular Device). Titr protiléatek se vypoc¢ital matematickou

metodou pro ¢tyfi parametry za pouZiti software SoftMaxPro.

Inhibice hemolyzy

Tento test se provedl za G&elem m&reni schopnosti serovych
protilatek inhibovat hemolytickou aktivitu pneumolyzinu (PLY).
7a Gcelem eliminovat cholesterol (ktery je néachylny k reakci
s PLY), vzorky séra se o3et¥ily 2X nasledujicim zpusobem:
vzorky se smichaly s jednim ekvivalentnim objemem chloroformu
a pak se inkubovaly po dobu 45 minut za stalého michéni.
Supernatanty se sebraly po centrifugaci po dobu 10 minut pfi 1
000 ot./min.. Séra sbavend cholesterolu se ¥edila (provedlo se
dvojnasobné seriové ted&ni v 1 mM dithiothreitolu, 0,0l% BSA,
15 m©M Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) na mikrodestickach s 96
prohlubnémi (Nunc) . Do kazdé prohlubné se ptidalo 50 pl
roztoku, ktery obsahuje 4 HU (jednotek hemolyzinu) PLY a
destitky se inkubovaly po dobu 15 minut p¥i teploté& 37 °C. Pak
se pfidalo 100 pl ovéi &ervené krevni desticky (1% roztok) a
vie se inkubovalo po dobu 30 minut pri teploté& 37 °c. Po
centrifugaci po dobu 10 minut pfi 1 000 ot./min. se shromazdil
supernatant (150 pl) a pfenesl se do daldi mikrotitraéni
destic¢ky s 96 prohlubnémi, pficemz Jje moZné ¢ist optickou
hustotu pfi vlnové déelce 405 nm. Vysledky se exprimovaly jako

st¥edni bod Fedéni titra.

Chemicka detoxifikace pneumolyzinu

[ X2 RJ

oseese
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Rekombinantni pfirozeny pneumolyzin (PLY) se dialyzoval
proti 50 mM fosfatovému pufru s NaCl o koncentraci 500 mM pH
7,6 . Viechny néasledujici kroky se provedly pfi teploté 39,5
°c za episodického michéni. V den 1 se p¥idal k roztoku PLY
roztok obsahujici 10% Tween-80 (1/25 objem/objem), 57,4 mM N-
acetyltryptofan pH 7,6 pH7,6 (3/100 Objem/objem), 2,2 M glycin
ve fosfatovém pufru (1/100 objem/objem) a 10% formaldehyd ve
fosfatovém pufru (3/100 objem/objem). V den 2 a 3 se opét
pridal 10% formaldehyd v pomé&ru 3/100 a 2/100 (objem/objem) .
Kultivace probé&hla pfi teplot& 39,5 °C do sedmého‘.dne za
stalého michani. Nakonec se roztok PLY. dialyzoval proti 50 mM
fosfatovému pufru s 500 mM NaCl pH 7,6. V hemolytickém testu

se demonstrovala uplna deaktivace PLY.

ppeumokokova intranasalni CelendZ u mySi OF1

Sedm tydnd staré samice my3i se intranasé&lné inokulovaly
p¥i anestezi s 5 X 10° jednotek tvofici kolonie mukroorganizmem
S.pneumoniae adaptovany pro mysSi serotyp 6B. Plice se vnaly 6
hodin po ¢elendZzi a homogenizovaly se (zafizenim Ultramax, pfi
54 000 ot./min a teplot& 4 °C) v kultivaénim médiu Todd Hewth
Broth (THB, Gibco). sériové desetinasobné Fedéni plicniho
homogendtu se naneslo na Petriho misky, které obsahuji agar
THB doplnény kvasinkovym extraktem, a ty se inkubovaly pres
noc pf¥i teploté 37 °c. Pneumokokovd plicni infekce se
stanovila jako poc&et jednotek tvorici kolonie/my$s a vyjadfila
se jako logaritmicky vazeny pramé&r. Limit detekce je 2,14 log

jednotek tvofici kolonie/my3.

Priklad 4A: Adjuvanéni ucinek 3D-MPL na imunitni odezvu na

pneumolyzin

Vv tomto ptrikladu se hodnoti vliv adjuvace s 3D-MPL na
imunitni odezvu na pfirozeny rekombinantni pneumolyzin (PLY,

poskytl J. Panton, Children’s Hospital, North Adelaide,
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australia) a na jeho chemicky detoxifikovanou Sast (DPLY).
Chemickéa detoxifikace se provedla, Jjak se popisuje shora

v textu.

Skupina deseti samic Sesti tydnll starych samic my$i Balb/c
se intramuskularné& imunizovaly v den 0, 14 a 21 s 1 pg PLY nebo
DPLY, ktery Jje obsaZen pud v A: AlPO, 100 pg nebo B: AlPO4 100

pug + 5 pg 3Db-MPL (3 de-O-acylovany monofosforyllipid A od firmy
Ribi Immunochem). Obrazky &. 1A a 1B zobrazuji hodnoty IgG
ziskané testem ELISA a hemolyzinové inhibiéni titry (HLI)

m&fené v seru po III imunizaci.

V ptipadé kteréhokoli antigenu se nejsilnéjéi imunitni
odezva vyvolala u zvifiat vakcinovanych formulacemi doplnénymi
3p-MPL. Je zajimavé, Ze DPLY je stejné imunogenni jako PLY
v pripad&, Ze se aplikoval s AlPOg¢ + 3D-MPL, zatimco je slabsi
imunogen ve formulaci s ALPOs. To ukazuje vyhodnou schopnost
3D-MPL zlepSit protilatkovou odezvu na detoxifikovany

pneumolyzin.

V prostfedku, ktery obsahuje pneumolyzin, se maze
s vyhodou pouZit chemicky detoxifikovany pneumolyzin spisde nei
mutacéné detoxifikovany pneumolyzin. To proto, Ze
detoxifikovani mutanti ,iskani do této doby stale obsahuji
zbytkovou aktivitu toxinu, pridemZ chemicky detoxifikovany
pneumolyzin tuto aktivitu nema. UvaZuje se proto daldi aspekt
vynalezu, prostfedek obsahujici pneumolyzin (nebo
pneumolyzinové mutanty), které se chemicky detoxifikovaly, aby
se mohly pouZit ve vakcin&. Mohou se smichat s Thl adjuvans,
pricemZz se upfrednostiuje 3D-MPL. Tyto prostiedky jsou obsahem
vynalezu. Takée se p¥edpoklada zplsob zvy3ujici imunitni odezvu
chemicky detoxifikovaného pneumolyzinu v imunogennim
prosttedku obsahujici kroky pridani Thl adjuvans

(upfednostﬁuje se 3D-MPL) k prostiedku.

2000
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priklad 4B: Vyhody pfidéni utlumeného mutantu pneumolyzinu a
adjuvans 3D-MPL na ‘1i-valentni polysacharidové
vakciny proti pneumokokové plicni kolonizaci u my3i
OFl, kterym se provedla intranasalni <c&elendZ se

serotypem 6B.

V tomto ptikladu se hodnotila u&innost profylaxe vakciny
obsahujici 1l-valentni konjugat polysacharid—protein D,
utlumeny mutantni pneumolyzinovy antigen (PdB, popisuje se
v dokumentu WO 90/06951) a adjuvans AlPO, + 3D-MPL ve srovnani
s klasickym 11-ti valentnim konjuga&nim prosttedkem obsahujici

konjugat polysacharid—protein D s adsorbovanym AlPOs.

Skupiny 12-ti samic &tyfi tydny starych nydi OF1 se
podko#né& imunizovaly Vv den 0 a 14 prostredkem obsahujicim A:
50 pg AlPOs, B: 0,1 ug pS/serotyp PD-konjugované 1l-valentni
polysacharidové vakciny + 50 pg AlPO4 nebo C: 0,1 ug PS/serotyp

PD-konjugovaneé 11-valentni polysacharidové vakciny + 10 pg PdB

(poskytl Dr. J. Palton, Children’s Hospital, North Adelaide,

Australia) + 50 upg ALPOg + 5 upg 3D-MPL (od firmy Ribi
Tmmunochem) . CelendZz se provedla v den 21, jak se popisuje

shora v textu.

Jak je zobrazeno  na obréazku ¢C. 1C, 11l-valentni
polysacharidova konjugaini vakcina doplnénd PdB a adjuvans
AlPO, + MPL (&erné sloupce reprezentuji aritmeticky primeér)
vykazuje velmi podstatnou ochranu (hodnota p Jje mensi nez
0,007). Naopak nepodstatnd ochrana se pozorovala u zvitat
imunizovanych 11-valentnim polysacharidovym konjugadtem a AlPOs.
Tento vysledek ukazuje, Ze pfridani antigenu pneumolyzinu
(dokonce utlumeného) a adjuvans 3D-MPL zesiluje u&innost 11-

valentni polysacharidové konjugadni vakciny proti zapalu plic.

pyiklad 4C: Imunni korelaty ochrany popsané v prikladu 4B
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7a udelem zavést imunitni koreldty ochrany popsané
v pfikladu 4B pomoci 11-valentni polysacharidové konjugacni
vakciny doplné&né atenuovanym mutantnim pneumolyzinem (PdB) a
3D-MPL, se mé&rila serologicka protiladtkova odezva na
polysacharid 6B a PdB pred <&elendzi, Jjak se popisuje shora

v textu.

Titry protilatek se pak porovnaly s pocltem bakteridlnich
kolonii ur&enych v plicich odpovidajicich zvifat odebranych 6
hodin po d&elendzi. Hodnota R? se vypo&itala log/log linearni

regrese.

Vypo&tend hodnota R?2 se rovna 0,18 a 0,02 jako v pfipadé
anti-PdD a anti-6B protiléatkové odezvy. To ukazuje na
nepritomnost korelace mezi humoradlni imunitni odezvou a
ochrannou proti obé&ma antigentm. Titry protilatek proti 6B se
ve skupinadch imunizovanych 11-ti valentni konjugalni vakcinou
podstatn& nelisi (GMT je 0,318 ng/ml) a to také v ptripadé
stejné vakciny doplnéné PdD a 3D-MPL (GMT = 0,458 ng/ml).
Proto zdokonaleni ochrany pomoci prostfedku C neni ztejme

zplsobené siln&jsi protiladtkovou ochranou proti polysacharidu

6B.

Vysledky naznacuji, e ochrana neni zprostfedkovana
samotnou humoralni imunitni odezvou, ale spiSe imunitou
zprostfedkovanou bunkou, ktera se vyvolala antigenem PdB
v pritomnosti 3D-MPL. To podporuje mySlenku aplikace
proteinového antigenu (1) a potentnich adjuvans Vv pneumokokové
polysacharidové konjuga&ni  vakcin& tak, e dochéazi ke
koordinaci obou ¢&asti  imunitniho systému pro optimalni

ochranu.

priklad 5: Spoluprace obou <&asti imunitniho systému u my31
aktivné imunizovanych pneumolyzinem a pasivné

imunizovanych protilatkami proti pneumokokovému PS

sy
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Priklad 5A: Zjisténi koncentrace pasivn& aplikovanych anti-6B-
polysacharidovych protildtek, které chréani pred

zédpalem plic

Metoda:

Vakcinadni skupiny: Ctyfi skupiny 16-ti my3i se pasivné
imunizovaly (ip.) v den -1 se 100 pl nefedéného krysiho anti-
polysacharidového antiséra v souladu se skupinami popsanymi

dale v textu (celkem 64 mysi).

skupina specifita koncentrace IgG Vv
antiséru

Gl o~-PS-6B 5 pg/ml

G2 a-PS-6B 2 pg/ml

G3 a-PS-6B 0,75 pg/ml

G4 kontrola 0 pg/ml

vvirata: 64 samic my$i CD-1 z Charles River, Canada, které

va%i priblizné 35 g (jsou pFibliZné 10 tydnu staré) .

Anesteze: K anestezi my3i se pouzil isofluran (3 %) plus

0O, (1 l/mln) .

Organizmus: S.pneumoniae N1387 (serotyp 6) se sklidily
tryptikdzovych sojovych agarovych ploten (TSA) doplnénych 5%
kotiskou krvi a suspendovanych v 6 ml PBS. Bezprostfedné pted
infekci 1 ml bakterialni suspenze se ¥edil na 9 ml tekutého
nutridniho agaru (BBL) a vse se uchovavalo pf¥i teploté 41 °C.

Mysim se aplikovalo 6,0 logio Jednotek tvorici kolonie/mys

v objemu 50 pl.

Tnfekce: V den 0 se provedla anesteze u my$i, Jjak se

popisuje shora V textu, a infikovaly se mikroorganizmem
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S.pneumoniae N1387 (50 pul chlazené bakteridlni suspenze)
intrabronchialni instilaci pomoci intratracheélni inkubaci.
Tato metoda se popisuje Vv publikaci Woodnut and Berry,

Antimicrob. Ag. Chemotherap. 43: 29(1999)).

vzorky: 3 dni po infekci se usmrtilo 8 my31 ve skupiné
nadm&rnou davkou COz, odebraly se plice a homogenizovaly se V 1
ml PBS. Aby se uré¢il Zivy po&et Dbakterii, pripravilo se
desetinasobné fedéni v PBS. Vzorky se inokulovaly (objem 20 pl)
ve trech provedenich na plotny TSA doplné&né 5% konskou krvi
ug/ml a vse se inkubovalo pfes noc pii teploté 37 °C a pak se
provedlo hodnoceni. Dal3i sady my3i se usmrtily v den 7 a

pfipravily se vzorky zpusobem popsanym shora v textu.

[T R R J

Vysledky:

koncentrace IgG|pocet bakterii (logro cfu/plice) v dny po
v krysim serul|infekci

(pg/ml) 3 8

5 6,7 £ 0,7 (1/7) 7,2 = 0,7 (5/8)

2 6,5t 0,7 (1/7) 6,9 + 1,8 (4/7)

0,75 7,7 £ 0,5 (5/8) 4,8 + 1,4 (2/8)

0 6,7 £ 1,5 (3/6) 6,3 = 1,5 (3/9)

Zisla v zavorce jsou zvifata, ktera zemrela pred pEipravou

vzorkl

Zaver: Obecné nedoslo k podstatnému rozdilu v poctu
izolovanych bakteril z libovolnych o3etfovanych skupin. To

ukazuje, Ze nedoslo k Zadné m&titelné ochrané anti-

polysacharidem v koncentracich az 5 pg/ml.

To je podobné tomu, co se pozorovalo Vv né&kterych
klinickych studiich na lidech, to znamena, ze anti-
polysaéharidové %4st neni schopna nékteré populace chréanit

proti pneumokokovému zapalu plic.
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Priklad gtanoveni ochrany pfed =zapalem plic dosaZené
aktivni aplikaci Ply (pneumolyzin) s adjuvans nebo
bez a synergie s suboptimdlnimi protildtkami proti
PS.

) skupina objem vakcina injeké&ni pasivni IgG
injekce aplikovana objem (den -1)
aktivni v den -22, pasivni

-14 (davka
Hg)

1-1 100 pl PdB/AL1POy Zadné
podkoiné (10/50)

1-2 100 pl PAdB/MPL/ALP z&dné
podkoZné Os (10/5/50)

1-3 100 pl PdB/A1POy 100 pl i.p. |o-PS
podkoiné (10/50)

1-4 100 pl PdB/MPL/ALP [100 ul i.p. |[o-PS
podkozZné 04 (10/5/50)

1-5 100 pl PdB/A1PO4 100 pul i.p. |o-PS
podkoZné (5/50)

1-6 100 pl PdB/AL1POy zadné
podkozné (5/50)

Infekce: V den 0O se provedla u my3i anesteze (3% isofluran

plus 1 1/min O2).
kultury mikroorganizmu S.pneumoniae N1387
s tryptikdzovym sojovym agarem (TSA)
krvi a bunky se suspnedovaly v 6 ml PBS.
v chlazeném kapalném nutriénim agaru

41 °C) ptipravilo desetinadsobné fedéni
se infikovaly

intratrachealni

intrabronchidlni

inkubace

a aplikovalo

instilaci

(serotyp 6)
doplnénym 5 %

se jim p¥iblizZné

Bakterialni inokulum se ptipravilo sklizenim

z ploten

koniskou

T&sné pred infekci se
(udrZovaném pfri teploté
(1 ml plus 9 ml). MySi

prostfednictvim

6,0
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logi, jednotek tvofici kolonie na Jjednu myd v objemu 50 pl.
Tato metoda se popisuje V publikaci Woodnut and Berry

(Antimicrob. Ag. chemotherap. 43: 29 (1999)).

Vzorky: 72 dni po infekci se usmrtilo 8 mysi ve skupiné
nadmé&rnou davkou CO,, odebraly se plice a homogenizovaly se v 1
ml PBS. Aby se uréil Zivy poet Dbakterii, pfipravilo se
desetinisobné fedéni v PBS. Vzorky se inokulovaly (objem 20 pl)
ve ttech provedenich na plotny TSA doplné&né 5% konskou krvi
pg/ml a vse se inkubovalo pfres noc pfi teploté 37 °C a pak se
provedlo hodnoceni. Dalii sady myS3i se usmrtily v den 8 a

pfipravily se vzorky zplisobem popsanym shora v textu.
Analyza dat

Vystupni hodnota vhodnd pro porovnani aplikace je pocet
pakterii v plicich v den 3 a 7 po infekci. Vysledky se
prezentovaly Jjako skupinovy prumér se standardni odchylkou.
Statistickd analyza se uskuteénila za pouziti Studentova t-
testu, kde se povazuje za podstatnou hodnotu hodnota P, kdyZ

je men3i nez 0,05.

Vysledky

72 hodin po infekci
Podet bakterii ze skupiny 1-4 je podstatné nizsi (p<0,05)

ne? v ve skupiné 1-3.

Podet bakterii ze skupiny 1-4 je podstatné nizsi (p<0,05)

ne? v ve skupiné& 1-5.

168 hodin po infekci
potet bakterii ve vSech skupindch je pfibliZné o 2 log

nissi v den 8 ne% v den 3, coZ indikuje, Ze infekce se lepsi.
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Podet bakterii ze skupiny 1-2 je podstatné nizZsi (p<0, 05)

nez ve skupiné 1-5.

skupina den 3 den 8
log stand. log stand.
cfu/plice odchylka cfu/plice odchylka

1-1 6,93 0,61 5,23 1,28

1-2 6,59 1,25 4,08 1,34

1-3 7,09 0,8 5,32 1,26

1-4 6,09 1,43 4,46 2,32

1-5 7,19 0,89 5,42 1,05

1-6 6,68 1,14 5,01 1,48

Jak se ukazalo shora v textu samotné anti-polysacharidove
protilatky (skupina 1-95) nevykazuji ochranu proti pneumokokim
v plicich. PdB s adjuvans AlPOy také nezaru&uje ochranu, ale
v den 8 je zde zjevny trend ochrany, kdyZ se PdB kombinuje s

3D-MPL (skupina 1-2).

V den 3 skupina, kterd vyjadfuje nejvice podstatnou
ochranu, co? je skupina 1-4, vykazuje vdechny tfi elementy,
PdB, 3D-MPL a pasivné aplikované anti-polysacharidové
protilatky. Tento zavér je podpofen Cetnosti umrti. Skupina 1-
4 vykazuje pouze 2 umrti z 8 samic ve srovnéni se skupinou 1-5

a 1-3, kde je 5 umrti z 10 mySi.

Zaveér:

V pripade, Ze se provedl experiment s pasivné
imunizovanymi zvifaty, synergicky ucinek aktivni imunizace
pneumolyzinem a MPL nemtiZe byt zpusoben zvySenim mnozstvi

protilatek proti polysacharidovému antigenu.
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V ptipadé&, Ze zvifata byla imunizovana proti
pneumokokovému polysacharidu pouze pasivné, v den 8 se

mno¥stvi takovych protildtek v hostitell rychle ztraci.

Podstatnou ochranu proti pneumokokovému zapalu plic Jje
mo¥né spat¥it ve skupinach imunizovanych pneumolyzinem plus
3D-MPL a zvlasté ve skupindch imunizovanych pneumolyzinem plus
3D-MPL, kde se pasivné ptidavaji anti-polysacharidové

protilatky, coz indikuje synergii této kombinace.

Jestlize se anti-polysacharidova imunizace provede aktivné
(upfednostfiuje se s konjugovanym polysacharidem), ucinek bude
vice znatelny jako uéinek paméti B-bunék a konstantni mnoZstvi
protilatek proti PS se bude podilet na kooperaci imunitni
odpov&di (popisuje se nap¥iklad na obrézku cC. 1C, kde tada
svifat aktivné imunizovanych polysacharidem a proteinem

nevykazuje v plicich po telend?i Z&dné bakterie).

priklad 6: Imunogennost u Jjednoletych my31i Balb/C 11l-valentni
konjugacni vakciny obsahujici pneumokokovy

polysacharid a protein D a adjuvans 3D-MPL

Uvod a cile

Ochrana proti pneumokokové infekci Je zprostfedkovéana
protilatkami specifickymi pro serotyp prostfednictvim
opsonofagocytozy. Je mo¥né se domnivat, Ze zvySeni koncentrace
protilatek povede k siln&jsi ochrané a proto se velké usili
vénuje nalezeni zplisobu jak zesilit humoralni odezvu. Jedna
strategie, ktera se s usp&chem aplikuje, je pouziti konjugacni
vakciny v preklinické studii spolu s imunostimulaéhim adjuvans
(popisuje se Vv publikaci Poolman et al., 1998, Carbohydrate-
Based Bacterial Vaccines. In: Handbook of Experimental
Pharmacology eds. P. Perlmann and H. Wigsell, Springer-Verlag,

Heidelberg, D).
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Data uvedend v této sekci ukazuji vysledky posledniho

experimetnu za pouziti klinickych serii v protokolu navrZeném

tak, aby napodobil klinickou studii.

Protokol:
Jednoleté my3i balb/c se imunizovaly Jjednou desetinou
1idské davky konjugacni vakciny zahrnujici pneumokokovy

polysacharid a protein D nebo 23-valentni vakciny obsahujici

pouze polysacharid. Pouzivané vakciny byly klinické série

DSP009, DSPO13 nebo DSPO14 odpovidajici 1 pg davky serotypu 6B

a 23F a 5 ug zbyvajicich serotypl 1ll-valentni konjugadéni

vakciny, 0,1 pg davky 11-valentni konjuga&ni vakciny nebo 0,1

ng davky ll-valentni konjugadni vakciny s 5 ug adjuvans 3D-MPL.

Viechny ll-valentni konjugované vakciny obsahuji také 50 pg

AlPOy4.

Skupiny 20 myS$i se imunizovaly do svalu. Injekce skupin

uvedenych v nidsledujici tabulce se zavedly v den 0 a 21.

Testovand krev se ziskala v den 35 (14 dni po druhé davce).

e

Tabulka: Imunizadni rozvrh v pEipadeé jednoletych mySi Balb/c
imunizovanych klinickou serii konjugadni vakciny
obsahujici pneumokokovy polysacharid a protein D

Skupina |den O den 21 pocet
vakcina vakcina ny3i
davka davka

1 pneunovax-23 pufr 20
2,5 K9

2a 11-valent. Pn-PD pufr 20
0,1 ug

2b 1l-valent. Pn-PD l11-valent. Pn-PD 20
0,1 ng 0,1 ug
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3a 1l-valent. Pn-PD +MPL |pufr 20

0,1 pg + 5 kg

3b 1l-valent. Pn-PD +MPL |ll-valent. Pn-PD +MPL 20
0,1 ug + 5 Kg 0,1 pg + 5 ug

4a 1l-valent. Pn-PD pufr 20
1 pg + 0,5 ug

4b 1l-valent. Pn-PD 1l-valent. Pn-PD 20
1 ug + 0,5 Hg 1 pug + 0,5 Hug

kontrola |pufr pufr 20

V seru se testem ELISA testovala pfitomnost protilatek IgG
proti pneumokokovému polysacharldu podle protokolu CDC/WHO,
co¥ znamena, e po neutralizaci séra se pouZije polysacharld

z buné&né stény. Test ELISA se kalibroval tak, Ze koncentrace

protilatek se vyjadfuje v ug/ml  za pou?iti serotypove

specifickych nonoklondlnich protildtek IgGl.

Statistické analyzy porovnani se provedly za pouZitil
programu UNISTAT verze 5,0 beta. Test ANOVA pomoci metody
Tukey-HSD se provedl na logaritmicky tramsformovanych
koncentracich IgG. Porovnani rychlosti pfemény sera se

uskute&nilo pouzitim Fisherova exaktniho testu.

| Vysledky:

V nasledujici tabulce Jsou zobrazeny GMC IgG a 95%
interval spolehlivosti proti 11 serotypim a protein D
indukovany 14 dni po druhé imunizaci (davka 2). Rychlosti
serokonverze 7jsou zobrazeny tam, kde neni mozZné vypolitat 95%

interval spolehlivosti.

Skupina Jjedna vykazuje ucinek imunizace se samotnym
polysacharidemn, ktery normdlné& indukuje u zvirat pouze IgM.

vétsdina mnoZstvi IgG se drzi pod mezi detekce, nicmén& mySi




balb/c jsou schopny vytvorit

polysacharidu,

s vysokou

-4visla na davce (skupina 4 vs skupina 2),

Tmunizace s k

s vyjimkou 23F.

pticemZ je mo¥né zminit serotypy 3,

rychlosti
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IgG na nékolik pneumokokovych

serokonverze

nebyli statisticky podstatna.

dvou davkach

6B,

véemi tf¥emi prostredky stati

vytvorené
specifického Ig
serotypy s vyJjimkou 23F.

Nejvice

zajimavy

vakciny

je

(skupina

(skupiny b vs skupiny a)

u&inek 3D-MPL.

3b)

proti

sticky podstatna.

Dvé

indukovala

vSem

Pouze Vv pripadé& serotypu 7F a 19F se pozoroval

nejvyssi

davky

19F a 14.

onjugaé¢nimi vakcinami vyvolala protilatky IgG

serotyplim

a odezva

ale tyto pozorovani
Silné&j3i odezva se pozorovala po
v ptipadé serotypu 3,

7F a 19F a PD a tato pozorovani jsou Vv mnoha ptripadech se

3D-MPL
GMC

G a to je statisticky podstatné pro viechny

V tomto pfipadé Je podstatné vyssi

e

rychlost serokonverze (p = 0,02 skupina 3b vs 2b, Fisheruv
extrakt) . '
Tabulka: Geometricky primér (IgG) a 95% intervaly
spolehlivosti pro vybrané pneumokokové serotypy &
protein D u jednoletych my3i Balb/c 14 dni po II
imunizaci s ll-valentni konjugaéni vakcinou PS-PD
skupina 1 2a 2b 3a | 3b | 4a f 4b
Sero- | GM [1gG] | GM[IgG] | GM [igG] GM [12G] | GM [IgG] | GM [1gG} | GM [IgG]
typ: pg/mi pg/ml pg/mi pg/ml ug/ml pg/ml pg/ml
(95% CI) (95% Ch) (95% CI) (95% CI) {95% CI) (95% ChH (95% CID
3 0.24 0.18 0.84 0.72 4.84 0.22 0.95
(0.16-0.6) (0.11-027) | (0.47-1.5) (0.51-1.0) | (3.0-7.9) | (0.14-0.35) | (0.19-1.8)
6B 0.02 0.04 0.19 0.14 0.74 0.09 0.11
020 8/19 (0.09-0.41) | (0.07-0.27) | (0.29-1 .9) | (0.05-0.16) (0.05-0.25)
7F 0.04 0.07 0.19 0.15 0.97 0.09 0.43
020" (0.04-0.12) | (0.10-0.39) | (0.10-0.22) | (0.49-2.0) | (0.06-0.14) (0.20-1.02)
14 0.15 45 6.2 12.9 13.6 4.0 6.9
3/20° (2.5-8.1) (3.6-10.5) | (7.8-21.2) | (9.4-19.7) (2.0-8.0) (4.6-10.6)
19F 1.2 6.7 12.1 10.1 58.5 5.9 22.0
(0.56-2.6) (3.6-12.5) (7.6-19.3) | (5.5-18.5) (42-81) (3.5-9.9) (16.0-30.2)
23F 0.07 0.08 0.08 0.07 0.17 0.06 0.10
120 310" 219" 210" 920" 118" 420"
PD~™ 0.23 52 11.9 13.5 98.0 10.9 38.7
120" (3.3;8.3) (6.9-20.7) | (9.5-159.0) (49.1-195.) | (6.4-18.4) (21.3-70.3)
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syyjad¥eno v EU/ml,
# rychlost serokonverze se definuje jako 2 standardni odchylky

nad prim&r negativni kontroly.

V predchozi tabulce jsou definovany skupiny.

Zaver:

vde uvedend data demonstruji, Ze p¥idani 3D-MPL k 11-
valentni konjugacni vakciné obsahujici pneumokokovy
polysacharid a protein D 2VY§i imunitni odpovéd u starych mySi

balb/c v pripadé vsech testovanych serotypul.

U vétsiny pripadd dveé davky vakciny indukovaly vyssi
geometrickym prumér koncentraci IgG ve srovnani s jednou
davkou. To se nepozorovalo za pouzitl samotné polysacharidové
vakciny. Tato skutecnost se povazuje za indikaci imunitni

odezvy z&vislé na T-bufikdch a imunitni paméti.

Tato data podporuji vakcinadéni aplikaéni schéma za pouziti
konjugovanych pneumokokovych polysacharidq, kde se Jjako
adjuvans pouziva Thl (upfednostniuje se 3D-MPL), pficemZz se
aplikuji alespon dvé davky vakciny obsahujici adjuvans,
ptic¢emz se preferuje casovy interval mezi davkami 1 az 12
tydnd a nejvyhodné&jsi je interval t¥i tydni. Takové aplikaéni

schéma je obsahem vynalezu.

My3i pouZivané v experimentu nevykazuji odezvu na PS 23
(samotny nebo konjugovany) . Je zajimavé, Ze ackoli mnoZstvi
protilatek proti polysacharidu zustava nizké s ohledem na
pouzity vakcinaéni prostfedek, o mnoho vice my3i odpovidé na
ps 23, Vv ptipadé, Ze se jako adjuvans pouZije 3D-MPL
(serokonverze Je podstatné vy3s5i). Pouziti adjuvans Thl,
zv1agté pak 3p-MPL ve vakcina&nich prostfedcich obsahujicich
konjugované pneumokokove polysacharidy za UuCelem odstranit

neschopnost odezvy na pneumokokovy polysacharid ve vakciné Jje
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také daldim aspektem vyndlezu. Dal3im zplisobem jak odstranit
neschopnost odpovidat na dEfive uvedeny prostfedek je pouZiti

dvou davkového aplikaéniho schématu popsaného shora v textu.

P¥iklad 7: Konjugadt polysacharidu C mikroorganizmu Neisseria

meningitidis - protein D (PSC-PD)

A: Exprese proteinu D

Probih& jako v pfikladu 1.

B: Vyroba polysacharidu C

7droj polysacharidu skupiny C je mikroorganizmus N.
meningitidis kmen Cll. Tento kmen se fermentuje za pouZiti
klasické fermentaéni techniky (popisuje se v dokumentu EP
72513). Suché préadkoveé polysacharidy uZivané v konjugacnim

procesu jsou shodné s Mencevax (SB Biologicals s.a.).

Alikvot kmene Cll se roztavil a 0,1 ml suspenze se naneslo
na petriho misku s médiem Mueller Hinton dopln&ném dialyzatem
kvasinkového extraktu (10 % objem/objem) a kuktura se
inkubivala po dobu 23 az 25 hodin pfi teploté& 36°C

v inkubatoru v atmosfére vzduchu saturovaného vodou.

Povrchova kultura se resuspendovala ve sterilnim
fermentadnim médiu a s touto suspenzi se inokulovala Rouxova
lahev obsahujici médium Mueller Hinton doplnéné dialyzatem
kvasinkového extraktu (10 %, objem/objem) a sterilni sklenéné
kuli&ky. Po inkubaci Rouxovy nédoby po dobu 23 aZ 25 hodin pfi
teploté 36 °C Vv inkubatoru v atmosféfe wvzduchu saturovaného
vodou se povrchova kultura resuspendovala v 10 ml sterilniho
fermentadniho média a 0,2 az 0,3 ml této suspenze se
inokulovalo do 12 Jjinych Rouxovych lahci s médiem Mueller

Hinton.
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Po inkubaci b&hem 23 aZ 25 hodin p¥i teploté 36 °C
v inkubédtoru v atmosfére vzduchu saturovaného vodou se
povrchova kultura resuspendovala Vv 10 ml sterilniho
fermentadniho média. Bakterialnl suspenze se slila do konické

lahve.

Tato suspenze se pak steriln& pfenesla do fermentoru za

pouZiti sterilni sttikacky.

Fermentace meningokokl se provedla ve fermentoru, které se
nachazeji v Cisté mistnosti p¥i negativnim tlaku. Fermentace
se v obecném pripadé ukoncila po 10 a? 12 hodinach.
Koncentrace bakterii Jje 10%° pakterii v jednom mililitru (to Jje
tasna staciondrni féaze) a ukonleni fermantace se detekuje

zvySenim pH.

V tomto stadiu se celd pluda pred centrifugaci deaktivovala
sahfatim (12 min. pfi teploté 56 °C ). Pfed aktivaci a po ni
se odebral vzorek pudy a rozetfel se na petriho misky na

médium Mueller Hinton.

c. Cisténi PS

Proces <&idténi je postup zahrnujici vice korku a provedl
se s celym obsahem fermentace. V prvnim stadiu ¢isténi se
deaktivovana kultura ¢itila centrifugaci a ziskal se

supernatant.

¢isténi polysacharidl je zaloZeno na srdZeni s kvartérni
amonnou soli (bromid cetyltrimethylamonny/CTAB, Cetavlon R).
CTAB tvofi nerozpustné komplexy s polyantionty, Jjako jsou
polysacharidy, nukleové kysleiny a proteiny zavisejici na
jejich pI. Tato metoda se mi¥e pouzit pfi srédzeni necistot

(nizka konduktivita) nebo polysacharidd (vysoka konduktivita) .

L 4 L[]
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Polysacharidy obsaZené v Cistém supernatantu se srazely za
pouziti diatomitu (CELITE® 545) Jjako matrice, aby se zabréanilo

tvorb& nerozpustné inertni hmoty béhem srdZeni/cisténi.
Schéma &isté&ni polysacharidu C mikroorganizmu N.meningitidis

Krok 1: Fixace komplexu PSC-CTAB na CELITE® 545 a
odstrandni bun&&ného odpadu, nukleovych kyselin a proteint

promytim 0,05 % CTAB.

Krok 2: Eluce PS 50% EtOH. Prvni frakce, ktera je turbidni
a obsahuje nelistoty a LPS se vylila. Pfitomnost PS Vv dalsich

frakcich se ovéfila»flokulaénim testem.

Krok 3: Opé&tnd fixace komplexu PS-CTAB na CELITE®‘545 a
odstranéni mendich nukleovych kyselin a proteint promytim 0,05

% CTAB.

Krok 4: Eluce PS 50% EtOH. Prvni turbidni frakce se

vylije. P¥itomnost PS ¥ nésledujicich frakcich se ovéri

flokuladnim testem.

Eludt se filtroval a sbiral se filtrat obsahujici surovy
extrakt. Polysacharid se srézel z filtratu pridanim ethanolu
na kone&nou koncentraci 80 %. Polysacharid se pak odstranil
jako bily prések, susil se ve vakuu a skladoval se pfri teplote

-20 °C.

D. Konjugace CDAP
Konjugace PSC a PD

V pripad& konjugace PSC a PD se preferuje technologie CDAP
konjugace © proti klasické aktivaci CNBr a provedlo se
parovani pfes mezernik na nosi&ovy protein. Polysacharid se
nejdfive aktivoval kyanylaci S l1-kyano-4-

dimethylaminopyridiniumtetrafluoroborétem (CDAP). CDAP Je ve

XXX ]
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vod& rospustné cyanylaéni ¢&inidlo, ve kterém se elektrofilita
kyanoskupiny zvy3uje nad hodnotu pro CNBr, coZ umoZnuje,a by
cyanyla&ni reakce se provedla za pom&rné jemnych podminek. Po
aktivaci se mlZe polysacharid pfimo spojit s nosicovym
proteinem pres Jeho aminoskupiny, aniZ Jje nutné zavést
distan&ni molekuly. Nezreagovane esterkyanatové skupiny se
uhasi extenzivni reakci s glycinem. Celkovy pocet krokl

zahrnutych v priprave konjugac¢nich vakcin se omezil a

v konecném produktu nejsou pritomny nejdulé&zité&jsi

potencionalné& imunogenni distanc¢ni molekuly.

Aktivace polysacharidad s CDAP zavadi kyanoskupinu do
polysacharidd a uvoliiuje se dimethylaminopyridin (DMAP). Béhem
nasledujici postupu parovani kyandtovd skupina reaguje se

skupinami NH, v proteinu a je ptetvofena na karbamat.

Aktivace PSC a pérovéni PSC-PD

Aktivace a parovéani se provedlo pIfi teploté& 25 °C.

120 mg PS se rozpousteélo alespon po dobu 4 hodin v WFI.

Roztok CDAP (100 mg/ml &erstvé piipraveného acetonitrilu)
se ptidalo v mnoZstvi, aby se dosdhlo poméru CDAP/PS

(hmotn./hmotn.) 0,75.

Po 1 minutd a 30 vtefinadch se zvysila hodnota pH az na
hodnotu aktivace (pH 10) pfidéanim triethylamoinu a pak se tato

hodnota stabilizuje aZ do pf¥idani PD.

V &ase 3 minuty 30 vtefin se pfidalo NaCl tak, aby kone&né

koncentrace byla Z2ZM.

vV &ase 4 minuty se pfidal PD tak, aby pom&r PD/PS byl
1,5/1. Hodnota pH jJe bezprost¥edn& upravena na hodnotu pri
parovani (pH 10). Roztok se nechal stat po dodbu jedné hodiny

p¥i regulované hodnoté pH.

[ XX N J
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Zastaveni reakce

Ke sm&si PS/PD/CDAP se ptridalo 6 ml 2M glycinu. Hodnota pH
se upravila na pH, pfi kterém dochazi k zastaveni reakce (pH
8,8). Roztok se michal po dobu 30 minut pfi pracovni teploté a

pak se pomalu michal pfes noc pri teploté 2 azZ 8 °C.
Cisténi PS-PD

Po filtraci (velikost pérll membrany je 5 pm) se konjugat
PS-PD &istil v lednici gelovou permeaéni chromatografii na
gelu Sephacryl S400HR, aby se odstranily malé molekuly
(zahrnujici DMAP) a konjugovany PD: Eluce se provedla pomoci
NaCl 150 mM p¥i hotnoté pH 6,5 a monitorovani se provedlo pfi

UV 200 nm a dale se sledovalo pH a konduktivita.

Na =zakladé ruznych molekulovych velikosti ~reakénich
komponentt, konjugdty se nejdiive eluovaly konjugadty PS-PD a
pak nasleduji volny PD a nakonec DMAP. Frakce obsahujici
konjugat, Jjak se detekovalo pomoci DMAB (PS) a MBCA (protein)

se slily. Slité frakce se sterilizovaly filtraci (velikost

pdéra je 0,2 um).

F. Tvorba adsorbované konjugac¢ni vakciny PSC-PD

Promyti AlPO4

7a Ucelem optimalizovat adsorpci konjugatu PSC-PD na AlPO4
se AlPO, promylo, aby se redukovala koncentrace PO, "

-AlPO4 se promylo 150 mM NaCl a centrifugovalo se (4Xx),

-pelet se pak resuspendoval ve 150 mM NaCl a pak se
filtroval (velikost pdérl je 100 pm) a

—-filtrat se sterilizoval zahtfatim.
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Takto promyty ALPO, se nazyva WAP (promyty autoklavovany

fosforecnan) .

Postup pripravy:

pred vytvorenim konecného produktu se konjugat PSC-PD
adsorboval na AlPOs WAP. AlPOs WAP se michal s PSC-PD po dobu 35
minut pfi teploté mistnosti. pH se upravilo na hodnotu 5,1 a
smés se michala po daldich 18 hodin pfi teploté mistnosti. Pak
se pridal roztok NaCl, aby koncentrace byla 150 mM a smés se
michala po dobu 5 minut pr¥i teploté mistnosti. Ke smési se
pridal 2-fenoxyethanol, aby koncentrace byla 5 mg/ml a smé&s se
michala po dobu 15 minut pEi teploté mistnosti, pak se PpH

upravilo na hodnotu 6,1.

Kone&né sloZeni/davka:

~ PSC-PD 10 pg PS

- AlPO, WAP: 0,25 mg Al*
- NaCl 150 mM

- 2-fenoxyethanol: 2,5 mg

- voda vhodn& pro injekci: az 0,5 ml

- pH: 0,1

F. Preklinické informace
Imuogenicita polysacharidového konjugatu u mysSi

Tmunogennost konjugatu PC-PD se stanovila v pripadé 6 azZ 8
tydntt starych my3i Balb/C. Samotny konjugat (neadsrobovany)
nebo konjugit adsorbovany na AlPO, se =zavedl injekci Jako
monovalentni vakcina. Vyvolané protilatky proti PSC se
stanovily testem ELISA, zatimco  funkéni  protiléatky se
analyzovaly za pouZiti baktericidniho testu. Ob& metody Jjsou
zalo¥eny na protokolech CDC (Centers for Disease Contorl and

Prevention, Atlanta, USA). Na zédkladé vysledkd ze dvou rtznych
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provedenych experimenttt se odhaduje odezva versus davka a

G&inek adjuvans (A1PO4).

Rozsah davky vhodny pro experiment

V tomto experimentu se my3im Balb/C dvakrat (v intervalﬁ
jednoho tydne) injekci zavedla vakcina PSC-PD. PouZily se
gtyri rhzné davky konjugadtu vytvofené na AlPOg: 0,1, 0,5, 2,5 a
9,6 ug na Jjedno zvite. My&i (10 my3i v jedné skuping) se
nechaly vykrvéacet v den 14 (14 post I), 28 (14 post II) a 42
(28 post II). Geometricky prumér koncentraci (GMC) protilatek
specifickych pro polysacharidstanoveny testem  ELISA se
vyjad¥il v ug IgG v jednom mililitru za pouZiti &igténého IgG.
V séru se mdrily baktericidni protilatky a titry se vyJjadrily
jako prevrécend hodnota Yed&ni, které je schopné usmrtit 50 %
pakterii, pricemZ se pouzivd mikroorganizmus N. meningitidis

kmen Cl1 v pritomnosti komplementu mladat kralikl.

74skana odezva na davku je sndzornéna rovinou uZ od davky
2,5 ug. Vysledky indikuji, Ze existuje dobrad odezva na
sesilovaci davku mezi 14 post I a 14 post II. Mnozstvi
protilatek v 28 post II je alespoi stejny jako v dobé& 14 post
II. Titry baktericidnich protildtek souhlasi s koncntracemi
uréenymi v testu ELISA a potvrzuji imunogennost konjugatu PS5C-

PD.

U&inek adjuvans

V tomto experimentu se vytvorlia jedna sada konjugatu PSC-
PD vytvorend na AlFPO4, PO pripad porovnani se zavedl injekci
samotny konjugat (bez adjuvans) .. 10-ti mySim ve skupiné se
dvakrat injekci zavedlo ve dvou tydennich intervalech podkozni
cestou 2 ung konjugatu. My&i se nechaly vykrvacet v den 14 (14
post I), 28 (14 post II) a 42 (28 post II). Stanovily se testy
ELISA a titry funk&nich protilédtek (v pripadé baktericidniho

LA XXX X
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testu pouze 14 post II a 28 post II). Formulace AlPOs vyvolava
a? 10 krat vy331 titry protilatek ve srovnadni s formulacemi,

které nezahrnuji adjuvans.

Zavéry:

Nasledujici obecné zavéry se vytvofily na zédkladé vysledkl
shora popsaného experimentu:

- konjugat PSC-PD vyvolava anamnestickou odezvu demonstrujici,
e PSC, kdyZ je konjugovan, se stava antigenem zavislym na T
bunice,

- koncentrace protildtek proti PSC méfené testem ELISA dobrfe
koreluji s titry baktericidnich protiladtek, coZ ukazuje, Ze
protilatky vyvolané konjugatem PSC-PD jsou funkéni proti
mikroorganizmu N.meningitidis seroskupina C,

- pfiblizZné 2,5 Hg konjugatu adsorbovaného na AlPO4 se jevi, Ze
vyvolava u my$i optimalni protilatkovou odezvu,

. chemie CDAP je vhodnou metodou pro pIipravu imunogennich

konjugatt PSC-PD.

p¥iklad 8: Priprava konjugatu polysacharidu z mikroorganizmu

N.meningitidis seroskupina A - PD

Suchy prések polysacharidu A (PSA) se rozpustil po dobu
jedné hodiny v 0,2 M roztoku NaCl, aby konec&na koncentrace
byla 8 mg/ml. pH se pak fixovalo na hodnot& 6 pomoci HCl nebo
NaOH a roztok se temperoval pfi teploté 25 °C. K roztoku PSA
se pfidalo 0,75 mg CDAP/mg PSA. Po 1,5 min. bez regulace pH se
ptidal 0,2 M NaOH a ziskal se hodnota pH 10. Po 2,5 minutach
se ptidal v souladu s pomérem PD/PSA p¥ibliZné& 1 protein D
(feho koncentrace Jje 5 mg/ml) . B&hem parovédni po dobu jedné
hodiny se udrZuje pH na hodnot& 10. Pak se p#idalo 10 mg
glycinu (2 M, pH 9) na Jeden miligram PSA (hodnota pH je 9,
as 30 minut a teplota 25 °C). Pred <&isténim na kolonové

chromatografii s exkluzi (Sephacryl S400HR od firmy Pharmacia)
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se smé&s konzervovala pfes noc pri teplot& 4 °C. Jako prvni
eluuje konjugat, pak nésleduje PD a vedlejdi produkty (DMAP,
glycin, sole). Konjugat se shromdzdila a sterilizoval se

filtraci na membrané Sartopore (od firmy Sartorius)

s velikosti pdért 0,2 pm.

pP¥iklad 9: Charakterizace produkt® popsanych v pfikladu 7 a 8

in vitro

Hlavni charakteristiky se uvadéji v tabulce dale v textu:

&. |popis konjugatu protein a |pomér volny volny
obsah PS |PS/protein protein |PS (%)
(ug/ml) (hmotn.) (%)
1 |PS C-PD PD : 210 [1/0,68 < 2 8-9
pH se reguluje |PS : 308
NaOH
2 |PS C -PD PD : 230 1/0,65 < 2 5-6
pH se reguluje PS : 351
TEA
3 PS A - PD PD : 159 1/1,07 5 5-9
pH se reguluje PS : 149
NaOH

Vysledky in vivo

Jako zviteci model pro testovani imunogennosti konjugath
se pouzily my3i Balb/C. Konjugaty se adsorbovaly bud na AlPO4
nebo Al (OH); (10 pg PS na 500 pg Al*) nebo se neadsorbovaly.
MySim se zavedly nasledujici injekce: 2 injekce ve

dvoutydennich intervalech (2 pg PS/injekci).

Na zakladé té&chto vysledka vyplyva, Ze volny PS velmi

ovliviiuje imunitni odezvu. Lep$i vysledky je moZné ziskat
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s konjugatem, ktery obsahuje méné neZ 10 % volného PS. Vynélez

tedy popisuje optimalizaci postupu CDAP.

Priprava je také dulezitd. V tomto modelu se AlPO; jevi
jako nejvhodné&jsi adjuvans. Konjugaty vyvolavaji =zesilovaci
4&inek, ke kterému nedochézi, kdyZ se injekci zavadéji samotné

polysacharidy.

Zaveéry:

Konjugaty mikroorganizmu N.menigitidis A a C se ziskaly
z konednym pom&rem PS/protein 1 a 0,6 az 0,7 (hmotn.). Volny
PS a volny nosiZovy protein byl pod 10 % respektive 15 %.
VytéZek polysacharidu Je vy3$3i nez 70 %. Konjugaty PSA a PSC
ziskatelné shora popsanym optimalizovanym postupem CDAP (bez
ohledu na nosi&ovy protein, ale pfednostné s proteinem D) je

pak dal$im aspektem vynalezu.

Priklad 10: Priprava konjugatu polysacharidu z mikroorganizmu

H.influenzae b - PD

Mikroorganizmus H.influenzae b je jeden z hlavnich agens,

které zpGsobuje meningitidu u déti mladsich dvou let. V oboru

je dobte znam kapsularni polysacharid  mikroorganizmu
H.influenzae (PRP) tvorici konjugat s toxoidem tetanu
(konjugace probihd metodou vyvinutou J. Robbins). CDAP IJe
sdokonalend chemickd metoda. Néasleduje vycet optimalnich

podminek pro CDAP zjisSténych pro ptipad konjugace PRP

pfrednostné PD.

Parametry ovliviiujici reakci konjugace Jsou nasledujici:
- pocateéni koncentrace polysacharidu (miZe mit vliv na
Kone&né mnorstvi volného polysacharidu a na krok sterilizace
filtraci),

- pocate&ni koncentrace nosic¢ového proteinu,
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- polateéni pomé&r polysacharidu a proteinu (miZe mit vliv na
koneéné mnofstvi volného polysacharidu a sterilizaci
filtraci), | |

- pouZivané mnoZstvi CDAP (obvykle se pouzivéd velky nadbytek) ,

- teplota reakce (ktera mi¥e ovlivnit rozpad polysacharidu,
kinetiku reakce a rozpad reaktivnich skupin),

- hodnota pH aktivace a konjugace,

- hodnota pH ukonéeni reakce (ovliviiuje mnoZstvi zbytkového
DMAP) ,

- doba aktivace, konjugace a ukonceni reakce.

ziistilo se, Ze 3 nejvice kritické parametry pro
optimalizaci kvality kone&ného produktu jsou polatecni pomeér
polysacharidu a proteinu, polateéni koncentrace polysacharidu

a hodnota pH konjugace.

Reak&ni kostka se tak znédzornila se tfemi shora uvedenymi
podminkami, jako tri  osy. Centrélni  body | (a rozmezi

experimentalnich hodnot) v pripadé té&chto os Jsou: pomér
pS/protein = 1/1 (£0,3/1), [PS] = 5 mg/ml (+ 2 mg/ml) a pH pfi

parovani je 8,0 (& 1,0 jednotek pH).

Méné podstatné parametry se zafixovaly nasledovné: pouZilo
se 30 mg polysacharidu, teplota je 25 °C, (CDAP) = 0,75 mg/mg
PS, pH se titruje 0,2 M NaOH, pH aktivace Je 9,5, teplota
aktivace se udrzuje po dobu 1,5 minut, teplota konjugace se
udrzuje po dobu jedné hodiny, koncentrace proteinu je 10
mg/ml, pH pro ukonceni reakce je 9,0, teplota pro ukonceni
reakce se udrzuje po dobu jedné hodiny, teplota pro rozpusténi
PS v rozpoudtédle se udrzuje po dobu Jjedné hodiny a
rozpoudtédlo je 2M NaCl, Sephacryl S-400HR se eluuje 150 mM
NaCl pri rychlosti 12 cm/hodinu a sterilizace filtracl se

provaddi na SARTOLAB P20 p¥i rychlosti 5 ml/min.
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vVyhledavana data pti optimalizaci podminek Jjsou: data
zpracovani - maximalni vyté&Zek po filtraci, maximédlni mnoZstvi
zadlen&ného proteinu a kvalita produktu - konelny pomér
PS/protein, mnosstvi volného PS, mnoZstvi volného proteinu,

minimalni mnoZstvi zbytkového DMAP (rozklad produkce CDAP).

vystup z filtrace

Faktor, ktery ovliviuje vystup po filtraci Je interakce
mezi pocate&ni hodnotou pH (PS) a hodnotou pH pfi spojovéani a
po&atedni pomér pS/protein. P¥i nizké koncentraci PS dochazi
k malé interakci s pozdé&jsimi dvéma faktory a a rozhoduje
dobra schopnost se filtrovat (pfibliiné 95 % v pripadé vs8ech
produktu) . PIi vysoké koncentraci se viak filtrovatelnost

snizuje, jestliZe hodnota pH a polatelni pomér roste (vysokéa

koncentrace PS, nejniZsi pomér; nejniz3i pH = 99 % filtrace,
ale vysokd koncentrace PS, nejvys3i pomér a pH = 19 %
filtrace).

Mnorstvi zadlen&ného proteinu

Pomér kone&ného pomé&ru PS/protein s ohledem na pocatelni
pom&r je mirou a&innosti spojovéani. PEi vysoké koncentraci PS,
hodnota pH neovliviiuje pomé&r pomérl. Avsak poc¢atedni pomér
ovliviiuje hodnotu pom&ra (1,75 pEi nizkém podcateénim pomeru,
1,26 pri vysokém podate&nim poméru). PIi nizké koncentraci PS
je pom@&r pom&ru ve vétsin& pripadd nizsi, avsak pH vykazuje
vice u&inkd (nizké pH, nizky pomé&r = 0,96, nizké pH, vysoky
pomér = 0,8, vysoké pH, nizky pomér = 1,4 a vysoké pH, vysoky

pomer = 0,92).

Konedny pomeér pS/protein

Kone&ny pomé&r zavisi na poc¢ateénim pomé€ru a koncentraci

PS. Konel&ny PpOmEr, ktery Jje nejlépe rozdélitelny podle

-

o200




ne [ R R XJ

84

T e

XXX

LR L A
o0 o
.

L] .
e LE ] e 4000 L X

velikosti, se ziskal kombinaci vysokych pocatecnich pomérl a

vysoké koncentrace PS. U&inek pH na konedny pom&r neni

podstatny pokud je nizk& koncentrace PS.

Mno#stvi volného proteinu D

Nejmendi mnozstvi volného proteinu D se pozorovalo p¥fi
vysokém pH a p¥i vysoké koncentraci PS (mnoZstvi dosahuje
hodnoty 0,0). U¢inek vysoké koncentrace PS se stava zv14asté
znatelny p#i nizkém pH. ZvySeni po&adtedniho pom&ru trochu

pfispiva ke zvySeni mnoZstvi volného proteinu D.

Zbytkovy DMAP

Podatedni pomér nemd podstatny ucinek, naopak mnozstvi

DMAP roste s koncentraci PS a klesd s roztoucim pH.

Zavéry

Nejvyhodn&jsi konjugacni podminky jsou né&sledujici: pH
konjugace je 9,0, koncentrace PS3 je 3 mg/ml a pocCadtelni pomeér
je 1/1. PIi takovych podminkéach charakteristiky konecného

produktu jsou nasledujici:

konecny vystup PS pomeér volny mnozstvi

pomér z filtrace |poméru protein D DMAP (ng/10

PS/protein (%) (%) ug PS)

hodnota rozmezi |hodnota |rozmezi |hodnota |[rozmezl hodnota |rozmezi |hodnota rozmezi

1,10 0,91- (92,6 |50- 1,16 |[1,03-1(0,71 |0O- 4.95 |2,60-
1,30 1138 1,29 10,40 7,80

Vynédlez dale popisuje konjugaty PRP, které je moZné ziskat
shora v textu popsanym (optimalizovanym) zpusobem CDAP (bez
ohledu na nosicovy protein, ale prednostné se pouzije protein

D).
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p¥iklad 11: Protein D jako antigen - jak je moZné zvy3it jeho
a&innost ochrany proti netypovatelnému H.influenzae

pfipojenim 3D-MPL

Samice my3$i Balb/c (10 mysi ve skupiné) se imunizovaly
poprvé ve stari 20-ti tydna (DO) (do svalu) 1l-valentni
konjugaéni vakcinou obsahujici pneumokokovy polysacharid a
protein D. Druhd imunizace se provedla o dva tydny pozdéji
(D14). 7 dni po druhé imunizaci se shromdZdila krev. Titry
protildtek proti proteinu D se méfily jako mnoZstvi protiléatek

typu IgGl, IgG2a a IgGZb.

P¥ipravily se za mrazu suSené undekavelentni vakciny (bez
Al1PO,) kombinaci konjugdtd s 15,75 % laktdzou, michaly se po
dobu 15 minut p¥i teploté& mistnosti a pH se upravilo na
hodnotu 6,1 + 0,1 a lyofilizovaly se (cyklus obvykle zalind pfi
teplot& -69 °C, postupné b&hem 3 hodin se teplota zvyduje na -
24 °C a pak se tato teplota udrzuje po dobu 18 hodin. Teplota
se dale zvedd na -16 °C po dobu jedné hodiny a udrZuje se po
dobu 6 hodin a pak dosadhne b&hem 3 hodin 34 °C a tato teplota

se udrZuje po dobu 9 hodin).

Slo?eni kompozic vhodnych pro lyofilizaci se uvadi

v tabulce &. 13.

Je znamo, Ze nejvyznamnéj3i chrakteristika, zda se objevi
imunitni odezva zprostfedkovand bunkami typu Thl, koreluje
s mno¥stvim protilatek IgG2a. Jak je moiné vidét na zakladé
dat, dojde k ptekvapivé velkému zvySeni mnoZstvi protilatek
IgG2a, jestliZe protein D se lyofilizoval s adjuvans Thl (v

tomto pripadé 3D-MPL) .

-
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* *Tabulka &. 13: SloZeni prostfedkld (pro aplikaci lidem) a titry protilatek proti proteinu D u my3i
a008®
: H (s ddvkou 1/10)
(XX x4
* o fyzikdlni |ps(/500p1 |ALPOs(/500 | imunosti- |zpeviuji- |konzerva- |rekonsti- |IgGl IgG2 IgG2B IgGl IgG2a IgG2b
.e
* *ed stav ) pl) mulant ci &ni tuent
. L
o ¢inidlo ¢inidlo
*e 00 80
. L 5
ng/ml %
L ]
e .
* o L}
L ] L
L] L]
eses |kapal. 1 ug 500 pg zadny zadny 2-PE° Zadné 76 0,425 0,24 99,1 0,554 0,313
. L
®eeceTkapal. 5 ng 500 pg Zadny Zadny 2-PE zadné 66 0,284 0,176 99,3 0,427 0,265
kapal . 1 pg 0 ng zadny Zadny 2-PE Zadne 6,6 0,207 0,036 96,4 3,02 0,526
kapal. 5 ng 0 ng Zadny Zadny 2-PE Zadne 5,2 0,169 0,043 96, 1 3,12 0,795
1yof. 1 pg 0 ng Zadny laktéza Zadné NaCl 150 |5,2 0,147 0,046 96,4 2,73 0,853
3,15 % Mt
lyof. 5 ug 0 pg Zadny laktdza Zadné NaCl 150 11,1 0,11 0,168 97,6 0,967 1,477
3,15 % Mt
lyof. 1 ng 0 ng Zadny laktoza Zadné ] 45 1,86 0,075 95,9 3,96 0,160
3,15 % ALPO,
500pg®
lyof. 5 ug 0 ug Zadny laktéza zZadné 19 0,077 0,119 99,0 0,401 0,620
3,15 3 A1PO,
500ug”
1yof. 1 pug 0 pg Z&dny laktéza zadné 45 2,6 3,5 88,1 5,09 6,849
3,15 % MPL
50pug’
1yof. 5 ng 0 pg #adny laktéza Zadné 135 25 5,1 81,8 15,1 3,089
3,15 % MPL
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50ug*

MPL

ug(

pufr?

MPL

ug (

lyof. 1 pg
kapal. 1 ug
kapal. 5 ug

MPL

ug (

'p¥ed injkeci,

2 hod.pfed injekci, ? 2-fenoxyethanol
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Lyofilizovany antigenni prostfedek, vy z n a cujici
s e t im, Z e obsahuje konjugovany kapsulédrni
polysacharid serotypu 6B mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae, ktery je adjuvovan 3D-MPL a Vv podstaté

neobsahuje adjuvans zaloZené na hliniku.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle nédroku 1,
vyznadujici se timn, 7 e obsahuje jeden nebo
vice pneumokokovych polysacharidovych konjugatlt vybranych

ze skupiny obsahujici serotyp 4, 18C, 19F a 23F.

Lyofilizovany antigenni prost¥edek podle né&roku 1 nebo 2,
vyznadc¢uijici s e tim, Z e kapsulédrni
polysacharidy mikroorganizmu Streptococcus pneumoniae Jjsou
konjugovany s proteinem vybranym ze skupiny zahrnujici
toxoid tetanu, OMPC mikrorganizmu Neisseria meningitidis,
toxoid diftérie, pneumolyzin mikroorganizmu Streptococcus

pneumoniaé nebo CRM197.

Antigenni prostfedek podle ndroku 1 nebo 2,
vyznadcuijicil s e tim, Z e kapsuléarni
polysacharidy mikrorganizmu Streptococcus pneumoniae 7jsou
konjugovany s proteinem D mikroorganizmu Haemophilus

influenzae.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle né&roku 1 azZ 4,
vyznadc¢ujici se ¢t im, ¥ e obsahuje konjugaty
kapsularniho polysacharidu mikrorganizmu Streptococcus

pneumoniae serotyp 6B, 14, 19F a 23F.
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Lyofilizovany antigenni prostfedek podle naroku 1 az 4,
vyznad¢ujicil se t im, 7 e obsahuje konjugaty
kapsuldrniho polysacharidu mikrorganizmu Streptococcus

pneumoniae serotyp 4, 6B, 9v, 14, 18C, 19F a Z23F.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle naroku 1 az 4,
vyznaduijici se t im, 7 e obsahuje konjugaty
kapsuldrniho polysacharidu mikrorganizmu Streptococcus
pneumoniae serotyp 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F a
23F.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle naroku 1 az 4,
vyznac¢ujici se t im, 7 e obsahuje konjugaty
kapsularniho polysacharidu mikrorganizmu Streptococcus
pneumoniae sSerotyp 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9V, 12F, 14, 18C,
19F a 23F.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle naroku 1 az 4,
vyznadujilci se t im, > e obsahuje konjugaty
kapsuldrniho polysacharidu mikrorganizmu Streptococcus
pneumoniae serotyp 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, TF, 9V, 14, 18C,
19A, 19F a 23F.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle ndroku 1 az 4,
vyznad¢uijilcil se t im, %> e obsahuje konjugaty
kapsulérniho polysacharidu mikrorganizmu Streptococcus
pneumoniae serotyp 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F a 33F.

Lyofilizovany antigenni prostfedek podle naroka 1 az 10,
vyznac¢uijilci s e tim, 7 e dje wvakcinalnim

prostredkemn.
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Antigenni prostfedek, v y zn a Suijici s e t1im,

3 e obsahuje lyofilizovany antigenni prostfedek podle

nirokd 1 a# 11 uvedeny do puvodniho stavu fedidlem.

Zpusob pripravy antigenniho prostfedku,
vyznac¢cuijilc i s e t im, 3 e zahrnuje krok
uvedeni lyofilizovaného antigenniho prostfedku podle narokl

1 a% 11 do puvodniho stavu fedidlem.

zpsob vyvolani imunitni odezvy na konjugadt kapsularniho
polysacharidu mikroorganizmu Streptococcus  pneumoniae,
vyznac¢cuijic i s e tim, > e zahrunije aplikaci
pacientovi bezpelného a u&inného mnoZstvi antigenniho

prostredku podle naroku 12.

Pouziti lyofilizovaného antigenniho prostfedku podle nadrokl
1 a® 11 nebo antigenniho prostfedku podle néaroku 12 pfi

vyrobé& léciva pro prevenci pneumokokového onemocnéni.
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