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ZlepSené vakciny oligosacharidovych konjugétd

Oblast vynaélezu

PredloZeny vyndlez se tykd zlep3eného zplisobu pripra-
vy vakein oligosacharidovych konjugédtd a dael3im aspektem
vyndlezu Jsou pPfipravované vakciny na bdzi oligosechari-
a4, které ddveji monospecifickou a homogenni imunitni od-
povéd na kepsuldrni polysacharidy. Specifické provedeni
vynélezu poskytuje vakciny, které indukuji imunitu k zave-
denym serotypl, Streptococcus pneumonise, které mohou
byt dileZité pro pouZitf u d¥tskych pacientd jakoZ i u
pacientd starsich a pacient&;s oslabenou imunitou, zpdsobe-
nou slabosti nebo chorobou /vietn¥ napi. pacienti,s ATDS/.

Dosavadni stav tedmniky

Pneumococcus /Streptococcus pneumoniae/ je gream-po-
zitivnd kepsulujici kok, ktery obvykle roste v pdrech nebo
krdtkych fet&zcich. V diplokokové form& jsou piilehlé
okraje zaoblené a opadné konce nepatrn& zalpilat&lé a orga-
nismus dostdvéd lancetovity tver.

Pneumokoky mohou byt rozd&lena do serotypd podle kom-

. plexnich polysacharidd, které tvo?f jejich kapsule. Bylo
identifikovéno 84 serotypd pisobenim typov&-specifického

. antisera, Neufeldoveu potladovaci reekci. V3echny jsou pro
&lov&ke patogenni, ale typy 1,3,4,7,8,9 a 12 jsou nejlas-
t&ji neddzeny v klinické praxi. Typy 6, 14, 19 a 23 Zasto
zpisobuji pneumonii a otitis media u dé&tf, ale Jjsou méné
b&Zné neZ u dosp&lych /fustrian, 1983, v "Harrison’s Princip-
les of Internal iedicine”, Petersdorf a spol., vyd., 10. vydd-
ni, ¥cGraw Hill Book Co.,, New York str, 918-922/. Pneumo-

kokus je jednim ze tii petogenl, odpovidajicich za pneumonii,



sepsi a meningitidu d&t{ /Mckiillen, 1982, v "Core Text-
book of Pediatrics, Kaye a spol., vyd., Second &dition, J.
B. Lippincott Co., Philadelphia, str. 498/.

Mezi osoby s vy8iim rizikem rozvinut{ pneumokokové
infekce pat®f pacienti s chronickymi systémovymi chorobami
Jjako jsou choroby srdedni, chronické bronchopulmondlni
choroby, jaternf choroby, ledvinové nedostatenosti a néddo-
ry. Je doporudovdno, aby té&mto osobdm byla poddna vakcina
proti pneumokokové infekei. Pro tento el Jjsou vhodné
dvacet ¥#i vekciny, obsahujict kapsulérni polysacharidy
pneumokokovych typd 1,2,3,4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 104, 114,
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 194, 19F, 20, 22F, 23F a 33F /kte-
ré zahrnujl serotypy nebo skupiny odpov&dné za 90 procent
véZnych pneumokokovych onemocndng v USA a zbytku sv&ta/
dostupné od/PneumovaxR Werck, Sharpe a Dohme, a Pnu-Immu-
ne®, Lederle Laboratories/. U%innost t&chto vakein u d&tf
Je spornd, protoZe u d¥t{ mlad3fch Sesti let se imunolo-
gické odpovEdi na rtzné kepsuldrni sntigeny rozvijejf v
rdznou dobu jako vysledek cherakteristiky zrénf imunitnf-
ho systému a ochrsna mi¥e mft krat31 trvédni neZ je pozo-
rovéno u dosp&lych /Harrison a spol., ibid/. Akoliv rela-
tivné mdlo pneumokokovym serotypd, je pfiditdnd takovy
vyznem pro v&tsinu pediatrickych pneumokokovych infekei
/Gray a spol., 1979, J.Infect.Disease 140:979-983/, tyto -
zahrnuji typy, pro které vyvoj lidské protildtkové odpove&di
na ¢i3t&né kapsuldrni polysacharidy pou%ité jako vakeciny
Je pomalejsf{ /Mderson a Betts, 1989, Pediatric Infec.Dis.
J. 8:550-S53; Borgono a spol., 1978, Proc.Soc.Exp. Biol.
Med. 157:148-154/.

Imunnf odpov&di u d&tf na Heemophilus Influenzse b
kapsuldrnt polysacheridy byly dosaZeny spojenim kapsuldrni-
ho antigenu s proteinovym nosidem za vzniku "konjugdtu"
vakciny, predpoklddd se, Ze helper efekt T-lymfocytd je
indukovén proteinovym nosilem =2 Je odpov&dny za rozvinutf




imunity /Robbins a spol., 1984 v "Bacterial Vaccines”,
Germeanier, vyd.Academic Press, New York, str.289-316/, viz
také Cruse a Lewis, 1989 v "Conjugate Vaccines" vyd. Cru-
se a Lewis, Kerger, Basel, str.1-10/. Podobny postup byl
¥{zen sm&rem k produkci pneumokokovych vakcin.

R4zni badatelé izoloveli a &istili intaktnf kapsulér-
ni polymery, xterdmohou byt pouzité v nebo jako vakciny.
Nap¥. US patent &. 4220717 popisuje postup pro izoleaci
@ &istdn{ imunologicky aktivniho polyribosyl-ribitol-fosfé-
tu /PRP/ z kapsuldrniho polymeru H-influenzee b. Ygle
US patent 4210641 se tykéd polysacharidovych extraktd z
H.Influenzae, majicich zjevnou molekulovou hmotnost v&tsl
ne¥ 200 000 daltond a sloZenych hlsvn& z galeaktozy, glu-
kozy a mannozy a obsshujicich malé mnoZstvi osemind.

Ngkolik vyzkumnikd vyuZilo t&chto a jinych intaktnich
kepsuldrnich polymerd k formulacim pro dosaZeni lep3ich
imunologickych odpov&df. Nap¥iklad US patent 4196192 uvé-
df vakcinu, obsshujfci ¥i¥t&ny intsktni PRP a celé bunky
Bordetella pertussis ve vakcinovém pFipravku. Tento postup
ke zvy3eni imunogenicity doséhl zvySenych hladin enti-PRP a
anti-pertussis protildtek u mladych saved.

NosiZové proteiny mohou pisobit vice neZ zvySenf imu-
nogenicity konjugovanych kapsuldrnich polymerd. Mohou také
uinit hepteny imunogenickymi. Hapteny jsou definovény
jako molekuly, které se mohou vézat specificky ne protildt-
ku nebo lymfocytovy receptor, ale nemohou samy zpdsobit
imunitnf odpovdd /tj. samy nejsou imunogenni/. £ vyvoléni
imunn{ odpov&di musi byt malé molekuly nizké molekulové
hmotnosti a slabé imunogenicity, nazyvené hapteny, spojo-
vény ve v&t31 molekuly nebo pfipojovény na nosig, kterym Jje
obvykle heterologni protein. Injekce komplexu hapten-nosié
vyvold pak zvySeni produkce protildtek B-lymfocyty, z nichZ
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nékteré budou schopné vazby na volné, nespojené haptenové
molekuly.

Mezi prvnimi hapteny, které byly studovény, byly azo-
barvivové sloueniny jako je anilin nebo o-aminobenzoov4d
kyselina. Landsteiner a Lampl /1918. Z2.Immun.Forsch 26;

293/ p¥ipojovali tyto slouteniny diazotec! k sérovym protei-
ndm. Po injikaci t&chto umsle pripravenych azoproteing
krdlikim se rozvinulo sréZeni protildtek, které byly spe-
cifické pro pripojené chemické skupiny.

Jinymi pr{ikl ady haptenovych slouenin jsou dinitro-
fenol, ktery se stdvsg imunogennim pripojenim Jjako dinitro-
fenylovd /DNP/ skupina k hov&zimu sérovému albuminu nebo
k hov&zimu gemma globulinu /BGG/ a diethylamid kyseliny
lysergové. Dokonce formaldehyd se miZe chovat jako hapten,
osoby vystavené vypertm formaldehydu z produktd nebo v la-
boratofich se stédvajl citlivymi na tuto sloudeninu, ndsle-
dujfci formylact Jejich endogennich makromolekul in vivo,

Haptenické chovénf nent omezeno na melé organické mo-
lekuly a polypeptidovs hormony &% do velikosti inzulinu
Jsou &asto slab&, pokud vibec Jsou, imunogennf. X zf{skdn{
vysokych titrd protildtek k t&mto hormondm je tedy nezbyt-
né je konjugovat na nosidovou molekulu /nebo vytvorit mo- i}
lekuly spojovénim mnoha t&hto polypeptidd dohromady/.

Volba nosiové molekuly je zejména zgjimavd v tom,
Ze nosid hraje vice ne3 transportnf roli. Ovary a Senaceraff
/1963, Proc.Soc.Exp.Biol.Med.114:723/ toto prokdzali inji-
kovénim DNP-BCG kr&lfkim. Injekce mnoZstvt imunogenického
materidlu zviFatim vyprodukuje imunologickou "pam&t" pd-
sobenf. JestliZe je druhs injekce déna pozdsji, pak je zde
mnohem vice mohutngeh imunitnfch odpov&df. Vskutlu, kdys




Ovary a Benaceraff injikoveli DNP-BCG znovu, byla zde silné
sekunddrai odpovéa, kterd vedla k vyrazné zvySené hlading
protildtek jak proti DNP tak BCGs Ale kdyZ byla provedena
druhd injekce misto uvedené s DNP-vajednym albuminem, byla
zaznemendna slab3{ eanti-DNP protildtkovd odpov&d. Rozdily
v odpov&di byly zpisobeny tim, co nazyvédme nosidovy efekt
a zd4 se, Ze zahrnuje T-helper lymfocyty.

Predb&éZné dikazy ukazujf, Ze v3echny proteiny nemohou
byt stejné efektivnimi nosilovymi proteiny pro dané hapteny.
Robbins a spol.,/Infect.Immun.40:245-256/ predklddd data
z experimentélnich vekcin protein-polysacharidovych konju-
gétd, ve kterych stejny polysacharidovy hapten byl konju-
govén s rlznymi proteinovymi nosidi a pak byla kventifiko-
véna protildtkové odpoedd. Vyznemné rozdily byly zazname-
nédny v mnoZfstvi generovaﬁjch anti-haptenovych protildtek,

a indikovaly vyznamnou roli nosidd.

Pokud jde o pneumokokdlnit vakciny podrobné&ji, Lin a
Lee /1982, Immunology 46:333/ studovali imunni odpov&di
dospélych a mladych my3{, vystavenych typu 64 a 19F polysa-
cheridd jakoZ i 19F konjugovanému na protein. Vyznamng&
vy3881 IgM a IgG2 titry protilédtek byly indukovény u mys{,
které obdrZely 19F-polysacharid-protein konjugdty, ne%Z u
kontrolni skupiny, kterd dostala 19F polysacharid samostatnég.

Yini bedatelé studovali konjugdty kapsuldrnich polyme-
rd s pfenaSelovymi proteiny za u¥elenm zvyS8eni protilétkové
formace tak zvenym "nosidovym efektem". Nep¥fkled Schneer-
son a spol., Journal of Experimental «“edicine 152:361-376
/1980/ popisujf H.influenzae b polymer-protein konjugdty,
u kterych objevili, Ze vyvoldvajf imunitu k invaznfm choro-
bém vyvolanym H.influenzee b. Odkazy, dokumentujfci imuno-
logické chovdni kapsuldrnich polymerd vztaZené ne vdk d&tf



a snazi se prekonat tuto zdvislost na v&ku konjugaci in-
taktnich kepsuldérnich polymerd s rdznymi proteiny, vetnd
sérového albuminu, Limulus polyphemus hemocyaninu a difte-
rického toxinu. ietoda konjugace zshrnuje pouziti spojova-
ciho ¢inidla jako je edipicky dihycrazid.

Geyer a spol., wed.licrobiol.Immunol. 165:171-288
/1079/, pfipravili konjugdty urditych fragmentd kepsuldrnich
polysacharidd Xlebsiella pneumonize s nitrofenyl-ethylamino-
vym linkerem redukéni esminasci a derivatizovany cukr byl
pak pfipojen k proteinim za pou¥iti azo-kopulace.

US patent 4057685 McIntirea z 9.kv&tna 1974 se tykd
Escherichia coli lipopolysacheridd se snifenou toxicitou
kovalentn& navézanych na proteinovy sntigen reskecf s halo-
genacylhalogenidem.

US patent 4356170 Jenningse a spol., ze 27. kv&tna
1981, zvef.26.f{jna 1982 se tykd pripravy polysacherid-
proteinovych konjugdtd redukdénf{ emineci.

‘ndersen /1983, Infection end Immunity 39:233-238/ se
tykd konjugdtl mezi oligosacharidy z kapsuldrniho polysachari-
du Heemophilus influenzse typ b a CRM197, netoxickgm ale
antigenn& identickou variantou difterického toxinu.

Snippe a spol. /1983, Infection and Immunity 42:842-
844/ se tykd semisyntetické vakeiny pro Streptococcus pneu-
monise typ 3, ve které hexaseacharid izolovany z &4stedného
kyselého hydrolyzdtu kapsuldrnfho polysacharidu S3 byl
navédzdn ke stearyleminu redukénf aminac{f s pak inkorporovén
do liposomd. U vysledné vekeiny konjugdt/liposom bylo po-
zorovano, Ze indukuje ochranu pro S.pneumonise typ 3 u my3{.
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US patent 4663160 Tsaye a spol., podeny 14.bfezna 1983,
ud&leny S.kvitna 1987, se tykd bekterie, ve které Jje deto-
xifikovany polysacharid z gram-negativni bakterie kovalent-
n& nevézén k detoxifikovanému proteinu ze stejného druhu
gram-negativni bakterie spojenim uhliku 4-12.

US patent 4619828 Gordonsa, podany 5.ledna 1984, ud&leny
28.71jna 1986 se tykd konjugdtd mezi polysacharidovymi mole-
kulami z patogennich bakterif jako je Heemophilus influenzeae
B, Streptococcus pneumonieae, Neisseria meningitidis a Esche-
richia coli a antigent zé4vislych na T bunkdch jako Jsou
difterické a tetanové toxoidy. '

US patent 4808700 idersona a Clementse, podany 10.
srpna 1984, udéleny 28. unora 1989 a US patent 4761283 -
dersona, podany 28.bfezna 1986, uddleny 2.srpna 1988 se tyké
kovalentnfho spojeni fragmentd kapsuldrnich polymerd k bak-
teridlnim toxindm, toxoindm nebo vezebnym podjednotkém
pomoci redukéni aminace.

US patent &. 4711779 Porroa a spol, podany 2.Cervence
1986, ud&leny 8. prosince 1987 se tykd vakcin glykoprotei-
novych konjugdtd, mejicich trivalentni imunogenickou akti-~
vitu a zahrnujicfch antigenni determinenty 2z kapsuldrnich
polysacharidd grem-pozitivnich beakterif a gram-negativnich
bakterif{ JakoZ i bué CRM197, tetanicky toxoid nebo per-
tusis toxin.

P¥iprava konjugétovych vakein, ve kterych hapteny
kapsulérnich polysacharidd jsou pripojeny k nosifovym pro-
teinim, zehrnuje ndsledujici postupy:

i/ musi byt pripraven kepsuldrni polysacharid,
ii/ Jestli%e m& byt pouzit fregment polysacharidu, musi byt
seperovédn z intaktniho polysacharidu



iii/ sacharid musf byt aktivovén nebo udindn byt schopnym
konjugace, tj.musi{ byt generovény skupiny schopné
kovalentni vazby k proteinu

iv/ sacharid je konjugovén k proteinu.

Rizné metody zndmé v oboru pro provedenf tdchto &ty#
krokd jsou uvedeny v tabulce I.




Tabulke 1

Odk az priprave st&pent ektivace konjugace
~polysecharidu polysacharidu polysacharidu k proteinu

US patent vyuZzivd kyselinu reduk&ni

4356170, Jennings, jodistou ke genero- eminace vyuZi-

pod.27.5.1981, véni sldehydovych sku- vajici kye-

udsl. 25.10.1982 pin noborohydrid

US patent vyuzivd kyselinu 1/ 4-12 uhl{i-

4663160,Tsay a spol., jodistou ke genero-  kové skupiny pii-

pod.14.3.1983, véni aldehydovych pojeny k pro-

ud&l. 5.5.1987 skupin teinu za pii-

tomnosti kon-
denzalnf{ho &i-
nidla, napt.
karbodiimidu

ii/ polysacharid
pfipojen k deriva-
tizovenému pro-
teinu 4-12 uhli-
kovymi skupi-

nemi reakci Schiffo-
vy bdze za pri-
tomnosti reduké-
niho €inidla, nsap¥.

kyanoborohydridu
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Tabulka 1 /pokratovéni/

US patent

4619828, Gordon,
pod.5.1.1984, udél.
28.10.1986

US patent
4808700, /nderson
a Clements, pod.
10.8.,1984, udel.
28.2.1989

sekce 6.5 vyse, Denish typ
nazvend"Conjugation 64 E1i Lilly
of Capsular Polymer Co.

Fregment of Streptoco-

ccus Pneumoniee to

Owg_qu

polyseacharidy mcwoawwma
upraveny tepel-

nym zpracovénim

na molekulovou

velikost mezi

200000 a 2000000

daltony

Byly pouZity rdzné metody pro
pripra-u entigennich fragmentd

s alespon jednim redukovanym
koncem, nep¥. limitn{ oxided-

nf 3t&peni jodistenem, hydrolyza
glykosiddzou nebo kyseld
hydrolyza

kyseld hydrolyza v 0,1N HCl po
10 minuw p#i 100 °C pro vznik
redukénibh fragmentd

konjugovén

spacer mistkem

4-8 atomd uhlfku
Jeko existuje v de-
rivatu hydrazidu
adipové kyseliny

v proteinu

konjugace reduk&ni
eminac{ za pr{i-
tomnosti kysano-
borohydridu /p#ib-
liZn& 2-3 tydny/

konjugovdno k
Qwa_wq ve fosfé-
tovém pufru zs
pouZziti kyanoboro-
hydridu sodného

po 18 dni p#¥i

37 %



Tabulka 1 /pokraovéni/

US patent
4711779, Porro a
Constantino, pod.
2.7.1986, udél.
8.12.1987

pro Streptococcus
pneumonige typ 6A

kyseld hydrolyza
p¥i 100 °C po 6-
40 hodin. Hapteny
o mol. hmotn.
1000 aZ 2000
daltoni.

kyseld hydrolyza
p¥*i 100 °C po
39 hodin

ektivovédno
zavedenim pri-
médrnich emino-
skupin do termi- organického roz-
ndlnfch redukdnich pousté&dla, napi.
dimethylsulfoxi-
uzitim kyanoboro- du

hydridu sodného/

s nésledujici

konjugovéno k
toxoidu za pifi-
tomnosti

skupin /nep¥. po-

konverzi na estery
/nep¥. za piitom-
nosti derivétd

kyseliny adipové/

gktivovéno v amo- konjugovéno k omz_mq
niekélnim pufru z8 ;g5 p¥ftomnosti di-

pr{tomnosti kyano- pethylsulfoxidu
borohydridu sodného pii teplotd mist-

/pro zavedeni primdr- o5ty po 15
nich eminoskupin/  po4in

po dva tydny;prevedeno

na odpovidajic{ mono-

funkéni estery ve

vodném roztoku dimethyl-

sulfoxidu, obsahujfcim di-
sukcinimidylester adipové
kyseliny po 4 hodiny
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Podstata vyndlezu

PtedloZeny vyndlez se tykd kovalentniho navézdnf oligo-
sacharidd odvozenych z bakteridlnich kapsulérnich poly-
sacharidd na proteinovy nosi¥ za pouZiti nové metody.

Tento postup dovoluje udinnou syntézu glykokonjugdsd
pfi produkéni rychlos i vyrezn& vy33{ ne? d¥ive pouZi-
vené metody. Glykokonjugdty podle vyndlezu mohou byt uZity
v pfiprav& vakcin a mohou se projevit jako imunogenické.

Ve vyhodném provedeni se predloZeny vyndlez tykd
produkce glykokonjugdtl, které inkorporovaly oligosacha-
ridy odvozené z kepsuldrnich polysacharidd Streptococcus
pneumoniae. lietoda podle vynédlezu mé za vysledek i1idinnou
produkeci glykokonjugétld S. pneumonise ve vysokych vyt&z-
cich, které mohou byt pouZity ve vekeinovych p¥ipraveich
znatné dileZitosti pro pediatrickou populaci, ve které
velké Cdst nejroz8iFfendjsich chorob je spojena s infeked
S.pneumonize. Bylo objeveno, %e imunogenni konjugdty jsou
mén& zdvislé na v&ku ne% kapsuldrni polysacharidy semot-
né a Ze Jjsou uZite&né pro aktivni imunizaci velmi ml adych
teplokrevnych saved proti systémovym infekecim prisludnou
enkapsulovanou bakterif,

V dal3im espektu vyndlezu bylo objeveno, Ze glyko-
konjugéty podle vyndlezu piekvapivd vyvolédvajl monospe-
cifickou a homogenni imunitni odpov&d, kterd mi%e vyhod-
n¢ zabranovat vyvoldni autoimunnich reakei a odvozenych
post-vakéinovjch syndromi.

DaleZité je, Ze imunogenni konjugdty podle vynélezu
neobsehuji potencidln& toxickd spojovaci &inidla jako je
dihydrazid kyseliny adipové nebo p-nitrofenylethylemin,
které byly pouZity v konjugaci karbohydrdtu k proteinu.
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Zkratky a definice:
RM197 netoxicky protein antigenn# k¥{iZové reaktivni

s difterickym toxinem

DMSO dimethylsulfoxid
Dp stupeﬁ polymerace
MIC minimdlni inhibi&ni koncentrsce
SD stupen substituce

SIDEA  sukcinimidyldiester kyseliny adipové
SIDES sukcinimidyldiester kyseliny jantarové

Popis pripojenych obrazkd

Obr.1 Obecnd strategie syntézy konjugdtd oligosacharid-

A,

protein
Polysacharidy o vysoké molekulové hmotnosti se kysele
hydrolyzuji za vzniku oligosacharidd o prﬁmérné mo=-
lekulové hmotnosti 2,5 x 103,
Oligosacharidy jsou /1/ sktivovgny reakc{ s dismino-
ethanem /H2N/CH2/2NH2/ pfi pH=9, redukovény pyridinbo-
rohydridem /PyBH /, pak /2/ resgujf se sukcinimidyl-
diesterem adipové kyseliny /SIDEA v dlmethylsulfoxi-
du /DuS0/. .
Ativované oligosacharidy jsou piipojeny k proteino=-
vému nosidi pPes lysinové zbytky.

Obr.2 PouZit{ "na miru 3itého" spaceru ve spojovacim

A,

B.

postupu

Glykokonjugdt piipraveny d¥ivEj3im zplisobem jak Jje
popséno Porroem a spol., /1985/, Mol.Immunol. 22:907-
919, s amidovym spojenim /Sipka/ mezi oligosacheridem

a linkerem &ty? stomd kyseliny adipové. Celkovd délka
spaceru Jje pfibliZn& 10,4 q.

Glykokonjugdt vytvoieny podle piedloZeného vyndlezu,

ve kterém dva uhlfkové zbytky /Sipka, formované diemino-
ethanem/ a smidovd4 vazba, existujf mezi oligosacharidem
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a linkery dvou atomd kyseliny jentarové, vytvofenymi reak-

c{ se SIDES. Celkové délka spaceru je pribliZné& 10 nm.

C. Glykokonjugdt vytvofeny podle predloZeného vyndlezu,
ve kterém dva uhlikové zbytky /8ipka, vytvorené diamino-
ethanem/ a amidové vazba, existujf mezi oligosachari-
dem a dtyrwhlikatym zbytkem adipové kyseliny, vytvo-
¥enym reakci se SIDEA. Celkové délka spaceru je orib-
1i%n& 14,5 nm.

Obr.3. Schopnost konjugace CRM197 k sktivovanym oligosa-
charidim, obsshujfcim spacery adipové kyselina ver-
sus jenterové kyselina. Elektroforéza produktd kon-
jugednich reakci na SDS-polyakrylemidovém gelu /vy-
barveno st¥ibrem/. '

A. Dréha 1 -standardy molekulové hmotnosti /92,5 K, 66,2 K,
45,0 X, 31,0 K, 21,5 K/.

Dréha 2: CRM, g9 /1 /ug/ refrenéni.

Urdha 3: Konjugovany oligosacharid 6A—CR191I19.7 s kyseli-
nou jenterovou jako spacerem /2 /ug/ /pom&r 1:1

. monoester/celkové aminoskupiny CRM,;q-, Vv 50% DMSO/ .

Dréha 4: Xonjugovany oligosacharid 6A:-CRM197 s kyseli-
nou jentarovou jako spacerem /2 /ug/ /pomdr 1:2
monoester/celkové aminoskupiny CRM197 v 50% DuMSO/.

Drédha 5: Konjugovany oligosacharid 6AFCRM197 s kyse-
linou adipovou jako speacerem /2 /ug/ /pom&r 1:2
monoester/celkové aminoskupiny CRM, g7 ¥ 50% DMSO/.

Drédha 6: konjugovany oligosacharid 14-CRM197 s kyseli-
nou jantarovou jako spacerem /2 /ug/ /pomér 1:4
monoester/celkové aminoskupiny CRM, g7 V 50% DMSO/.

Drdha 7: konJugovany oligosacharid 19F-CRM197 s kyse-
linou jantarovou jako spacerem /2 /ug/ /pomér:1:4
monoester/celkové eminoskupiny CRM, g, 22 nepfi-
tomnosti 50% DMSO/.
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Xonjugoven¥ oligosacharid 23F-CRM197 s kyseli-
nou jantarovou jako spacerem /2 /ug/ /pom&r:
1:2 monoester/celkové eminoskupiny CRM,y, v 50%
DuMSO/ .

: CRM; g~ /1 /ug/ referendni.

: CRM, g /1 /ug/ referenéni.
: CRM;gq refrendni /1'/ug, rozdf{lny nd drdhy 1/
: konjugovany oligosacharid 23F—CRM197 s kyselinou

adipovou jako spacerem /2 /ug/ /pom&r: 1:2 mono-
ester/celkové aminoskupiny CRM, g Vv 50% DMSO/.
Stenderdy mol. hmotnosti /92,5 X, 66,2 K, 45,0 KX,
31,0 K, 21,5 K/.

: Konjugovany oligosacharid 23F-CRM197 s kyselinou

adipovou jako specerem /2 /ug/ /pom&r: 1:2 mono-
ester/celkové eminoskupiny CRM:M, g, v 50 % DMSO/.

: CRM, g /1 /ug/ referendni

CRM197 referendni /1 /U8, rozdilny od srovnédvaci
dréhy 1/

: Konjugovany oligosacharid 6 A-CRM s kyselinou
197

adipovou jako spacerem /2 /ug/.

: Standardy molekulové hmotnosti /92,5 K, 66,2 K,

45,0 X, 31,0 X, 21,5 X/

: CRM, g /1 /ug/ referenéni.
: konjugoveny oligosacharid 6A.--CRM197 s kyselinou

adipovou jeko spacerem /2 /ug/

: konJjugoveany oligosachearid 14—CRM197 s kyselinou

adipovou jeko spacerem /2 /ug/

: Xonjugovany oligosacharid 19F-CRM, g S kyselinou

adipovou jako spacerem /2 /ug/
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Dréha 6: Konjugoveny oligosacharid 23F-CRM197 s kyselinou
adipovou jako spacerem /2 /ug/

Dréha 7: “arkery molekulové hmotnosti /92,5 K, 66,2 X,
45,0 X, 31,0 K, 21,5 K/

Obr.4 Xr41idf IgG odpovid na konjugdty S.pneumonise
oligosecharid 6AFCRM197. Inhibiéni ELISA enalyza
hodnoty afinity IgG isotypu indukované kepsuldrnimi

polysecharidy.
A, Typ 6A kepsuldrnftho polysacharidu
B. Typ 64 oligosecheridu /BP= 10/ ve volné form& nebo

konjugovany k CRM197
C. Typ 14 oligosacharidu /DP = 12/ sktivoveny molekulo-
vym spacerem nebo konjugovany k CRM197.

Detailnf popis vynédlezu:

P¥edloZeny vyndlez se tykd kovalentniho pripojeni
oligosacharidd odvozenych od bakteridlnich kapsulédrnich
polysacheridd k proteinovym nosidim; zpldsob podle vyndlezu
generuje nové glykokonjugdty novymi zplsoby.

Pro ztejmost a bez jekéhokoliv omezeni, je detailnit

popis vyndlezu rozd&len na ndsledujici sekce?

i/ pi¥iprava oligosacharidd

ii/ aktivace oligosacharidd

iii/ konjugace oligosacharidd k proteinu

iv/ imunochemickd cherakterizace glykokonjugdtd

v/ vekcinovy pripravek a podéni

vi/ vyuZit{ vekcin konjugdtd pneumokokdlnich oligosa-
cheridd.

P¥ipreva oligosacharidd.

Kapsuldrni polysacharidy vysoké molekulové hmotnosti
mohou byt obchodn& dostupné /Americen Type Culture Collec =~
tion /ATCC/ /Rockville, iiD//, nebo ziskdny metodami popsanymi
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Porroem a spol., 1983, J.Biol.Stand. 11:65-71. 4ohou byt
pouZzity jekékoliv polysacharidy zshrnujici, sle neomezu~-
jici se na n&, ty, které byly nalezeny v pouzdrech Strep-
tococcus pneumonise, Hemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Essherichia coli, S8almonella typhi, Ddtrep-
tococcus mutens, Cr@ptococcus neoformans, Xlebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aerugi-
nosa.

sntigenni fragmenty s nejmén¥ jednim redukujfeim
koncem mohou byt ziskdny z kapsuldrnich polymerd réznymi
metodami, zévisejicimi na strukturnich vlastnostech jed-
notlivych kapsuldrnfch polymerd. Eimitnf oxidaéni Stdpe-
ni jodistanem /nebo podobnymi &inidly/ 0dd&lf{ aldehydo-
vé konce; dojde tak k omezeni na polymery, majfci vici-
nédln{ dihydroxyskupiny na necyklickych zbytwich. Hydro-
lyza glykosidickych vazeb poskytne redukovany cukerny ko-
nec. Tekové hydrolyza mi%e byt nejepecifidtdji provedena
enzymatickou cestou glykosiddzami, ale toto pouZiti je
omezeno na relativné maly polet kapsuldrnich polymery,
nap¥. Streptococcus pneumoniae 8, pro které Jjsou glyko=-
siddzy znémé. Kyseld hydrolyza je b&%n& pou?ivéna pro hyd-
rolyzu glykosidickych vazeb. U%iti tohoto postupu je ome-
zeno, jestliZe polymer obsahuje vidi kyselin& citlivé
neglykosodické vazby nebo kdyZ polymer obsshuje na kyse-

linu citlivé mistkové vezby dile%ité pro antigenni specifi-
tu.

Ve specifickych provedenich podle vyndlezu S. pneu-
monise typ 6A kapsuldrnf polysacharid mi%e byt hydrolyzo-
vén v pribliZng& 1072 M octové kyselin& p¥i asi 100 °C po
asi 30 hodinj kapsuldrni polysacherid S.pneumonise typ 14
miZe byt hydrolyzovén v priblizn& 0,5 M kyselin& trifluor=-
octové pri asi 70 ¢ po asi 7 hodin; polysacharid S.pneu-
monise typ 19F mi%e byt hydrolyzovén v piibli%ns 10™° M
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kyselin& octové pri asi 50 °C po dobu asi 48 hodin; a
polysacherid S.peumonise typ 23F mZe byt hydrolyzovén
v pribliZn¥ 0,25 M kyselin¥ trifluoroctové p¥i asi 70 °C
po asi 3 hodiny.

fodle predloZeného vyndlezu, oligosacharidy, které
Jsou konjugovény k proteinu, vyhodn& obsahuj{ mezi tiemi
a Sesti opakujicimi se jednotkami /nebo mezi asi deseti
a tficeti monosacharidovymi zbytky/ a nejvyhodn&ji obsa-
huje mezi tremi a &tyfmi opakujfcimi se jednotksmi /nebo
e@si patndst monosacharidovych zbytkd/ jeko oligosachari-
dy této délky inkorporovené do glykokonjugdtl, se projevi-
ly jako optiméln& imunogenické.

Oligosacharidy mohou byt aktivovény zplsobem redukéni
eminace s nésledujicf reakef{ s bifunkini molekulou Jjako
Je diester, anif by byl povafovén za omezenf. 4ndzorn&ni
metody podle vyndlezu je uvedeno ns obr. 1 a v tabulce II,
kterd porovndvé metodu popsanou Porroem a spol., 1985,
Mol.Immunol. 22:907-919. Doba pro aktivaci za pouZit{
pfedchoziho postupu byla 7 a% 14 dnl, podle pPedloZeného
vynélezu byla zkrdcena na 15 minut. Doba pro redukci podle
predchoziho postupu byla 7 af 14 dnd, podle pFedloZeného
vynédlezu byla zkrécena na 48 hodin. PredloZeny vyndlez te-
dy vyZeduje o 12 a¥ 26 dnd ménd pro kompletni prib&h ne%
proces predchdzejfcif. Toto je dileZitdv vyhoda, protoZe
vystaveni karbohydrétd zvySené teplot& jako je 50 °c,
miZe vést k degradaci.




TabulkalIl

Chemickd aktivace koncové redukéni Jjednotky S.pneumo-

nige oligosachsridd

Paremetry

dfivEjs1i postup

navrhovany postup

zavddénd skupina

¢inidlo /pH/
teplota aktivace
dobsdektivace
redukéni &inidlo
teplota redukce
doba redukce
vysledny produkt

ektivatni bifunké-
ni{ spacer

teplotareakce
reakéni doba
vysledny produkt

déinnost reakce

NH2

emoniakdlni pufr
50 °C

7-14 dnd

Na kyanoborohydrid

50 °c

7-14 dnd

oligo-NH2

SIDEA /sukcinimidyl-~
diester edipové ky-
seliny

25 °¢
4 hodiny
oligo-NH-monoester

25-30 %

NH/CH2/2NH2

disminoethan /9/
100 °c

15 minut

pyridinboran

50 °c

48 hodin

oligo-NH/CHa/zNHé

SIDES nebo SIDEA
/sukcinimidyl di-
ester jantarové
nebo adipové ky-
seliny/

4 °c

2 hodiny
oligo-NH/CHz/zNH-
monoester

79 %
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Podle metody podle vynédlezu je redukdéni sminace
koncové redukdni skuniny oligosacheridu provedena za po=-
uzitf{ molekuly, obsshujfci dvs aminoskupiny. Ve vyhodném
provedeni vyndlezu je redunf aminace provedena resakect
deného molirniho mno#stvi oligosacheridu s diaminoetha-
novym roztokem v 10X moldraim prebytku v 0,24 KHZPO
Pri pH easi 9 a pri teplots pFibliZn& 25 a3 100 °C o vy~
hodn& 100 °c po dobu mezi asi 1 a¥ 60 minuteami s vyhodng
asi 15 minut. Poté miZe byt priddno moldrny mnoZstvi py-
ridinboranu ekvivalentnf 25ndsobku moldrni koncentrace
oligosacharidu v pouzitém postupu a reskce se provede
PEL teploté 25 & 100 °C, vyhodn& pri 50 °C po dobu 1 a%
72 hodin, vyhodns pFibliZn& 48 hodin.

V¥sledny produkt redukén{ eminace miZ%e pak resggo-
vat s bifunkénit molekulou, kde kafdé funk&ng skupina je
schopnd reakce jak s koncovou aminoskupinou aktivoveaného
oligosacharidu tak i s aminoskupinou p#ftomnou ve struktu-
Te proteinového nosigde. Tato bifunkén{ molekula miZe tak
poslouzit ke vzdjemnému spojeni oligosacharidg g protei-~
nového nosi¥e. Ve vyhodném provedeni vyndlezu je touto
bifunkéni skupinou diester, pFesn&ji diester kyseliny adi-
pové, u kterého bylo prokdzéno spojeni s U&inn&js{ gly-
kosylaci proteinu. Vyhodn& se ve specifickém provedent
vyndlezu oligosacherid, podrobeny redukdnf eminaci Jak je
popséna vySe, déle podrobi reskci se sukcinimidyldieste-~
rem kyseliny jentarové nebo vyhodn&ji adipové, Yato reakce
miZe byt nejlépe provedena s aninovenym oligosacharidem
v moldrnf koncentraci /jsko aminosxupin/ ekvivalentnf asi
1 @2 5 ndsobku molérnf koncentrace SIDEA /nebo SIDES/

v roztoku dimethylsmlfoxidu /DMSO/ p#i teplots 0 a% 25 °C
8 vyhodn& asi 4 ¢ po dobu 0,5 8% 5 hodin, nejlépe asi 2
hodiny. #tivoveny oligosacharid mi%e byt pak odd&len srd-
Zenim za pouZitf 1,4-dioxanu /80 % obj./obj./, ktery také
©ddéll v supernatentu Drebytek SIDEA /nebo SIDES/.
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Proteiny, které mohou byt pouZity podle vyndlezu,
zshrnuji protein, jehoZ poddni mladym savcim je bez rizika
a ktery miZe poslouzit jako imunologicky udinny protei-
novy nosi&. V provedeni podle vyndélezu mohou byt pouZity
proteiny bun&&ného povrchu, membrénové proteiny, toxiny a
toxoidy. XLriteria pro bezpelnost budou zehrnovat absenci
primdrni toxicity a minimdélnf riziko alergické reakce.
Difterické a tetanické toxoidy pln& splnujf tato kriteria;
tyto jsou po vhodné priprev& netoxické a vyskyt slergickych
reakci je prijatelnd nizky. &koliv riziko alergické resk-
ce miZe byt uréujici pro dosp&lé, je minimdlni pro de&ti.

V souladu s del3im vyhodnym provedenim vyndlezu, vhodné
proteinové nosile zahrnuji, ale nejsou na né omezeny Salmo-
nella flagelin, Hemophilis pilin, Hemophilus 15 kDa, 28-

30 kDa a 40 kDa membrdnové proteiny, tepeln& labilni ente-~
rotoxin LTB Escherichia coli, cholera toxin a virové pro-
teiny, zahrnujici proteiny rotaviru VP7 a respirsaini syn-
cidlnf virus F a G.

V "nosidovém efektu" se stdvéd slaby antigen navédzé-
nim na siln&j3f{ antigen jako nosi& /tj. na heterologni pro-
tein/ vice imunogenickym, neZ kdyZ byl pritomen sém. Jest-
liZe zvi¥e bylo dPfive imunizovédno seamotnym nosidem, miZe
byt zvife "primed" a produkovat zvysenou imunitni odpo-
véd nejen na nosidovy antigen, ale také na navdzanou hapte-
novou skupinu. D&ti jsou pravideln¥ imunizovény tetanicky-
mi a difterickymi toxoidy. Tak mohou byt vybaveny pro
pri3tl pr{tomnost kepsuldrnich antigend konjugovanych s Jjed-
nim z té&chto toxoidd.

Ubecn&, ke?dy heterologni protein miZe poslouZit jako
nosidovy antigen. Nicmén& Jjisté bakteridlni toxiny Jjsko te-
tenicky a diftericky, mohou mi{t navic vyhodu v tom, Ze Jsou
sloZeny ze dvou &4sti, z nichZ jedna /vazebnd podjednotkyp/
méd vysokou efinitu pro navédzani ne bun&¥né povrchy bunék
saveld. Pochopitelné&, konjugace na takovy "v=zebny protein"
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miZe dovolit navdzenému entigenu efektivn&js{ inicisaci
odpovédi v bunkdch imunitnfho systému.

Proteinovymi nosi&i, na které jsou konjugovény kap-
sulérni polymery, mohou byt p¥irozené toxiny nebo deto-
xifikovené toxiny /toxoidy/. Tsk mohou byt relativnd
novymi mutednimi technikemi produkovény geneticky zménéné
proteiny, které jsou antigenn& podobné toxindm jiZ neto-
xickym. %yto jsou nazyvyny "k¥f ov& reaktivnf materidly"”
/eross reac?ing materials/ nebo CRM. CRM, 4, Je v3ak bez-
cenny, nebot mé jedinou zménu aminokyseliny vzhledem k
nativnfmu difterickému toxinu @ imunologicky se od n&j
nelis{,

Konjugace kepsuldrnich polymerd s pfirodnimi toxiny
miZe redukovat toxicitu, sle vyznamnd toxicita miZe byt
zachovédna. Tek dal3f detoxifikace proteinovych toxind
pouzivd formalin, ktery reaguje s volnou aminoskupinou
proteinu. Rezidudlnf toxicita miZe stdle byt zechovdna.
Mimoto je moZnd spontdnnf detoxifikace jednotlivého pod{i-
lu vekeiny a zachovdvd se vysledek spojeny s timto postu-
pem.

fternativnd miZe byt prirodni toxin detoxifikovén
formalinem za vzniku konven&nfiho toxoidu pred konjugaci
s kepsuldrnimi polymery. Nicmén& prvotnf zprecovéni for-
malinem redukuje po&et volnych aminoskupin vhodnych pro
reekcl s redukujicimi skupinami fragmentu kspsulérniho
polymeru. CRM tak majl vyznamné vyhody v tom, Ze nemajf
Z4dnou toxicitu dokud %4dné z jejich aminoskupin neni{ obsea-
zena formelinem. Dal¥{ vyhodou je, %e p¥i prdci s CRM
neexistuje Z4dné bionebezpedd,

V pFipadd CRM, 47, ktery je imunologicky identicky s
nativnim toxinem, zpracovdni s formalinem /28koliv zde nent
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nutnd detoxifikace/ znadn& zvy3uje imunologickou odpov&d.
Je zde domnZnka, Ze je to zplisobeno stabilizaci molekul&
proti degradaci mechanismem létky a/nebo agregece kiiZové
vazby /imunogenicita &4stic se zvy3uje s velikosti/e

Ze v3ech vy8e uvedenych divodl Jjsou tetanické a
difterické toxiny prvnimi kandiddty pro proteinové nosi-
ge, je3t& jsou zde dal3f, které mohou byt vhodné. Akoliv
tyto dal351 nemusi mit prib&h bezpelnosti objeveny pro dif-
terii a tetanus, mohou zde byt Jjiné nepfekonatelné ddivody
k jejich pouZiti. “epPfikled mohou byt efektivn&j3i Jako
nosile, nebo miZe byt rozhodujici ekonomika produkce. “al3{
kendiddti pro noside zahrnuji toxiny pseudomonas, staphy-
lococcus, streptococcus, pertussis & Escherichie coli.

Ye specifickém provedeni vyndlezu, moiou byt aktivova-
né oligosacharidy pPipnojeny k CRM197 proteinu, ktery byl
¢istén ndsledovné:

CRM197, produkovany kmenem Corynebacterium diphteriase,
miZe byt odd&len z kultivadniho media prichodem bakteridl-
ni kultury membrénou Millipore, vysrdZenim proteinu z fil-
trédtu a ¢idténim CRM197 iontovym&nnou chromatografif, jak
je popsdno dg¥e. Alternativn&, v podstatd &isty CRM197 mi-
Ze byt ziskdn metodou zndmou v oboru.

Ativované oligosacharidy mohou byt kovalentn& navdzi-
ny na nosilivy protein za pritomnosti organického rozpous-
t&dla a popripad® deldfho &inidla /jako je kondenzalni &i-
nidlo/ za ddelem podpory spojeni termindlnich funk&nich
skupin € aktivovengio oligodacheridu k proteinu. Ve spaci-
fickém, vyhodném provedeni podle vyndlezu, aktivovany oli-
gosacharid nesouci termindlni esterovou skupinu miZe byt
kovalentn® navédzdn na volné aminoskupiny, které Jjsou pri-
tomny na proteinovém nosidi nésledovné:



-24-

A&ktivoveny oligosacherid miZe byt rozpustén v dimethyl=-
sulfoxidu a pek priddn do vodného roztoku proteinového no-
si¢e /napriklad, ale bez omezeni, do CRM197 v koncentra-
ci asi 2 mg/ml/ taek, %e moldrni pom&r monoester-aktivo-
vany oligosacharid/celkové aminoskupiny v proteinovém no-
sidi Jje asi 1:2 a kone&nd koncentrace IMSO je &si 50 %
obj./obj. Xonjuga¥ni reakce se provédi pri 4 °C a adkoliv
je reakce tém&¥ kompletni za asi 2 hodiny, je vhodné ne-
chat reakci probfhat pies noc za dlelem zvySeni vyté&Zku
reakce na nejvy331 hodnoty pro kaZdy typ specifického gly-
kokonjugdtu. Tekto ziskany glykokonjugdt se pek &ist{ gelo-
vou chromatogreafii.

Pro syntézu monovalentni vekciny mi%e byt k proteinu
konjugovén oligosacharid ziskany z jednoho serotypu bak-
terie. Pro syntézu multivslentnich vekein, mohou byt gly-
kokonjugdty ziskény pPfipojenim sm&si oligosacharidd, ziska-
nych s bakterif rdznych druhd nebo rozdilnych serotypd, k
proteinovému nosidi. Alternativn&, glykokonjugdty ziskené
reakci jednoho typu oligosacharidd s proteinovym nosidem
v sepeardtnich reskcich za pouziti rdznych oligosacharidd,
mohou byt smiseny. iwultivalentni{ vakcina miZe obsshovat
proteinovy nosid, nesouci homogenni nebo heterologni popu-
laci ptipojenych oligosacharidd.

Ov&reni imunogenicity glykokonjugdtl produkovanych
vy3e uvedenou metodou miZe byt testovédno na vhodném zvife-
cim systému drive, neZ budou poddny lidem. biezi tato zvi-
Yata patti/bez omezeni na n&/ krélici,prasata, moréata, my-
8i, krysy nebo kozy. Ve specifickém provedeni vynélezu mohou
byt krdlfci /pribliZn& 2 kg/ podkoiné nsodkovini glykopro-
teinovymi konjugdty za nebo bez pritomnosti aluminiumfosfi-
tu nebo hydroxidu. F¥ibliZné& 2,5 /98 oligosecharidi vytvo-
?{ ddvku pro 2kg krélika., Titr protildtek pek miZe byt
hodnocen testem ELISA nebo Jjinou metodou v oboru zndmou.

ProtoZe protilétky, vytvérené ke glykokonjugdtim podle vy=-
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nélezu mohou byt neschopné imunvprecipitece antigenu,
nejsou doporudovény pro zjisténi titrd protildtkové
zkousky, zdvislé na imunoprecipitaci.

Vhodnym nosnym mediem pro formulaci vakein jsou sali-
nicky roztok Pufrovany fosforednenem sodnym /pH 7,4/ nebo
0,125M gel fosfdtu hlinitého suspendovany v salinickém
roztoku pufrovaném fosforednanem sodnym na pH 6 a jind
b&Znd media.

Obecn&, vakeiny, obsahujici od asi 5 ao asi 100 /98
vyhodné asi 10 aZz 50 /U8 oligosacharidu, jsou vhodné pro
zvyd-ni d&inné hladiny protilédtek proti kspsuldrnim po-
lymerdm u mladych teplokrevnych saved. “ochopiteln&, pres-
né ddvka bude ur&ena rutinnfmi -xperimenty dévka/odpovéd.
Koncentrace glykoproteinovych konjugétd pro pripravu '
vakein pro d8ti je zshrnuta v rozmezi 25 aZ 200 /U8 0li-
gosacheridu. V&t31 dédvky mohou byt poddvény na zdkled® t&-
lesné hmotnosti. U n&kolika men3ich ddvek poddvanych postup-
n& se olekdvajl vyssi udinky neZ u stejného mnoZstvi kon-
jugdtu podaného v jedné injekci.

Vakciny podle vynélezu mohou byt podévény teplokrev-
nym savedm jakéhokoliv vé&ku a Jjsou zejméne prizpisobeny k
indukei aktivni imunizace proti systémovym infekcim u mle-
dych savecl, vyvolany patogeny ffaemophilus influenzae typ b,
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Neisseris me-
ningitidis a Pseudomonas eeruginosa.

Podle vynédlezu mohou byt vekeiny podévény subkutdnng,
intrevenozn¥®, intramuskuldrn&, intraperitonedlné&, ordlné,
nebo intranasdlnd. Vakeiny mohou obsshovat glykokonjugédt v
rozpudt&né nebo mikropartikuldrni{ form& nebo inkorporovany
do mikrokuli%en nebé mikrovesikul, v&etn¥ liposomd.
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Ve vyhodnych provedich podle vyndlezu Jjsou glykokon-
Jjugdtové vakeliny nami¥end proti opouzdfenym patogennim bak-
teriim pouZity nro ochranu citlivych jedinct pied rozvi-
nutim infekef, zplsobenych t&mito agens. “ezi citlivé je-
dince jsou zarazeny d&ti s nezralym imunitnim systémen,
asplenidti jedinci JekoZ i dal3f jedinci s oslabenym imunit-
nim systémem nebo chronickou chorobou, zejména syadromen
ziskané imunodeficience / AIDS/, hematopoetickou maligni-
tou, diabetenm, chronickymi srdeénimi chorobami, chronic-
kymi plicmimi chorobsmi a srpkovitou anemif. Glykokonju~
g4ty podle vyndlezu, podle sily Jejich konjugace: na protei-

novy nosié&, zvy3uji imunogenicitu oligosacharidd, které
nesou.

Tak mohou byt glykokonjugdty podle vynélezu pouZity
v olkovdnf k zi{skdn{ ochrany proti infekei kteroukoliv zZ
bakterif, kterd vlastn{ polysacharidové pouzdro, zsahrnujict
Streptococcus pneumoniae, Hesemophilus influenzee, Esche-
richia coli, Neisseria meningitidis, “almonella typhi,
Streptococcus mutens, Crgptococcus neoformans, Xlebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aerugenosa.
Xmeny S.pneumonise zvlgits virulentnf u d&tf, specifické
pro tento vyndlez zshrnuji typy 1,2,3,4,5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 104, 114, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 194, 19F, 20, 22F,
23 a 33F.

Vakciny podle vynélezu mohou byt pouZity k indukei
monospecifické a homogenni imunitnt odpovédi. Monospecific-
kéd imunitn{ odpovéé Je spojena s mnoZstvim vyhod, zsahraujfct
v to poskytnutd prétilétek s
i/ homogennt specifitou, ve které vlastns v8echny protildst-
ky Jsou namifeny proti specifickému epitopu a jsou charak-
terizovdny stejnou afinitou konstantnf hodnoty,
ii/vysokou afinitou konstentnf hodnoty s vy33f antibakte-
ridlnf aktivitou,
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iii/ zvySenou cilovou specifitou a absenci k*{Zové resk=-
tivity s hostitele se tykajicimi entigeny & iv/ sniZenou
sktivec! komplementu zpisobenou sniZenim srdZeci sktivi-
ty monospecifickych protilédtek, takéo vedouci k bezpe&né
vakcin&.

Déle miZe byt pPedloZeny vyndlez pouzit k produkeil
vakein, které rozpozndvaji peptidy nebo lipooligosacha-
ridy nebo jiné povrchové oligosacharidové hapteny navé-
zané, metodami podle vyndlezu, na proteinovy nosié. lg-
kové vakeiny mohou byt napiikled pouZity k indukci imu-
nity k néddorovym bunkdm, nebo v produkei protinddorovych
protildtek konjugovenych na chemotersapeutické nebo bio-
gktivni &inidlo. Mti-nddorovéd sktivita miZe byt vyvolé-
na navdzdnim nddor-specifického antigenu, nebo jeho epi-
topu, na proteinovy nosi& pouZitim metod podle vyndlezu.

P¥iklad provedeni vyndlezu
Vyvoj multivalentni vekciny pneumokokdlnich oligosachari-
dovych konjugdtd

1. P¥{prava polysacharidu

Kapsulérni polysacharid S.pneumonise typ 64, kapsulér-
ni polysecharid S.pneumoniae typ 14, kapsuldrni polysache-
rid S.pneumonise typ 19F a kepsuldrni polysacharid S.

pneumoniae typ 23F byly ziskdny z Zmerizan Type Culture
Collection.

2. Hydrolyza polysacharidu
21. Hydrolyza polysacharidu S.pneumonise typ 64

Dva miligramy kapsulédrniho polysecharidu typu 64
S.pneumonige byly rozpu3tény v 1 ml vodného roztoku, obse-
hujiciho 10 mi kyseliny octové o pH = 3,4, pak hydrolyzo-
védny v zatavenych empulfch ponofenych do olejové ldzn& pri
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teploté 100 °¢ po dobu 30 hodin. Vysledné oligosachearidy
byly pak odd&leny z reskinl sm&si chromatografif pPes
Sephedex G15 /Pharmacia, Uppsala/ kondicioveny 15 ml roz-
tokem “eCl p#i pH 7,0 a 4 °c.

Chromatografické eluenty pak byly enalyzoviny postu-
pem podle <abata /1964 v "Experimental Inmunochemistry”,
vyd.E. A.Rabat a ligyer, str. 538-541/, Chen a spol. /1956,
Anel.Chem. 28:1756-1758/ a Porré a spol. /19817 4nel.Biochen.
118:301-306/ pro zjidt&ni pFftomnosti methyl-pentéz, fos-
foru a redukujicich skupin, nap¥. aldehydovych skupin. Zna-
zou byl zji3t&n pom&r methylpentoza/sldehyd 3,96, methyl-
pentoza/fosfor 0,96 a fosfor aldehyd 4,12.

Gelovd chromatografie na Sephadexu G-50 Superfine
/Pharmecia/ za pouZiti pufru potvrdila distribuéni konsten-
tu /kd/ 0,538 /hexozou/, odpovidajfc{ molekulové hmotnosti
priblizn& 2,500,

NMR, plynovd chromatografie a stechiometricks analyzp
indikujf, Ze oligosacharidy obszhuji asi 3 aZ 4 zdk§ladni
opakujici{ se jednotky, mezi kterymi byla nalezena galakto-
za, kterd je imunodominsntnfm cukrem.

2¢2. Hydrolyza polysacharidu S.pneumonisze typ 14

Dva miligremy kapsulérniho polysacharidu typu 14 S.
pneumoniae byly rozpusStény v 1 ml vodného roztoku, obsa-
hujfciho 0,5 M trifluoroctové kyseliny, psk byly hydroly-
zovdny v zatavenych ampulfch pono¥enych do olejové 1l4zn&
pfi teplot& 70 °c po sedm hodin. Vysledné oligosecharidy
pek byly odd&leny z reskdnil sm&si chromatografif na Sepha-
dexu G15 /Pharmacia, Uppsala/, kondiciovaném 15 mM rozto-
kem NeCl pri pH 7,0 p¥i 4 °c.

Chromatografické eluenty pak byly analyzovdny na ob-
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ssh hexosmminu & aldehydu e bylo zjisténo, Ze pom&r he-
xosmeminu k aldehydu je 3,17. Plynovd chromatografie a
stechiometrickd analyza indikuji molekulovou velikost od-
povidajici t¥em 2% EtyFem zékladnim opakujicim se jed-
notkém. Odstranni v&tvenl galektozy podle plynové chro-
matogrefie bylo pod 10 %. Gelové chromatografie na
Sephadexu G-50 Superfine /Pharmacia/ za pouZit{i 15 mM NaCl
pri pH 7,0 zjistila pro oligosacharidy, distribuéni kon-
stentu /kd/ 0,30 definovenou jako celkovd4 hexoza.

2+3. Hydrolyza polysacharidu S.pneumonise typ 19F

Dva miligramy kapsuldrniho polysacharidu typu 19F
S.pneumonize byly rozpuStény v 1 ml vodného roztoku, obse-
hujfciho kyselinu octovou /10 mM/, pH = 3,4, pek byly hyd-
rolyzovdny v zatavenych ampulich ponorenych do olejové
14zn& p»i teplotd 50 °C po dobu tricetdev&t hodin. Vys-
ledné oligosacharidy pak byly odd&leny z reakéni smési
chromatografif na Sephadexu G-15 /Pharmacia, Uppsala/,
kondicioveném 15 mii roztokem NeCl pri pH 7,0 pri 4 °c.

Chromatografické eluenty pak byly anzalyzovany postu-
py podle Kabata /1964, v "Experimental Immunochemistry",
vyd E. A.Rabat a sayer, str. 538-541/, Chen a spol. /1956,
fal.Chem. 23:1756-1758/ a Porroa spol. /1981/, 4nal.
Biochem. 118:301=-306/ pro zjist&ni pf{tomnosti methyl-pen-
toz, fosforu a redukujicich skupin, nspr. aldehydovych
skupin. #nalyza zjistile pom&r methyl-pentoza/redukovand
methylpentoza 3,5 a pom&r methyl-pentoza/fosfor 3,2.

Gelové chromatografie na Sephadexu G-50 Superfine
/Phermacia/ zjistila oligosacharidovou Xd=0,46 /celko-
v4 hexoza/ a kombinovand analyza plynovéd chromstografie a
stechiometrie potvrzuji velikost odpovidajici tfem az
¢tyrem opskujicim se jednotkém.
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2.4. Hydrolyza polysacharidu S.pneumoaiae typ 23F

Dva miligramy kepsuldrniho polysacharidu S.pneumo-
niae typ 23F bylo rozpudténo v 1 ml vodného roztoku 0,25M
kyseliny trifluoroctové,psek hydrolyzovéno v zatavenych
ampulich ponofenych v olejové ldzni pri teplotd 70 °C DO
dobu tri hodin. Vzniklé oligosacharidy byly pak z reskdni
sm&€si odd&leny chromatografii pres Sephadex G15 /Pharma-
cie, Uppsala/ kondiciovany 15 mil roztokem NeCl p¥i pH =
7,0 pri 4 °c.

Chromatografické eluenty pak byly enalyzovény postupy
podle Kabata /1964, v "Experimental Immunochemistry,", vyd.
E. A.Rebat a ieyer, str. 538-541/, Chena a spol./1956, #nal.
Chem. 28:1756-1758/ a Porroa a spol. /1981, ineal.Biochem.
118_301-306/, pro zjist&ni pritomnosti methylpentoz, fos-
foru a redukénich skupin, nep?. aldehydovych skupin. Zna-
1yza zjistila pom&r hexoza/aldehyd 4,5 - 4,5, pomdr hexoza/
methylpentoza 2,3 a pom&r fosfor/ aldehyd 2,9.

Plynovéchromatografickd a stechiometrickd enalyza
potvrzujf pritomnost mezi 3,5 & 4,5 zdkladnimi opakujfcimi
se Jjednotkami.Odstren&ni rozv&tveni rhemnozy bylo podle
plynové chromatografie men31 ne? devdt procet.

Gelovd chromatografie ne “ephadexu G-50 Superfine
/Pharmacia/ stenovila distribudni konstentu /Xd/ 0,38 /je-
ko hexoza/,

‘munochemickd charekteristika oligosacharidovych haptend
S.pneumoni se

Schoonost oligosacharidd tyou 6 4, 14, 19F a 22F S.pneu-
moniae resgovat s protildtkami nemiFfenymi proti intsektnim
kapsuldrnim polysacheriddm byla testovéna, jak je popsdno
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Porroem & spol. /1985, iol.Immunol.22:907-919/, pouZitim
techniky, kterd m&F{ schopnost haptenu /tj. oligosachari-
du/ inhibovat homologni entigeny /kapsulérni polysachari-
dy/ v protilétkovi imunoprecipita¥ni reskci /nizké mole-
kulové hmotnost haptend neddvd imunoprecipitadni reakci
pFi testovéni na homologni protildtky/.

Metoda nazyvené "diferencidlnf elektroforéza" byla
provedena nésledovn&: detidkovy nosi¢ z plastické hmoty pro
imunoelektroforézu obsshuje t¥i 1% /hmotn./obj,/ agarozové
kompartmenty /Agaroza M-LKB, Bromma, Svédsko/. Prvni kom-
pertmen obsshuje 0,05 % /obj./obj./ referenéniho antiséra
ke kapsuldrnimu polysecharidu. Druhy kompartment obsshu-
je 0,05 % /obj./obj./ referendnfho antiséra ke kapsuldrni-
mu polysacheridu, ktery byl pfed tim inkubovén se znémym
mnotstvim referenéniho kapsuldrniho polysacheridu pfi 37 °c
po 15 minut. T¥etf kompartmenfobsshuje 0,05 % /obj./obj./
referendnfho entisera ke kapsuldrnimu polysacharidu, ktery
byl d¥fve inkubovdn se znédmym mnoZstvim oligosacharidové-
ho heptenu.Pak byla provedena elektroforetickd separace
kapsuldrniho polysacharidu ve ¥tyfech pokusech dvojnésobn&
ted&nych roztokd pfi 70 V/em ve 20 mil tris-barbiturdtovém
pufru, pH=8,8 po dobu 90 minut. fo elektroforéze byly
destidky vybarveny st¥ibrem, sudeny a vyhodnoceny. Inhi-
bice oligosachsridovymi molekulami byla zjiStdna pri vyS-
$im "raketovém" imunosrd¥eni, které se objevilo v kompart-
mentu, obsshujicim referenéni antiséeum pre-inkubované s
haptenem. winimékn{ inhibi&nf koncentrace heaptenu byla vy-
poétena Jjako

h
= —4
.uIICHa = CHa "
Ha
kde CHa = koncentrace haptenu zkousSen&é v gelu
h, = Usek na prfimce stanoveny jako vy3ka ziskenych

"raketovych" imunoprecipitétd, JjestliZe byl
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vV gelu referendni antigen a

hHa = Usek na primce determinovany vysSkou
"raketovych" imunOprecipitétﬁ, ziskanyeh,
JestliZe byl zkouSeny hapten v gelu.

Podob MIC, =C, .h
ododng, yrc 4 g

Specifita = ——0 48

MIC,

Byly testovédny oligosacharidove hapteny rdzné veli-
kosti.

Schopnost oligosacharidg blokovat imunoprecipiteci
kapsuldrnfch polysacharidg specifickymi protildtkemi by-
la také testovdna neelektroforetickou metodou radidlnt
imunodifuze. fodle této metody inhibice oligosacharido~
vou molekulou Wyla zfejmd z v&t3tho poloméru imunopreci-
pitdtu vytvoreného difuzi antigenu /kapsulérniho polysacha~-
ridu/ 1 % hmotn./obj. 8garozou, obsahujici specifickou
protildtku piedenm inkubovanou s danym mnoZstvim inhibitoru
/oligisacharidu/. Jakmile je experimentdln& nalezena minji-
mélni sludovact koncentrace /Minimal Combining Concentra-
tion - MCC/, vypodte se specifita podle uvedendho vzorce:

MCCAg/Ps/

Specifita =

MCCHa/oligo/
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Tabulka III
Imunochemickd cherskterizece oligosacheridovych hapteni

S.pneumoniae
Oligosacharid  __ . /MIC, s/MI(:Hp/ /MCCyp, S/Mcc:Hp/
typ BP MH DIEP IRID
64 2 1,5% 1073
3,5  2,5K 1073 10-3
10 7,0K 1071
14 5 3,5K n.t. 107}
15 10, 4K n.t. 1071
19F 3,5 2,2K 10™3 10”4
-3 -2
23F CH,COOH/hyd/ 3 2,3K 10 10
| 6 4,5K 10~" 10”1
TFA/hyd/ 4,5  3,4K 10-4 5%10™3
| 9,5 T,2K 10~ 1071

n.t. = netestovatelné

DIEP = diferencidlni imunoelektroforéza
IRID = inhibice radidlnil imunodifuze
MIC minimélni inhibiéni koncentrace
MCC minimdlni spojovaci koncentrece

Aktivace koncové redukujici jednotky oligosacharidd S.
pneumoni ae.

Oligosacharidové hepteny, ziskanéd vySe, byly rozpudté-
ny ve vod¥& na kone&nou koncentraci asi 5 mg/ml. Ke kaZdé-
mu roztoku byl na kaZdy mililitr objemu roztoku pridén 0,1
ml 0,2 M dihydrogenfosfore¥nanu draselného a pH bylo zvy-
Seno na 9,2 a¥ 9,4 potfebnym mno¥stvim diaminomethanu /obec-
n& je vyZadovdn objem 2 /ul di=sminomethanu na kazdy mili-
litr roztoku/. Sm&s byla udrZovédna na 100 °C 15 minut, po
této dob& bylo priddno mnoZstvi esi 4 /ul pyridinboranu na
kazdy mililitr objemu roztoku. pH bylo upraveno na $,2 1IN
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hydroxidem sodnym. Sm&s pak byla prehesena v zatavené
empuli do olejové ldzn& udrzované na 50 °¢c pro prisStich

48 hodin. Yotom byl aminoaktivovany oligosacharidovy roztok
neutralizovén 1IN HCl a &i&t&n na Sephadexu G-15 Superfi-
ne /15 mM NeCl, pH 7,01/. ©dd&lené chromatogreafické frakce
byly soojeny a lyofilizovény. Fak byl lyofilizovany zby-
tek rozpustén v DMSO ne koncentraci 10 mg/ml a pfidén k
moldrnimu mno%stvi SIDEA /nebo SIDES/, odoovidajicimu

5:1 mol/mol pom&ru s ohledem ne mnoZstvi aminoskupin pri-
tomnych v lyofilizované sloudenin&. Reakce probihala pri
teplot& mistnosti po 4 hodiny a pak byla priddna k roztoku
4 objemu 1,4-dioxanu /konelnd koncentrace 80 % v 1,4-di-
oxanu/ za ddelem vysrdieni esteru aktivoveného oligosacha-
ridu. Sra¥enina odd&lend odstted&nim byla promyta tFikrét
1,4-dioxenem a udrZovdna pfi ~20 °C nebo ni%3{ ne% byla
pou¥ité teplota v konjugadnim proceysu. VytéZek aktivaini-
ho procesu pro kaZdy ze &ty?r oligosacharidl je uveden

v tabulce IV.

Ltabulka IV
Mktivace oligosachseridu S.pneumoniae: vytéZek procesu
/% hmotn./hmotn./

Serotyop oligo—NH/CHz/ZNH2 oligo-NH/CH2/2NH-mono- obecné&
ester

6A 75 93 70

14 73 90 06

19F 100 100 | 100

23F 50 90 45

Xg/+s.0d./ 74,5/+20/ 93,3/+4,7/ 70/+23/




-35=-

Konjugace sktivovaného oligosachsaridu k CRM197proteinu
Pripreva CRM197 proteinu

CRM197, produkovany Corynebacterium diphtheriae C7
/th’197/, byl odd&len z kultivadniho media molekuldrni
filtraci za pouZit{f membrdny Millipore XM-50 /NMWL 5x10=4/.
Protein byl pak vysrédZen pFidédnim nasyceného roztoku si-
ranu smonného k filtrdtu /aZz 65% hmotn./obj./. VysréZeny
protein byl odd&len odstred&nim a znovu rozpudtén v 0,01M
fosfdtovém pufru /pH=7,2/.

PDal3f $istsndt CRM, g, bylo provedeno iontovym&nnou
chromatografif za pouZit{ 2,5 x 100 em DEAE -Sepharose
6B/CL sloupce /Pharmacia, Uppsala/ kondicioveného v 0,01M
fosfdtovém pufru p*i pH 7,2, za pouZitf 0,094 NeCl v 0,01M
fosfdtovém pufru jako eludnim &inidle.

SDS elektroforéza na polyekrylamidovém gelu za reduk-
nich podminek /Pappenheimer a spol., 1972, Immunochem, 9:
891-906/ indikuje, Ze 80 % ziskaného CRM197 bylo ve své na-
tivnl molekulérnf form&. Cistota proteinu byla pribliZnd&
400 flukulaintho limitu /Lf/ na miligrem.

Konjugace aktivovanych oligosacharidd
Konjuge¥ni proces spodivéd ve spojovéni; monosukcin-
imidylesterem aktivovanych oligosacharidovych heptend k

epsilon-aminoskupin& lysinovych zbytkd nosilového proteinu
CRM, g7

Dimethylsulfoxid, obsshujfci monosukcinimidylesterem
/adipové kyseliny/ sktivovené oligosacharidy S.pneumoniae
typ 64, 14, 19F a 23F kapsuldrnich polysacharidd byl pak
pridén k 0,1M hydrogenuhliditanovému roztoku pH=8,0, obsa-
hujfcimu 2 mg/ml CRM197 pro p.ipravu, ktery byl 50% ve vodé&
@ ve kterém je moldrni pom&r esterem aktivovaného oligosa=
charidu k nosidovému proteinu 1:2.



Takto ziskand smés byla udrZovédna za mirného michd-
nf p#i 4 °C po 15 hodin. Oligosacgaridy kefdého ze Styf
serotypd byly konjugovény na protein v odd&lenych resak-
cich. Shrnuti fyzikdln&-chemickych charakteristik ziska-
nych oligosacherid& je uvedeno v tabulce V.

Tabulka V
Charakteristika glykokonjugdty

Serotyp DP oligo MHoligo MBkonjugétu SD
/SDS~P AGE/ /mol oligo/
mol protein

%/hmotn./hmotn./ konj.

ﬁggot.
64 3 2,18 77,6K 7 100
14 5  3,5K 85,1K 6 100
19F 3 1,9K 69, 2K 4 100
23F 6 4,5 85,0k 5 100

Porovndni &innosti konjugace pouZivajici jako linkeru
sukcinimidyldiesteru adipové kyseliny a sukcinimidyl-
diesteru jantarové kyseliny

Activované oligésacheridy vzniklé reakcf se sukecin-
imidyldiesterem jantarové kyseliny /SIDES/ m&ly strukturu
0

Q
oligosacharid-NH/CH2/2NH-C/CH2/25-O-% ,
7

o)

zatimeo oligosacharidy vzniklé reakei se sukcinimidyl-
diesterem adipové kyseliny /SIDE/ m&ly strukturu
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oligosacharid-NH/CH2/2NH-C/CH2/4C-O-N

\ |

0

a ziskévejl se tak vazby rizné velikosti mezi oligosa-
charidem a konjugovanym proteinem /viz obr.2/. Byla hodno-
cena dcinnost kofjugace pouzivajici SIDES & SIDEA aktivo-
vané oligosacheridy. Jak je uvedeno na obr.34, B a C, jedi-
n& kdyZ vazba byla odvozena od SIDEA zd4l se byt vrotein

Vv pln& glykosylované form& /nebyly detegovény Z4dné nebo
mélo volnych vazeb CRM197/.

Imunogenicita glykokonjugdtd S.pneumoniaze

Bylo pripreveno ndkolik prfipravkd ze &ty# glykokon-
Jugdtd entigend a testovéno ne krélicich / podle seznemu
uvedeného v tabulce VI/:typowd specifické glykokonjugd-
ty v monovalentnim p*fpravku /2,5 nebo 5,0 P oligosecha-
ridu na ddvku/ nebo multivalentnim pfipravku /2,5 ,ug kai-
dého oligosacharidu na ddvku/ s a bez hydroxidu hlinitého
Jako minerdlniho adjuvans / pouze v multivaelentnim p¥{-
pravku v ddvce 1| mg byl poddvan/. Xompletni absorpce &ty#
glykokonjugdtd k hydroxidu hlinitému se vyskytla za zvole-
nych podmfnek, pon&vads zpracovéni supernatantu multiva-
lentniho pripravku bud elektroforézou SDS na polyeakryle-
amidovém gelu nebo reketovym imunoelektroforézou nezjisti-
lo Z4dné detegovatelné mnoZstvi volného proteinu. Primé&rnéd
ddvka kaZdého glykokonjugdtu, obsahuje priblizns 2,5 /u8
oligosacharidu & 13 /ug nosiového proteinu CRM197 /srov-
natelné s prim&rnou ddvkou lidské vakcinace difterickym
toxoidem/. lmunizadnf soubor zehrnuje primdrni ddvku a dve&
boosterové dévky po 4 tydnech. Odb&ry krve byly provedeny
v tydnu 0, 4, 6 a 10.
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Tabulka VI
Imunizadni soubor pro krdliky s my%i a ddvky vekecin
Iminuzace v tydnu 0, 4, 8
odb&r krve v tydnu 0,4, 6, 10
A, Rozpustny monovalentni /jeden typ/ pripravek
1 dévka /0,5 ml/: 2,5 /g oligosacherid s
13 jug /5 Lg/ CRM197

1 ddvka /0,5 ml/: 5,0 ,ug oligosacherid a
26 /U8 /10 Lf/ CRM197
B. Rozpustny polyvalentni /sm&s 4 typd/ pFf{pravek
1 dévka /0,5 ml/? 2,5 /98 typov& specificky oligo
/Tot = 10 /ug oligos/ a celkem 52 /98
/20 Lf/ CRM, g,
cC. Al/OH/3-ads polyvelentni /sm¥s 4 typd/ piipravek
1 dévka /0,5 ml/: 2,5 /U8 typové specificky oligoe
' /Tot = 10 ,ug oligo/ a celkem 52 /U8
/20 Le/ CRM; g, 8 1 mg AI/OH/3



Tabulka VII predstavuje RIA /FARR metoda/ hodnocend
mnozstvi typov¥ specifickych protildtek JekoZ i podet od-
pov&di na polet imunizovenych zvirat. Pom&r /R/ indikuje
nésobek zvySeni dosaZeny po ke?dé imuniza¥ni ddvece.

Tabulka VIII predstevuje ELISA titry vyjddfené jeko
IgG isotyp 4b JakoZ i po¥et odezev ne po¢et imunizovenych
zvifat. Pom&ry ~R, -R2 -R3 znamenajl nédsobek zvyseni titrd
po kezdé imunizadni ddvce, zatimco poméry R1, -R2, -R3
indikujf ndsobek zvysSen{ v titrech pro dsnou imunizadnil
dévku vzhledem k pre-titru. Tabulka IX uvsd{ kvalitativni
vysledky jako fuknci indukovanych IgG protildtek v poznd-
vénl polysacheridové kapsule %ijfefch streptokokd /Quellung
reakce nebo Nuefeldiv test/.

Tabulka X ukazuje neutralizadni titry difterického
toxinu indukované u krdlfkd proteinovym CRM197 nosicem,
podle zkousky Vero bunkemi. I kdy# jako kontrola bylo po-
uZito referendnf FDA antisérum, mohou byt také titry vyjdd-
feny v /u/hl.
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Tabulka VII
RI A-hodnocené ﬁ»dd%m krdalikd MBGSHNo<ms%o5mw oligosacharidy
64, 14, 19F, 23F kovalentn& vdzanych na nosilovy protein owzdoq

#¥X S.Pneumonise typ

Rozpustngd forma forma s prid. bH\om\w
tyden O 4 6 11 tyden O 4 6 11
typ 6A n.d. n.d. 150/2/6/ 495/6/6/ n.d. 538/5/5/ 3,190/5/5 4,064/5/5/
R=0 R=1,3
typ 14 n.d. n.d. 230/1/6/ 195/2/6/ n.d. 77/3/6/ 203/4/5/ 216/5/5
R=2,6 R=1,1
typ 19F n.d. n.d. n.d. 75/6/6/ n.d. 72/6/6/ 108/5/5/ 188/5/5/
R=1,5 R=1,7
typ 23F n.d. n.d. 400/1/6/ 140/1/5/ n.d. 283/3/6/ n.d. 246/5/5

¥Data vyjddrena jako geometricky prim&r titrd v smzba\sw. Respondenti vs. celkovy poéet
zvifat Jsou v zdvorkéch.

¥*iultivalentni piipravky &ty? glykokonjugdtd v rozpustné a bw\om\ulmmmOdco<mam form¥
/1 mg/dévka forma/. KaZdy glykokonjugét obsshuje prim&rn& 2,5 /U8 oligosacharidu a vdml
m&rné 13 /U8 proteinu owg_mq. Inunizace v tydnu 0, 4 a 9. Vykrvédcenf v tydnu 0, 4, 6 a 11,

#¥¥Xtyp 6A a 19F oligosacharidd mé pramdr DP=3
typ 14 a 23F oligosacharidd mé prim&r DP=5

REXXGlykokonjugét typ 6A mé primérny mwﬁ@mm substituce /3D/ oligosacheridd na jednotku
nosi&ového proteinu /mol/mol/ rovny 7.
SD pro typ 14 glykokonjugdtu je 6, pro typ 19F 4 a pro typ 23F 5.




Tabulke VIII

ELISA vysledky IgG isotypu 4b titrs™ indukovanych multi-

valentni vakcinou, obsehujici glykokonjugdty S.pneuminiae
DP=3+6 kepsuldrnich oligosacharidd typ 64, 14, 19F, 23F,

adsorbované na minerdlni p¥isadu Al/OH/3

Pre-titr poldtek 1.booster 2.booster
/tyden 0/ /tyden 4/ /tyden 6/ /tyden 11/

typ 6A «£50/0/5/ 4,800/5/5/ 51,200/5/5/ 130,000/5/5/
Ry > 96,0 Ry=10,7 /%< 0,01/ Ry=2,5 /X< 0,01/

L4

Ry

>1,027 R_.; > 2,600
typ 14 < 50/0/5/ 360/5/5/  4,480/5/5/ 19,0Q/5/5/
R, >T7,2 Rg=12,4/°(<’0,01/ R;=4,4 /A< 0,01/
R,> 89,3 Ry>396,0

typ 19F <50/0/5/ 2,380/5/5/ 18,560/5/5/ 35,200/5/5/

R, > 41,6 R,=9,0 A< 0,01/ R3=1,9/d<o,o1/
Ry > 371,2 R3D704,0
typ 23F < 50/0/5/ 880/5/5/ 1,280/5/5/ 11,880%%
Ry >17,6 Ry=1,5 A< 0,01/ Ry=9,3 /X< 0,01/
R) > 25,6 RI> 237,6

xTitry vyjéddfeny jeko geometricky primér reciproéni hodnoty
nejvy33itho ¥edé&ni séra vykezujici ABS hodnotu dvojnédsob-
nou vzhledem k reské. fmu zdkladu. V zdvorkdch je uvadén
polet zviret /responagnti k celkov& injektovenym/.

*%Hodnota predstavuje titr neobvykle vysokych respondujicich
xrdlikd. Vytazenim dvou z p&ti imunizovenych krdlikd, nej-
lep8iho a nejhor¥iho resvondenta, Jjsou ziskdny vysledky
zbylych tf{ kralikd pro serotyp 23F:
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Pokradovdni k tabulce VIII:

tyden O tyden 4 tyden 6 tyden 11
< 50/0/5/ 667/3/3/ 1,333/3/3/ 2,667/3/3/
R,>13,3 R=2,0 /&< 0,01/ Ry= 2,0 A< 0,01/
R2'>26,7 R3'>53,3
Tabulka IX

Imunologickd funkdnost kralidiho séra b k DP=3-6 oligo-
konjugovanym k CRM197

Kvalitativni ahalyza

/potladent reakce® pro kapsulérnt zjist&ni/

typ 6A S.pneumoniaze: pozitivni reakce

typ 14 S.pneumoniae: pozitivni resakce

typ 19F S.pneumoniae: pozitivnf reskce

typ 23F S.pneumonise: pozitivni reakce

*Provedeno podle metody Austriena /1976/, Mt.Sinai J.wed.
43:699-~709.




Tabulka X

intidifterické titry™ ve zkoudce vero bunkami, indukované
u krélikd imungzovenych multivalentnimi glykokonjugdty
syntetizovanymi s oligosacharidy S.pneumonise kovalentné

pripojenymi k nosidovému proteinu CRM107

Pre-titr poddtek 1.booster 2.booster
/tyden 0/ /tyden 4/ /tyden 6/ /tyden 11/

rozpustnd
forma <10 < 10 25 /0,019 1,920/1,4
/u/ml/ /u/ml/
R=2,5 R=77,0
AL/0H/ y-ads 210 20 1,280 3,840
/0,015 /u/ml/ /2,9 su/ml/

R=64,0 R=3,0
FDA ref.=ntisérum obssahuje 6 /u/ml a poskytuje 50% ochra-
nu p¥i Fedéni 1/8000.

® Titry vyjédieny jeko reciprokd hodnota fed¥ni,ke které-
mu pool antdséra vekazuje 50% ochranu k buﬁkém,jak Jje
hodnoceno 3H-leucinemou inkorporaci po vystaveni bun&k
difterickému toximu.

Cisla v zdvorkdch znamenaji titry v /u/ml stanovené
za pou?it{ FDA referendniho antiséra jesko kontroly.
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Oligosacharidy délky retlzce DP = 10 - 20 jsou sub-
optimdélné& imunogenni.

Byly syntetizovény dve skupiny vakcin glykokonjugd-
td v souladu se schematem syntézy, popsanym supra, ale za
pouziti sacharidd typu 64, 14, 19F a 23F S.pneumoniae se
dvéma rdznymi "rozsshy hodnot" délky Petézce a to DP = 3-
5 a DP= 10 - 20. Otdzkou pak je, zda oligosacharid s délkou
Pet&zce DP= 20 nebo vice, bude také optim#lné& imunogenni /pii
konjugaci na selektovany CRM197 proteinovy nosi&/ ve vzta-
hu k poddtku a zvySeni schopnosti ve srovnin{ s mnohem krat-
Simi Yet&zci, jako jsou DP = 3 oligosacharidy.

Krdlicf byli imunizovéni podle protokolu popsa-ného
v tabulce VI. Jak vyplyvd ze srovndni vysledkd uvedenych
v tabulkdch XII a XIII, které se tykajl vysledkd ELISA IgG iso-
typovych antigennich titrd, indukovanych rozpustnymi oli-
gosacharidy S.pneumoniae s DP= 10-14 a DP= 3-6, jakoz i
témi, které jsou uvedeny v tabulkdch XIV = XV, které se
tykajil vysledkd ELISA IgG titrd isotypovych protildtek in-
dukovenych oligosacharidy S.pneumonise s DP = 10 - 14 a
DP= 3-6, adsorbovanych na AQ/OH/3, DP=10-14 nebylo spojeno
se zvySenim imunogenicity. fektem je, Ze vyvoldni a zvyde-
ni aktivity IgG BP=3-5 oligosacharidovymi konjugdty bylo
mnohem v&t3{, neZ sktivita pozorovans pri pouziti oligo-
sacharidovych koajugdtd DP= 10-14. Ne ndhodou byly v3echny
¢tyri zkoumané karbohydrétové struktury spojeny se stejny-
mi vysledky. Ddle, neutralizace difterického toxinu glyko-
konjugdty s DP= 10-14 byla shleddna mén& efektivni nes ta,
kterd byla dosaZena pouZitdm glykokonjugétd s DB= 3-6
/tabulka XVI/. Tek oligosacharidy délky Fetdzce DB=10-20
Jsou funkéni v konjugdtech podle predklédeného vyndlezu, adko-
liv oligosacharidy DP= 3-6 vyvoldvaj{ vy881 titry protild-
tek,




Tabulka XI
Imunizadni soubor pro krdliky

Modely glykokonjugdtd byly injektovény v dévce 2,5 /ug
kerbohydrétu. Pondved? testované modely se 1i3f pouze V
délce Fetdzce kovalentn& spogenych oligosecharidd, bylo
odpovidajici mnoZstvi proteinového nosile:

ddvka kar- ddvka pro-
bohydrédtu teinového noside hmotn.po-
/yug/ //ug/ m&r /hmotn./
hmotn./
DP = 3-6 2,5 12,5 0,2
oligo-CRM197
DB = 10-14 2,5 2,5 1,0

Imunizace v tydnech U,4 a 8,
6db&r krve v tydnech 0,4 a 10.



46~

Tebulks XII

ELISA visledky IgG isotypu & titra indukovenyeh mul-
tivalentni vakcinou, obsahujici glykokonjugdty
S.pneumonize DP= 10-14 kapsuldrnich oligosacharidd typ 64,
14, 19F, 23F v rozpustné formd

Pre-titr poldtek 1.booster 2.booster
/tyden 0/  /tyden 4/ /tyden 6/ /tyden 10/
typ 64 <100 <100 <1004 500 /2/5/
typ 14 <100 300 2400/3/5/ 4600/3/5/
typ 19F <100 <100 <100 <100
typ 23F <100 <100 <100 <100

Tabulka XITI

ELISA vysledky IgG isotyp 4 titrd indukovanych multi-
valentni vakeinou, obsshujici glykokonjugdty
S.pneumoniae DP= 3-6 kapsuldrnich oligosacharidd typ 64,
14, 19F, 23F v rozpustné form&

Pre-titr poldtek  1.booster 2.booster
/tyden O/  /tyden 4/ /tyden 6/ /tyden 11/
typ 64 < 50 < 200 967/6/6/ 8500/6/6/
Ry= 8,8/%< 0,01/
typ 14 <50 1800 3266/3/6/ 3650/4/6/
typ 1S9F <50 <50 675/4/6/ 1750/6/6/

typ 23F <50 <50 < 50 < 50



Tabulka XIV

ELISA vysledky IgG isotyp 4 titrd indukovanych multi-
valentni vakcinou, obsshujici glykokonjugdty S.pneumoniae
typ 64, 14, 19F, 23F adsorbovené na minerdlnt

pfisadu Al/OH/3

Pre-titr poddtek 1.booster 2.booster
/tyden 0/ /tyden 4/ /tyden 6/ /tyden 10/

typ 64 <100 240/5/5/ 500/5/5/ 500/5/5/
R.> 2,4 Ry= 3,8/#< 0,01/

1
R3>9,0
typ 14 <100 300/5/5/ 1040/5/5/ 8480/5/5/
R,> 3,0 Ry= 3,5 ML0,01/ R3= 8,2/4< 0,01/

R3> 10,4 Ry >84,9
typ 19F <100 <100 400/1/5/ 800/1/5/
typ 23F <100 <100 <100 200/1/5/
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Tabulka XV

Tabulke IV. ELISA vysledky IgG isotyp 4b titrd® induko-
vanych multivelentnt vakcinou, obsahujici glykokonjugéty
S.pneumonize DB = 3-6 kapsulérnich oligosecharidd typ 6 4,
14, 19F, 23F adsorbované nz minerdlni pFisadu Al/OH/3

Pre-titr poddtek 1.booster 2.booster
/tjden 0/ /tyden 4/ /tyden 6/ /tyden 11/

typ 64 <50/0/5/ 4800/5/5/ 51200/5/5/ 130000/5/5/
B> 96,0  R,=10,74<0,01/ Ry= 2,8/0< 0,01/

Ry> 1,027 R§>2,6oo

typ 14 <50/0/5/ 360/5/5/ 4480/5/5/ 19800/5/5/
R, > 7,2 R,=12,4/4<0,01/ Ry=4,4/4< 0,01/

R3>89,3 R3>396,0
typ 19F 50/0/5/ 2080/5/5/ 18560/5/5/ 35200/5/5/

R, >41,6 R,=9,0/%< 0,01/ Ry=1,9/(< 0,01/
RS 371,2 R3'>704,o

typ 23F 50/0/5/ 880/5/5/ 1280/5/5/ 11880/5/5/
R>17,6 R,=1,5/440,01/ R3=9,3/¢<o,01/

R3>25,6 R3] $237,6

xiitry vyjédfeny jeko geometricky primé&r reciproké hod-
noty nejvy3iiho red&ni séra, vykezujici ABS hodnotu
dvojnésobnou k reakénimu zdkladu. V zédvorkdch je uveden
polet zviFat /responednti k celkem injektovanym/.




Tabulka XVI
In vitro neutralizece® difterického toxinu sérem krd-

1{k& imunizovenych S. pneumoni se oligosacharid-CRM197
glykokonjugdty

Pre-titr polatek 1.booster 2.booster
/tyden 0/  /tyden 4/ /tjden 6/ /tyden 10/

DB= 3-6 oligo-CRM197:

rozpustny < 1/10 < 1/10 1,20 1/1,280
/0,03 @/ml/ /2,05 @/ml/

Al/OH/Bads <1/10 1/10 1/640 1/2,560

/0,016 @/m1/
/1,02 @/ml/ /4,10 @/ml/

DP= 10-14 oligo—CRM197:

rozpus tny <1/10 < 1/10 < 1/10 1/10
/0,016 @/ml/

Al/OH/Bads <1/10 <1/10 1/40 1/80/

/0,06 #/m1/ /0,13 @/ml/

xTitry vyJjédreny jako reciproké hodnoty teddnf, jejich%
pool krdli¢iho antiséra vykszuje 50% ochranu k buﬁkém,
hodnoceno nodle 3H-leucinové inkorporsce po vystaveni bu-
n&k difterického toxinu. Cisla v zsdvorkdch vyjedfuji titry
v /ug/ml jek je stanoveno FDA referenénim antisérem Jjako
kontrolou.

:IPL hodnoce:zo u lidi: 0,01 /ug/ml
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+munni odpovéd ne glykokonjugdty Jje monospecifickd

a homogenni.

Porovndni vgsledkd uvedenych v tsabulce VII & VIII,
které se tykaji protildtkovych titr& urdenych pomoci
radioimunoshalyzy /RIA/ a pomoci testu ELISA odhaluje, Ze
RIA hodnocené titry byly niZs$i neZz ELIS A hodnocené titry.
Toto pozorovdni spoledn& s absenci imunoprecipitétd v aga-
rozovém gelu, uZitém pro radidlni imunodifuzi a "raketo-
vou" elektroforézovou analyzu antiglykokonjugétového anti-
séra, dokdzaly, Ze krdlidi antiséra k S.pneumoniae
oligosacharid-CRM197 konjugdty, obsahuji vysoce specifické
IgG isotypové protildtky, které byly nevhodné ke sréZeni
vliastnich &isté&nych karbohydrdtovych polymerd, pouZitych
ke generovéni oligosacharidl.

Absence srdZeni protildtek v antiséru je indikaci mono-
specifickty, tj. protildtka pozndvd pouze jeden epitop v
antigennim repertodru dané molekuly /Berzofsky-Schechter,
1981,Molecular Immunol. 18:751-763/. SrdZeni =ntigen-pro-
tilétkovych komplexl potiebuje m¥iZkovou formaci ke genero-
véni trojrozm&rné, v&tvené sit& spojenych molekul proti-
latky a antigenu. Pro vyskyt tohoto je poZadovina multi-
valenénost jak protildtky tek antigenu, vice neZ jedna
protilétka musi byt schopna se nevédzat na jednu antigenndi
molekulu souasn¥. Nedostatek pozorovatelné imunoprecipi- .
tace x=k, vyskytujici se mezi krdlidim antisérem k S.
pneumoni ae oligosacharid-CRM197 konjugdtim a homolognim
¢isténym kepsuldrnim polysacharidem vysoké molekuldrni
hmotnosti je vyraznym indikdtorem, %e entiséra obsehovala
protildtky specifické pro karbohydrdtové polymery, jak uka-
zuje ELISA a inhibildn{ ELISA enzlyzy/, ale ?izené pouze na
jeden determint /epitop/ polysacharidu.



Krom& projevovdni imunoprecipitadni aktivity Jje hete-
rogenni pooulace protildtek také obyleJn& spojena s ndsle-
dujicimi vlastnostmi: jednotlivy epitop entigenu uZity
na vyvoldani protildtkové odpovédi nemtZe kompletn& inhibo-
vat vazbu celé popukace protildtek nz kompletny entigen,
ale bude inhibovat pouze ty protilétky, které Jjsou navdzéd-
ny na jeden epitop, nechidvaje ostatni protildtky volné& se
navézat na zbyvejici epitopy pritomné nea kompletnim
antigenu. Populace protilétek miZe byt hodnocens diky hetero-
genit& ELISA-inhibiéni zkoulkou. V této zkousdce Je mére-
na schopnost populace protildtek vézat se n=a kompletni anti-~
gen za pritomnosti inhibitoru vazby entigen/protildtky teak,
Jakx izoluje epitopy antigenu. 4ndzornéno graficky, kdy%
vazba protilédtky nz znaleny kompletnf antigen Je mé&fena za
pFitomnosti zvySené koncentrace neznadendho kompletniho
antigenu a je generovdna sigmoiddlni kiivka, kterd miZe
byt pouZita jako stendesrdni k¥ivka pro vazbu antigen/pro-
tildt ra. JestliZ%e je populace protildtek heterogenni, vaz-
ba mezi protildtkou a kompletnim antigenem m%Ze byt plné&
inhibovédne priddnim jednoho antigenniho epitopu a standardni
kfivka vazby antigen/ protilédtka je pouze ¥4stedn& posu-
nuta /¢dstedn& presshujici nebo &4stedns paralelni/ jeko
Jjiné interakce antigen/protildtka, z¥ejmé ze spojeni s
testovarymi epitopy, prevaZuje. Opadn&, vazba homologni
populece protildtek na antigen miZ%e byt pln& inhibovdna pri-
dénim izolovaného epitopu; standardnf vazebnd kiivka snti-
gen/protildtka pro homologni populaci protildtek bude presszhu-
Jici nebo peralelni ke kiivee generovcnd priddnim izolovaw
ného epitomu, odpovidejicimu populaini specifité&.

Experimentdlng&, testovsénim S.pneumoniae glvkokonjugé-
ty inBmkovaly IgG timto zptisobem, byla pozorovdéna afinita
vzorzu, odoovidejici té, kterd byla piedpokladana pro ho-
mogenni populaci protilétek /obr.4/. Oligosacherid 64
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S.pneumoniae /bud v konjugované nebo v nekonjugované formd/

byl spojen sigmoidédlni k¥ivkou vazebnd inhibice pPibliZng&
paralelni s kfivkou ziskanou pouZitim serotypu 6 A kapsuldrni- v
ho polysacharidu s vysokou molekulovou hmotnosti. Jak

bylo olekdvdno, heterolognd /typ 14/ oligosacharid, v bud

volné /linker-ektivované/ nebo konjugované form&, neinhibo-

val IgG isotypovou populaci specifickou pro typ 64 entigenu.
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1. Zolsob pripravy kovalentnfho konjugdtu oligosachazg- ,j

du a nosifového proteinu, vy zn a & u Jicdi s e

t L m, Ze zzhrauje ndsledujici stupné:

i/ reakeci oligosacharidu, majfciho termindln{ redukujici se
skupinu s diaminoethanem za pritomnosti pyridinbora-
nu, tekZe probihd reduktivni aminace, a

ii/ reakci aminovaného oligosacheridavého produktu z od-
stavce i/ & molekulou, obsahujfc! dvé funkin{ skupiny,
2 nichZ jedna je schopna reakce s termindln{ skupinou
aktivovaného oligosacharidu a druhg je schopna reakce s
uvedenym nosidovym proteinem a

iii/ reakci aktivowaného oligosacharidavého produktu z
odstavce ii/ s uvedenym nosidovym proteinem takfe do-
chézi ke spojeni.

2. Zpisob podle ndroku l,vyznadujificti se

t I m, Ze reduktivaf aminsace se provad{ pri teplotd asi

100 °c,

3. Zpisob podle ndroku lyvyznadujfci se

t { m, Ze reskce s pyridinboranem se provadi za teploty asi
50 °c.

4, Zpisob podle ndroku 1, vy zn a & u J1ci se

t L m, %e molekule, obsshujfci dvé funk&n{ skupiny ze stup-
ng ii/ je diester.

>. Zplisob podle ndroku lyvyznadujici se

t { m, Ze molekula, obsahujfci dvs funkéni skupiny ze stup-
ne ii/ je diester adipové <yseliny nebo diester Jantarové
kyseliny.
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6. Zpdsob podle nédroku 1,2,3,4, nebo 5, vy z n a-
¢ujici se tim, e olizosacharid je odvozen ze
Streptococcus pneumoniae kapsuldrniho polysacharidu.

7. Zplsob podle ndroku 6, vy zn a & u Jic{i s e

t L m, Ze oligosacherid je odvozen od Streptococcus pneu-
moniae, selektivniho serotypu vybramého ze skupiny, zahr-
nujici typy 1,2,3,4,5,6B, 7F, 8, 9N, 9V, 104, 114, 12F,
4., 15B, 17F, 18C, 194, 19F, 20, 22F, 23F a 33F.

8. ZpGsob podle ndroku 1,2,3,4,5,6,7,% nebo 9,
vVyznacujfci se tim Ze oligosacharid je odvo-
zen od kapsuldrniho polysacharidu z bakterif vybranych ze
skupiny, zshrnujfci Heemophilus influenzae, Nesseria menin-
gitidis, Pseudomonas seruginosa, Salmonells typhi, Bscheri-
chia coli, “treptococcus mutans, ‘ryptococcus neoformans,
Klebsiella pneumonise a Staphylococcus sureus.

. Zpisob podle néroku 1,2,3,4,5,6,7 nebo 8, Vy zn a-
Cujifci se tim ze nosidovym proteinem Jje CRM197.
10. - Zpdsob podle ndroku 1,2,3,4,5,6,7,8 nebo S, vy z n a=

Cujici se tim, ze nosidovy protein je vybrdn ze
skupiny, zahrnujici Salmonelle flagelin, Haemophilus pillin,
Haemophilus 15 kDa, 28-30 kDa nebo 40 kDa membrénovy pro-
tein, Escherichiea coli teveln& lsbiln{ enterotoxin LTB, dif-
tericky toxin, tetenovy toxin, cholerovy toxin, orotein
rotaviru VP7 a protein respiradntho syncytidlnfiho viru

F nebo G.
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