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Reseni se zabyvé pouZitim jednoho nebo vice antigent
odvozenych od patogenii zpiisobujicich STD, napiiklad gD2t,
pomocné latku indukujici TH-1 lymfocyty, napiiklad 3-
DMPL, a nosiée, napiiklad kamence, pro 1é¢bu sexualné
prenosnych nemoci (STD) u Zen. Vakcina se podava
intramuskularné v reZimu 0, 1 a 6 mésicl.




Zpusob lééby sexualné pfenosnych nemoci

Oblast techniky

Vynalez se zabyva jednim nebo vice antigeny pouzivanymi

k prevenci nebo |é¢bé sexualné pfenosnych nemoci a jejich
pouzitim v pfipravé vakciny k prevenci nebo iécbé infekci
zplsobenych sexualné pfenosnymi patogeny u jedincl
yenského pohlavi. Vynalez se zabyva také zplsobem podavani
vakciny Zzenam k prevenci nebo [é¢bé sexuaine pfenosnych

nemoci.

Dosavadni stav techniky

Patogeny zpUsobujici sexuainé pfenosna onemocnéni (STD)
jsou véeobecné znamy a vyznam vakciny k prevenci nebo

iééb& nemoci, které jsou témito pétogeny vyvolany, je ziejmy.

Sexuainé pfenosné nemoci jsou nékdy zpusobeny jednim nebo
vice patogeny. Vyhodné jsou tedy kombinované vakciny, které

pfedchazeji a nebo 1é&i jednu nebo vice STD.

Piekvapivé bylo ukazano, Ze u Zen, které jsou ohroZzeny nebo
které jiz onemocnély STD, jsou urcité vakcinacni prostfedky

velmi uéinné.




Podstata vynalezu

Vynalez se zabyva zplisobem IéCby jedincl Zenského pohlavi
nemocnych nebo ohroZenych jednou nebo vice sexualné
pfenosnymi némocemi (STD), ktery spociva v tom, Ze se
potfebnym jedinctm Zenského pohlavi podava G&inné mnoZstvi
vakciny obsahujici jeden nebo vice antigent odvozenych od
patogeni nebo spojenych s patogeny, které STD zpUsobuji a

pomocnou latku.
Pomocnou latkou je s vyhodou pomocna latka indukujici TH-1.

Vynalez se zabyva pouzitim jednoho nebo vice antigen
odvozenych od patogenll nebo spojenych s patogeny, které
zpGsobuji STD a pomocné latky, zejména pomocné latky
indukujici TH-1, v pfipravé vakciny k prevenci a nebo lécbe

jedné nebo vice STD u jedincl Zenského pohlavi.

PFikladem antigen odvozenych od patogenl nebo spojenych
s patogeny, které jsou pfi¢inou STD, jsou herpetické viry
(HSV-1 a HSV-2), lidské papillomaviry (vSechny typy HPV),
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema

pallidum (syfilis) a Haemophillus ducreyi (mekky vied, $ankr).

Dalgimi vhodnymi zdroji antigenl jsou rekombinantni bakterie,

rekombinantni viry, fazni proteiny, peptidy a mimotopy.

Vy$e uvedené antigeny jsou pouze pfikladem, odbornici
v oboru jsou obeznameni s fadou dalsSich antigent, které je

mozné vyhledat v literatufe.



Pomocné latky vhodné pro pouziti ve vynalezu jsou znamy
v oboru. Pomocnou latkou indukujici TH-1 se rozumi pomocna
latka, kterd pfednostné stimuluje imunitni odpovéd zejména

TH1 lymfocytd.

Signalem stimulace TH1 lymfocytl je zvySena produkce THA1
cytokin(l, napfiklad IFN-y a IL2. Sekrece IFN-y je spojena

s ochrannou odpovédi proti intracelularnim patogentm, v¢etné
parazitl, bakterii a virl. Aktivace leukocytd [FN-y posiluje
zabijeni intracelularnich patogenl a zvySuje expresi Fc
receptorll. Objevuje se také pfima cytotoxicita, zejména ve
spojeni s lymfotoxinem (produkovanym TH1 lymfocyty). IFN-y
je jak induktorem, tak i produktem NK bunék, které jsou
hlavnimi pfirozenymi vykonavateli ochrany. Odpovédi TH1 typu
uskute&né&né IFN-y nebo jinym mechanismem pfednostné

interaguji s izotypy imunoglobulini IgG2a u mySi.

Odpovédi typu TH-2 jsou naproti tomu spojeny s humoralnimi
mechanismy a se sekreci IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a tumor

nekrozujiciho faktoru beta.

Pomocné latky pfednostné stimulujici odpovéd TH1 lymfocytl
jsou popsany v mezinarodnich patentovych pfihlaskach WO
94/00153 a WO 95/17209.

Jednou z téchto pomocnych latek je 3 De-O-acylovany
monofosforyllipid A (3D-MPL) popsany v patentové pfihlasce
GB 2220211 (Ribi). Chemicky jde o smés 3 De-O-acylovaného

monofosforyllipidu A se 4, 5 nebo 6 acylovanymi fetézci




vyrabé&nou firmou Ribi Immunochem Montana. V patentové
pfihlasce EP O 689 454B1 (SmithKline Beecham Biologicals
SA) je popsana preferovana ,malo¢asticova forma® 3 De-O-

acylovaného monofosforyllipidu A.

,Malo&asticova forma*“ 3-DMPL se vyznaéuje tim, ze gastice
3D-MPL jsou tak malé, Zze mohou byt sterilné prefiltrovany pres
membranu s otvory o praméru 0,22 mikrond (popsano

v evropské patentové piihla8ce &islo 0 689 454).

Dal$i pomocnou latkou vhodnou k pouziti podle vynalezu je
QS21, netoxicka frakce &i§téna HPLC odvozena z kiry Quillaja
Saponaria Molina. Volitelné se tato pomocna latka micha s 3
De-O-acylovanym monofosforyllipidem A (3D-MPL), volitelné

spolu s nosi¢em.

ZpUsob vyroby QS21 je narokovan (jako QS21) v US patentoveé
pfihlagce &. 5, 057, 540 a je k dispozici u firmy Aquilla

Pharmaceuticals.

Nereaktogenni pomocné pfipravky obsahujici QS21 jsou
popsany v patentové pfihlasce WO 96/33739. Pripravky
obsahujici QS21 a cholesterol pfi podani s antigenem Uspésné
stimuluji TH1 lymfocyty. Vakciny, které obsahuji kombinaci
QS21 a cholesterolu, jsou také souéasti vynalezu.

Dal§imi pomocnymi latkami, které pfednostné stimuluji
odpovéd TH1 lymfocytl, jsou imunomodulacni oligonukleotidy,
naptikiad nemethylované CpG sekvence, narokované

v patentové piihlasce WO 96/02555.




Jako pomocné latky pfednostne stimulujici odpovéd TH1
lymfocytll mohou byt pouzity také kombinace riznych
pomocnych latek stimulujicich THA1, napFikIad‘kombinace latek
zde v textu uvedenych. Tak mize byt napfiklad QS21
formulovan dohromady s 3D-MPL. Pomér QS21 : 3D-MPL se
pohybuje v rozmezi 1:10 az 10:1; s vyhodou 1:5 aZ 5:1;
nejéastéji 1:1. Optimalini éynergicky Uginek nastava v rozmezi
2,51 az 1:1 3D MPL : QS21.

Ve vakciné podle vynalezu je s vyhodou obsazen také nosic.
Nositem je emulze typu olej ve vodé& nebo hlinita stl. Nosi¢em
jsou také daldi mineralni soli, jako jsou soli vapniku, Zeleza
nebo zinku. Mezi daléi nosige patii polyfosfazen, liposomy a
ISCOMS.

Netoxické emulze typu olej ve vodé‘obsahuji s vyhodou
netoxicky olej, napf. skvalan nebo skvalen, a emulgator, napf.
Tween 80, ve vodnim nosi¢i. Vodnim nosi¢em je, napfiklad,

roztok chloridu sodného pufrovany fosfatem. Preferovana

emulze typu olej ve vodé obsahuje metabolizovateiny olej, jako

je skvalen, alfa tokoferol a Tween 80. Navic mlUZe emulze typu

olej ve vodé& obsahovat span 85 a nebo lecithin.

Ve vakciné uréené k podavani lidem se mnozstvi QS21 a 3D
MPL pohybuje v rozmezi 1 — 500 pg, s vyhodou 10 — 100 pg,
nejlépe 10 — 50 ug v davce. Emulze typu olej ve vodé obsahuje
2 a7 10% (objemovych) skvalenu, 2 az 10% (objemovych) alfa
tokoferolu a 0,3 aZ 3% (objemova) Tweenu 80. Skvalen a aifa

tokoferol jsou s vyhodou v pomeéru, ktery je roven nebo mensi




nes 1, protoZe pfi tomto poméru je emulze stabilngjsi. Emulze
mize také obsahovat 1% (objemové) spanu 85. Nékdy je
vyhodné, kdyZ vakciny podle vynalezu obsahuji navic jesté
stabilizator.

ZvIasté silny pomocny prostfedek skladajici se z QS21, 3D-
MPL a tokoferolu v emulzi typu olej ve vodé je popsan
v patentové pfihlasce WO 95/17210.

Vakcina pouzivana a vyrabéna podle vynalezu obsahuje
s vyhodou také hydroxid hlinity (kamenec) nebo fosforeCnan

hlinity.

Vakcina pouZivana a vyrabéna podle vynalezu obsahuje

nejlépe antigeny v kombinaci s 3D-MPL a kamencem.

Vakciny podle vynalezu mohou, pokud je to pozadovano,
obsahovat pomocné molekuly obecného vzorce (h):
HO(CH,CH;0)n-A-R

kde n je &islo od 1 do 50, A je vazba nebo -C(O)-, R je
alkylova skupina o 1 az 50 uhlicich nebo fenylalkylova skupina

o 1 az 50 uhlicich.

Jedno z provedeni vynalezu je vakcina obsahujici
polyoxyethylenether obecného vzorce (1), kde n je ¢islo od 1
do 50, s vyhodou od 4 do 24, nejlépe 9; R je alkylova skupina
o 1 aZz 50 uhlicich, s vyhodou o 4 az 20 uhlicich, nejlépe o 12
uhlicich; a A je vazba. Koncentrace polyoxyethylenetherl se
pohybuje v rozmezi 0,1 az 20 g/100 ml, s vyhodou v rozmezi

0.1 az 10 g/100 ml, nejlépe v rozmezi 0,1 az 1 g/100 ml.



Preferované polyoxyethylenethery patfi do nasledujici skupiny:
polyoxyethylen-9-laurylether, polyoxyethylen-9-steorylether,
polyoxyethylen-8-steorylether, polyoxyethylen-4-laurylether,
polyoxyethylen-35-laurylether a polyoxyethylen-23-laurylether.
Polyoxyethylenethery, jako je polyoxyethylenlaurylether, jsou
popsany v manualu Merck index (12. vydani, str. 7717).

Pavodcem herpes genitalis je HSV-2. Plvodcem herpes labialis
je HSV-1. Oba tyto viry jsou charakteristické tim, Ze vyvolavaji
akutni onemocnéni a zaroven jsou pfi¢inou latentni infekce,

ktera perzistuje primarné v burnkach nervovych ganglii.

V patentové pfihlag§ce WO 92/16231 je podrobnéji popsan
herpes genitalis a také vakcina uréena pro lé¢bu lidi
ohrozenych infekci HSV. Tato vakcina obsahuje glykoprotein D
z HSV nebo jeho imunologicky fragment ve spojeni s 3-O-

deacylovanym monofosforyllipidem A a vhodnym nosicem.

V patentové pfihlasce WO 92/16231 je detailné popsan
glykoprotein D, jeho imunologické fragmenty a 3-DMPL, véetne
zpUsobd jejich pfipravy. V pfihlasce jsou také popsany zkousky

vakciny na zvifecim modelu. Vysledky u lidi nejsou k dispozici.

Jednim z preferovanych aspektl vynalezu je, Zze zpUsob nebo
pouziti podle vynalezu spociva zejména v 1é¢bé& nebo prevenci

infekce zplsobujici herpes genitalis, zejména infekce HSV-2.

Vakcina, ktera se pouziva podle vynalezu, obsahuje
glykoprotein D nebo jeho imunologicky fragment ziskany
z HSV-2.
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Glykoprotein D je umistén na virové membrané a je pfitomen
také v cytoplazmé infikovanych bunék (Eisenberg R.J. a kol., J
of Virol, 1980, 35, 428-435). Glykoprotein D obsahuje 393
aminokyselin, v&etné signalniho peptidu, a jeho molekulova
hmotnost je pfiblizné 60 kD. Ze vSech obalovych glykoproteint
HSV je tento glykoprotein pravdépodobné popséan nejlépe
(Cohen a kol., J. Virology, 60, 157-166). Je znamo, ze tento
glykoprotein ma hlavni Glohu v pfipojeni viru k bunéénym
membranam in vivo. Glykoprotein D ma navic schopnost
indukovat neutraliza&ni protilatky in vivo (Eing a kol., J. Med.
Virology, 127, 59-65). Navzdory vysokym titrdm neutralizac‘:nich
protilatek v séru pacientd mlGze byt latentni virus HSV-2

reaktivovan a dochazi k navratu onemocnéni.

Preferovanym provedenim patentové pfihlasky WO 92/16231 je
zkraceny glykoprotein D viru HSV-2 o 308 aminokyselinach,
ktery obsahuje aminokyseliny 1 az 306 z pfirozené se
vyskytujiciho glykoproteinu. Kromé toho obsahuje asparagin a
glutamin na C konci zkraceného proteinu zbaveného jeho mista
ukotveni v membran&. Tato forma proteinu obsahuje signalini
peptid, jehoz od§tépenim se ziska zraly protein o 283
aminokyselinach. Produkce tohoto proteinu v ovarialnich
buikach &inského kietka je popsana v patentové pfihlasce
EP-B-139 417.

Zraly zkraceny glykoprotein pouzivany ve vakciné podle
vynalezu maze byt rekombinantni gD2t (rgD2t) nebo jednoduse

gD2t (viz nize).




Antigen HSV mizZe byt chemicky nebo jinak navazan na
gasticovy nosié tak, jak je popsano v patentové pfihlasce WO
92/16231.

V jednom z preferovanych aspektl obsahuje vakcina k pouZiti
podle vynalezu gD2t, 3-DMPL (zejména 3-DMPL ve forme

malych &astic) a hydroxid hlinity (kamenec).

Papillomaviry jsou malé DNA viry, které jsou vysoce druhové
specifické. Je popsano 70 jednotlivych genotypt lidskych
papillomavird (HPV). Obecné jsou HPV specificke pro ktzi
(napf. HPV-1 a HPV-2) nebo pro slizniéni povrchy (napf. HPV-
6 a HPV-11) a jsou obvykle pfi¢inou benignich tumord
(bradavic), které perzistuji nékolik mésicl nebo let. Tyto
benigni tumory jsou pro postizeného jedince nepfijemne,

nejsou ale, az na vyjimky, Zivot ohrozujici.

Né&které HPV jsou ale spojeny s nadorovym bujenim.
Nejvyznamng&jsi spojeni mezi HPV a nadorovym bujenim je
spojeni mezi HPV-16 a HPV-18 a karcinomem déloZniho hrdla.
V rozvojovych zemich je karcinom délozniho hrdla nej¢astéjsi
malignitou, kazdy rok ve svéte pfibyva 500 000 novych
pfipadd. V souasné dobé je mozne proti infekcim HPV-16,

a dokonce proti jiz vyvinutym nadorim zpisobenych HPV-16,
bojovat za pomoci vakcin. Vyhlidky preventivni a |éebne
vakcinace proti HPV-16 jsou diskutovany v nasledujicich
ptehlednych ¢lancich: Cason J., Clin. Immunother., 1994, 1(4),
293-306 a Hagenesee M. E., Infections in Medicine, 1997,
14(7), 555-556, 559-564. Vakcinacni prostfedek podle
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vynéalezu obsahuje s vyhodou velky kapsidovy protein, protein
L1.

Diky klonovani bakterii a novéji také diky pouZivani PCR jsou
v soudasné dobé izolovany a popsany riazné typy HPV.
Molekulové uspofadani genomd HPV je definovano ve srovnani

s dobfe znamym bovinnim papillomavirem typu 1 (BPV1).

| kdyZ existuji i mensi varianty, v8echny popsané genomy HPV
obsahuji alespon sedm ¢asnych genli, E1 az E7, a dva pozdni
geny, L1 a L2. Protismé&rnéa regulaéni oblast navic obsahuje
regulaéni sekvence, které kontroluji vét§inu transkripénich déji

v genomu HPV.

Geny E1 a E2 jsou zodpovédné za replikaci viru, respektive za
kontrolu transkripce, a pfi integraci viru maji tendenci se
poskodit. Geny E6 a E7 a, jak se nyni ukazuje i ES, jsou

zodpovédné za transformaci viru.

U virl zpUsobujicich karcinom délozniho hrdla, jako jsou HPV
16 a HPV 18, se onkogenni proces spusti po integraci virové
DNA. Integrace méa za nasledek inaktivaci gent kédujicich
proteiny kapsidy L1 a L2 a kontinualni expresi dvou ¢asnych
protein(l E6 a E7, coZ vede k postupné ztraté normalni

bunééné diferenciace a ke vzniku karcinomu.

Karcinom délozniho hrdla se u Zen vyviji z pfechodného
prekancerozniho stadia do invazivniho karcinomu, ktery casto

vede ke smrti. Pfechodné stadium se nazyva cervikalni
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intraepitelialni neoplazie a podle zavaznosti se rozdéluje do

stupnit | az Iil.

Klinicky se HPV infekce na 2enskérﬁ pohlavnim Gstroji
projevuje jako plocha kondylomata na déloZznim &ipku, ktera se
vyznaduji koilocytézou zejména povrchovych a intermedialnich

bunék dlazdicového epitelu délozniho Cipku.

Koilocyty, které vznikaji jako dlsledek cytopatologického
~uéinku viru, jsou mnohojadern‘é burniky se svétlym
perinuklearnim halé. Epitel je zesileny se znamkami
abnormalni keratinizace, ktera je podkladem bradaviénatého

vzhledu léze.

Pokud jsou tato plocha kondylomata pozitivni na sérotypy HPV
16 a HPV 18, jsou velkym rizikem pro vznik cervikalni
intraepitelialni neoplazie (CIN) a karcinomu in situ (ClS), ze

kterych se vyviji invazivni karcinom dé&loZniho hrdla.

V mezinarodni patentové pfihlasce ¢islo WO 96/19496 jsou
popsany varianty proteinll E6 a E7 lidského papillomaviru,
zejména fuzni proteiny E6/E7 s deleci obou proteint E6 a E7.

Tyto deleéni fuzni proteiny jsou velmi imunogenni.

Vakciny obsahujici L1 z HPV jsou popsany v patentovych
ptihlagkach WO 94/00152, WO 94/20137, WO 93/02184 a WO
94/05792. Tyto vakciny obsahuji antigen L1 jako monomer,
kapsomer nebo jako viru podobnou ¢astici. Tyto Castice mohou
navic obsahovat proteiny L2. Jiné vakciny obsahuji casnée

proteiny, jako je E7, nebo fuzni proteiny, jako je L2-E7.
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Vakcina podle vynalezu obsahuje s vyhodou bud protein E6

nebo protein E7 navdzany na imunologického fazniho partnera,

ktery nese epitopy T lymfocytu.

V preferované vakciné podle vynalezu je imunologicky fazni
partner odvozen od proteinu D Haemophila influenzae B.
Derivat proteinu D obsahuje s vyhodou prvni tfetinu proteinu,

zejména prvnich 100-110 aminokyselin z N konce.

V prostifedcich podle vynalezu se pouzivaji fiUzni proteiny
obsahujici protein D — E6 z HPV 16, protein D — E7 z HPV 16,
protein D — E7 z HPV 18 a protein D — E6 z HPV 18. Cast
proteinu D obsahuje s vyhodou prvni tfetinu proteinu D.

Obligatni intracelularni parazit bakterie Chlamydia trachomatis

napada epitelove bunky sliznic spojivky a urogenitalniho
traktu. Tato bakterie zplsobuje fadu onemocnéni, jako je
trachom a infekce pohlavnich organt, které mohou mit
dlouhodobé nasledky. V rozvojovych zemich endemicky se
vyskytujici trachom je celosvétové hlavni pfi¢inou slepoty,
které se da predejit. V USA roéné onemocni chlamydiézou
pohlavnich organl kolem 3 milion( lidi, z toho u 260 000 zen
zpusobi tato infekce, diky zanétu vejcovodi, neplodnost (1).
Chlamydiézy tedy pfedstavuji vyznamny zdravotnicky problém.
Soucasti feSeni tohoto problému je vyvoj vakciny proti

chlamydiézam u lidi.

Pfi zkouskach (u lidi a nehumanoidnich primatd) vakcin, ve

kterych je imunogenem cely mikroorganismus, se vytvofi
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sérovarové specificka ochrana proti infekci, ale u nékterych
vakcin dochéazi pfi reinfekci k zavaznéj§im reakcim (2).
Vysledky nékterych studii ukazuji, Ze patologicky obraz
chlamydiézy ma imunologicky podklad (3); Cisténa chlamydia
57 kDa (Hsp60) vyvolava podobny patologicky obraz, jako pfi
reinfekci jiz dfive infikovanych zvirat (4, 5). Z téchto
pozorovani vyplyva, ze ochranu proti Chlamydia trachomatis

zajisti podjednotkova vakcina.

Druh Chlamydia trachomatis je stereotypizovan do 15
sérovarl, které tvoii 3 séroskupiny: komplex B (sérovary B,
Ba, D, E, L1 a L2), intermedialni komplex (sérovary F, G, K,
L3) a komplex C (sérovary A, C, H, | a J) (6). Sexualneé
pfenosné nemoci (STD) zpUsobuji sérovary od D do K, které
jsou obsaZeny ve v8ech tfech séroskupinach. PodjednotkoVé
vakcina proti chlamydiovym STD navodi ochranu proti mnoha

sérovar(im, které jsou vice nebo méné antigenné pfibuzné.

Pfi tvorbé podjedhotkové vakciny je velky daraz kladen na
sérotypizaéni antigen, kterym je 40 kDa velky protein zevni
membrany (MOMP). Tento protein ma in vitro funkci porinu (7)
a je pfitomen v pribé&hu celého Zivotniho cyklu bakterie (8);
tento zakladni povrchovy protein je u lidi a zvifat velmi
imunogenni. MOMP je tvofen &tyfmi variabilnimi doménami
(VD) obklopenymi péti stalymi doménami, které jsou u
jednotlivych sérovari t¢éméf neménné (9, 10). In vitro a in vivo

neutralizaéni epitopy B lymfocytl jsou zmapovany na VD (11,

12, 13, 14, 15), zatimco epitopy T lymfocytd jsou identifikovany

jak na variabilnich, tak na konstantnich doménach (16, 17).

Rekombinantni MOMP je rGznymi autory exprimovan v E. coli
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(18, 19, 20); avSak Manningem a spolupracovniky je ukazano,
Ze jejich rekombinantni protein s monoklonalni protilatkou

rozpoznavajici konformaéni epitop MOMP nereaguje (18).

Na rdznych zvifecich modelech je pfi imunizaci
rekombinantnim nebo ¢isténym MOMP s naslednou infekci
jednim nebo vice typy chlamydii dosaZeno rozdilnych G¢&ink(
na parametry infekce (21, 22, 23). V zajimavéem
experimentalnim modelu zanétu vejcovodu je intrauterinni
inokulaci lidského kmene Chlamydia trachomatis

zptisobena my$im dlouhodoba neplodnost (24, 25). Tuffreyem
a spolupracovniky je v experimentu ukazano, Ze pfi infekci
riznymi typy chlamydii sniZuje parenteralni a sliznicni
imunizace rMOMP absorbovanym na alhydrogelu zavaZnost
zanétu vejcovodl, respektive trvani kolonizace zevnich
pohlavnich organl. Pfipravek ale nechrani proti neplodnosti,

ktera je infekci zpUsobena (23).

V patologickych procesech pohlavnich organt zplsobenych
Chlamydia trachomatis ma ochrannou funkci jak humoralni, tak
bufikami zprostfedkovana imunita. Rankovou skupinou je
ukazano, 2e u mys$i je hlavnim imunitnim mechanismem pfi
chlamydiozach pohlavniho Ustroji T lymfocyty zprostfedkovana
imunita (26, 27, 28) a ze CD4 a CD8 pozitivni T lymfocyty jsou

zakladem obrany proti chlamydiim in vivo (29, 30).

V jednom z provedeni vynalezu je MOMP antigen ze sérovaru 2

produkovan v E. coli technikami rekombinantni DNA. Za téchto

podminek je protein produkovan bez signalni sekvence.
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Mezi antigeny odvozené od N. gonorrhoea, nebo antigeny s ni
spojené, patii protein-vazici transferin (Tbp). Komplex Thp
tvofi dva proteiny — TbpA a TbpB. Gonokokova TbpA DNA/
proteinova sekvence je popséana v patentové pfihlasce WO
92/03467 (Univerzita v Severni Karoliné). Nejnovéjsi informace
o gonokokovych TbpA a TbpB a jejich Gloze v infekci pfinasi
élanek v Mol. Microbiol., 1998, Feb, 27(3), 611-616. Mezi dalsi
antigeny patii protein por B, viz Proc Natl Acad Sci U S A,
1987, Nov, 84(22), 8135-8139 a viz Mol Biol Evol, 1995, May,
12(3), 363-370. Dal§im antigenem je lipopolysacharid (typ R)
popsany ¢asopise Can J Microbiol, 1978, Feb, 24(2), 117-123
a take v'c":asopise J Immunol, 1993, Jul, 1, 151(1), 234-243.
Dal§im antigenem je protein FrpB, viz J Bacteriol, 1995, Apr,
177(8), 2041-2049 a patentova pfihlaska WO 96/31618.

V ¢asopise J Clin Invest, 1981, Oct, 68(4), 881-888 je popsana

Pilus vakcina.

Mezi antigeny odvozené od patogenu zplsobujiciho syfilis
(nebo antigeny s timto patogenem spojené) patii proteiny
zevni membrany Treponema pallidum, viz Emerg Infect Dis,
1997, Jan, 3(1), 11-20. Unikatnim znakem Treponema palidum
je, Ze jeho zevni membrana obsahuje 100 nasobné& méne
strukturalnich protein(, nez obsahuji zevni membrany
typickych gram-negativnich bakterii. Tento znak souvisi

s chronicitou syfilis. Ridké strukturaini proteiny zevni
membrany Treponema pallidum, nazvané TROMP, reprezentuji
mocné na povrch vystavené virulentni dominanty a cile
hostitelské imunity. Zevni membrana T. pallidum byla
izolovana a jeji konstituéni proteiny jsou identifikovany. Zevni

membrana obsahuje pét proteinl o velikosti molekul 17, 28,
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31, 45 a 65 kDa. Pfi zkouSkach se sérem infek&nich a
imunnich kralikd a lidi trpicich syfilidou jsou tromps 1, 2 a 3
antigenni. Dal§im antigenem je zevni obalovy protein P6, viz J
Exp Med, 1986, Oct, 1, 164(4), 1160-1170. Viz také Casopis
Microbiol Rev, 1993, Sep, 57(3), 750-779.

Mékky vied (8ankr) je sexualné pfenosné onemocnéni
zplUsobené bakterii Haemophilus ducreyi. Mezi antigeny
odvozené od Haemophilus ducreyi (nebo antigeny s nim
spojené) patfi protein zevni membrany o molekulové hmotnosti
18 000, ktery je popsan v ¢asopise Infect Immun, 1996, Jun,
64(6), 1950-1955. V Casopise Infect Immun, 1996, Dec, 64(12),
5047-5052, je popsan Haemophilem ducreyi exprimovany novy
lipoprotein. Na zvifecim modelu virulence Haemophila ducreyi
je produkovan protein zevni membrany, ktery vaZze hemoglobin,
viz Infect Immun, 1996, May, 64(5), 1724-1735. V Casopise
Infect Immun, 1995, Jun, 63(6), 2194-2200, je popsan lokus
hgbA, kter)’/ kdéduje hemoglobinovy receptor Haemophila
ducreyi. V ¢asopise J Med Microbiol, 1992, Dec, 37(6), 413-
419, jsou popsany vysoce stalé a druhové specificke

polypeptidy Haemophila ducreyi.

Kombinované vakciny podle vynalezu obsahuji
imunoprotektivni mnozstvi antigen(. Tyto vakciny se vyrabéji a

podavaji zpUsoby béZnymi v oboru.

Vyroba vakcin je obecné popsana v New Trends and
Developments in Vaccines, Voller a kol., University Park
Press, Baltimore, Maryland, U.S.A., 1978. Zapouzdfeni do

liposomU je popsano napfiklad Fullertonem v patentoveé
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pfihlaSce U.S. Patent 4, 235, 877. Konjugace proteint do
makromolekul je popséana napfiklad Likhitem v patentové
pfihlasce U.S. Patent 4, 372, 945 a Armorem a
spolupracovniky v patentové pfihlasce U.S. Patent 4, 474, 757.

MnoZstvi antigenu ve vakcing je takové mnoZstvi, které navodi
imunoprotektivni nebo 1ééebnou odpovéd bez zavaznych
vedlejSich neZadoucich ugink(. Toto mnozstvi se |isi podle
vybéru antigenu. Obecné obsahuje kazda davka 1-1000 ng
proteinu, s vyhodou 2-100 ng proteinu, nejlépe 4-40 pg
proteinu. Optimaini mnozstvi antigenu v uréité vakciné se
pfesné stanovi na zakladé vysiedkd studii titrd protilatek a
dalsich odpovédi jedince. Po podani zakladni davky je mozné
po Ctyfech tydnech podat davku upominaci.

MnoZstvi antigenu v kazdé vakcinaéni davce je mnozstvi, které
navodi ucinnou imunoprotektivni nebo Ié&ebnou odpovéd bez

zavaznych nezadoucich vedlej$ich uginkd.

Obecné obsahuje kazda davka 1-1000 ug antigenu, s vyhodou
2-100 pg antigenu, nejlépe 4-40 1Lg antigenu. Pomocna latka
indukujici TH-1 lymfocyty, napfikiad 3-DMPL, je ve vakcing
obsaZena v mnoZstvi 10-200 pug, s vyhodou 25-75 ug, nejlépe v

mnoZstvi 50 ug v davce.

MnoZstvi nosiée je ve vakcing rQzné podle znalosti odbornika,
ktery vakcinu pfipravuje. Pokud je nosi€em hydroxid hlinity
(kamenec) nebo fosforeénan hlinity, je ve vakciné obsazen

v.mnoZstvi 100-1000 pg, napfiklad 250-750 ug, s vyhodou 500

ug v davce.
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Vakcina tedy obsahuje nejlépe antigen (20 ng), kamenec (500
1g) a pomocnou latku, zejména pomocnou latku indukujici TH-

1 lymfocyty, jako je 3-DMPL (50 pg).

V jednom z preferovanych aspektll obsahuje vakcina k pouZiti
podle vynalezu gD2t, 3-DMPL (zejména 3-DMPL ve formé

malych ¢astic) a hydroxid hlinity (kamenec).

Vakcina se podava nejlépe rezimu 0, 1 a 6 mésict. Je mozné
pouzit i jiné rezimy, véetné upominacich davek. Vakcinu je

mozné podavat intramuskularné.

Vakcina se vyrabi zplsobem, ktery je znam v oboru, napfiklad
zplUsobem popsanym v patentové pfihlasce WO 92/16231.
Tento zplsob vyroby spodiva ve smichani jednoho nebo vice
antigent, které jsou odvozeny od plvodcl STD (nebo ktere
jsou s plvodci STD spojeny), s pomocnou latkou, zejména s
pomocnou latkou indukujici TH-1 lymfocyty a volitelne

s nosiéem, tak jak je popséano vyse. Vysledny vakcinaéni
prostiedek se podava jedinclim Zenského pohlavi, zejména
sexualné aktivnim jedincim Zenského pohlavi ohroZzenym nebo

nemocnym STD, zpUsobem podle vynalezu,

Zeny, kterym se vakcina pod&va, jsou obecné ve vékovém
rozmezi 12-70 let. Jde zejména o Zeny adolescentni a Zeny
mlad$§i 60 let, napfiklad v rozmezi 14-60, zviasté 18-45 let, tak
jak je popsano ve studii nize. Vhodnou cilovou skupinou jsou
Zeny trpici nebo ohrozené herpetickou infekci pohlavnich -

organt. Prostfedky podle vynalezu je mozné pouZivat
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zpisobem podle vynélezu napfiklad u zdravych
seronegativnich partner( zen s herpetickou infekci pohlavnich

organd.

Vynalez je pfedveden na nasledujicich pfikladech, neni véak
omezen jen na tyto pfiklady. V pfikladech jsou uvedeny
vysledky podavani protiherpetické vakciny jedinc(im Zenského
pohlavi. Podobnych vysledk(l se dosahuje pfi podavani vakciny
proti dal$im plvodcim STD, jako je HPV nebo chlamydie, nebo
pfi podavani kombinované nebo polyvalentni vakciny proti vice
neZ jednomu pdvodci STD, zejména kombinované vakciny
obsahujici antigen spojeny s herpes simplex virus, zvlasté gD
HSV-2 nebo jeho imunologické fragmenty, jako je vyse
popsany gD2t.

Piiklady provedeni vynalezu

Prikiad 1

Rozvrzeni studie

ZkousSena vakcina

Vakcina obsahujici Herpes simplex (20 pg gD2t), kamenec
(500 ug) a 3-DMPL (50 ug), SmithKline Beecham Biologicals.

Nazev
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Dvojité slepa, randomizovana, placebem kontrolovana studie
k ovéfeni uéinnosti vakciny Herpes simplex (gD2t) s 3-DMPL
od firmy SmithKline Beecham Biologicals v prevenci
herpetického onemocnéni pohlavnich organ( u partnerd

jedinc s herpetickou infekci pohlavnich organu.

Cilova skupina

Zdravi dospéli dobrovolnici muzského a Zenského pohlavi ve
véku od 18 do 45 let s negativnimi sérologickymi markery
infekce Herpes simplex (HSV-1 a HSV-2), jejichZ partner ma
klinické znamky herpetické infekce pohlavnich organua.

Cile studie

Primarni

Ové&fit protektivni Géinnost gD-kamenec-3-DMPL vakciny v

prevenci klinického onemocnéni herpetickou infekci pohlavnich

organll v pribéhu 17 mésicl od jednoho mésice po podani

druhé vakcinace ve srovnani s placebem.

Sekundarni

Ové&fit protektivni téinnost gD-kamenec-3-DMPL vakciny

v prevenci herpetické infekce pohlavnich organd od jednoho
mésice po podani druhé vakcinace ve srovnani s placebem.
Ovéfit protektivni uéinnost gD-kamenec-3-DMPL vakciny

v prevenci herpetické infekce pohlavnich organd po podani

plné vakcinace ve srovnani s placebem.
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Ovérit protektivni a¢innost gD-kamenec-3-DMPL vakciny

v prevenci herpetické infekce pohlavnich organt po podani
plné vakcinace v pribéhu roz§ifeného obdobi klinického
sledovani ve srovnani s placebem.

Ovéfit protektivni G€innost gD-kamenec-3-DMPL vakciny

v prevenci herpetického onemocnéni pohlavnich organt po
podani plné vakcinace ve srovnani s placebem.

Oveérit protektivni u€innost gD-kamenec-3-DMPL vakciny

v prevenci klinického herpetického onemocnéni pohlavnich
organl po podani plné vakcinace v pribé&hu prodlouzeného
obdobi klinického sledovani ve srovnani s placebem.
Zhodnotit dobu vzniku onemocnéni ve v8ech skupinach od
jednoho mésice po podani druhé vakcinace.

Zhodnotit dobu vzniku infekce ve vS§ech skupinach od jednoho
mésice po podani druhé vakcinace.

Zhodnotit podet typickych a atypickych pfipadl herpetického
onemocnéni pohlavnich organl v kazdé skupiné.

Zhodnotit zavaznost primarniho onemocnéni v obou skupinéach.
Zhodnotit humoréalni a bunéénou imunitni odpovéd na vakcinu
(vyjma jedincd ze studii zapo&atych po 1. &ervenci 1993).
Stanovit sérologické a imunologické korelaty protektivni
Gdinnosti (vyjma jedincl ze studii zapocatych po 1. ervenci
1995).

V ptipadé primarniho onemocnéni nebo infekce zhodnotit pocet
jejich naslednych navratl v obou skupinach.

Zhodnotit bezpeénost a reaktogenicitu herpes simplex vakciny
(s 3-DMPL) od firmy SmithKline Beecham Biologicals u
zdravych HSV séronegativnich jedincu.

Zhodnotit poéet herpetickych onemocnéni ast a rtu (ne

pohlavnich organt).
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Ovérit protektivni Uéinnoét gD-kamenec-3-DMPL vakciny

Vv prevenci suspektnich znamek a pFfiznak( herpetického
onemocneéni pohlavnich organd, které jsou spojeny bud

se sérokonverzi na nevakcinaéni antigeny stanovenou metodou
western blotting anebo s detekci HSV DNA (metodou PCR) ve
vytérech z pohlavnich organd, od jednoho mésice po podani
druhé vakcinace ve srovnani s placebem.

Zhodnotit incidenci herpetického onemocnéni pohlavnich
organt a HSV infekce u vakcinovanych jedincd v pribéhu

prodlouzeného klinického sledovani.

Popis studie

Dvojité slepa, randomizovana, placebem kontrolovana studie.

Vakcina¢ni rezim: 0-1-6 mésicd.

Pocate¢ni obdobi sledovani — 17 mésict od 1 mé&sice po
podani druhé vakcinace pro kazdého jedince.

ProdlouZené obdobi sledovani — 24 mésicd pro kazdého

jedince (od navstévy v mésici 19 do nav§tévy v mésici 43).

Faze A (dvojité slepéa, pfijemci vakciny a placeba) — je
ukonéena, kdyZ posledni sledovany jedinec dokon&i pocateéni
obdobi sledovani (v tomto ¢ase je studie odslepena kvl

analyze).

Faze B (oteviena, pouze pfijemci vakciny) — zagina, kdyz
posledni sledovany jedinec ukon&i podateéni obdobi sledovani
(mésic 19) a je ukonéena, kdyZ posledni sledovany jedinec

dokondéi navs$tévu v mésici 43.




Vzhledem k tomu, Ze mezi datem, kdy posledni sledovany
jedinec dokon¢i pocate¢ni obdobi sledovani, a datem, kdy je
studie piné odslepena, miZe vzniknou obdobi n&kolika mésicl
(vzhledem k Casu potfebnému k uloZeni a vy&i§téni véech dat
ziskanych b&hem pocéateéniho obdobi sledovani a faze A
prodlouZzeného obdobi sledovani), zadatek faze B
prodlouzeneho obdobi sledovani mizZe zahrnovat jak pfijemce

vakciny, tak pfijemce placeba.

2 skupiny: I. gD2t-kamenec-3-DMPL
kamenec-3-DMPL jako placebo

Schematicky popis studie HSV-007 - obdobi studie: faze
vakcinace (V); po¢ateé¢ni obdobi sledovani’ (podated. sled.”):
prodlouZzené obdobi sledovani faze A; prodlouZené obdobi

sledovani faze B.

" poznamka: modifikované ,pocatecni obdobi sledovani*

zahrnuje mésice 2-19

podet jedincl do studie je zafazeno 800 pard, tak aby

zahrnovala alespon 640 hodnotitelnych jedinc(

primarni cile v pribé&hu obdobi 17 mésicl od jednoho

mésice po podani druhé vakcinace (mésice 2-19) jsou cile

ucinnosti nasledujici:

prevence onemocnéni

srovnani dvou skupin jedincl s alespofi jednim shodnym

pfiznakem herpetického onemocnéni pohlavnich organt A
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bud soucasné s pozitivni kultivaci NEBO pfitomnosti
protilatek na nevakcinaéni antigeny stanovené metodou
western blotting do $esti mé&sict a pozitivni mistni detekci

HSV DNA metodou polymerazové fetézcové reakce (PCR)

klinicky kultivace |protilatky na PCR
pfiznak nevakcinaéni
antigeny
onemocnéni + + +/- NA
+ - + +

NA: neaplikovatelné

sekundarni cile

1. prevence infekce:

srovnani (mezi skupinou, ktera dostava vakcinu a
skupinou, kterd dostava placebo) se provede u jedincl
s protilatkami na nevakcina&ni antigeny (sérokonverze)

a u jedincd nemocnych (kultivaéni zkouska)

tento cil se hodnoti v nasledujicich obdobich:
pocatecni obdobi sledovani (mé&sice 2-19)

meésice 7-19

faze A prodlouzeného obdobi sledovani

pocatecni obdobi sledovani (mésice 2-19) a faze A
prodlouZzeného obdobi sledovani (spojené)

meésice 7-19 a faze A prodlouzeného obdobi sledovani
(spojené)

Analyza dat z faze A prodlouzeného obdobi sledovani
zahrnuje vSechny udalosti, které se objevi po té, co
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v§ichni jedinci vykonaji navstévu v mésici 19 a skong&i
faze A (posledni sledovany jedinec dokoné&i navitévuy
v mésici 19).

klinicky  |kultivace |protilatky na
pfiznak ‘tnevakcinaéni |PCR
antigeny
infekce nemoc + + +/- NA
infekce nembc + - + +
infekce +/- NA + NA

NA: neaplikovatelny

2. prevence onemocnéni v mésicich 7 az 19

Srovnani jedincl s alespofi jednim shodnym pfiznakem-

herpetického onemocnéni pohlavnich organd A bud se
soucasnou pozitivni kultivaci NEBO pFitomnosti
protilatek na nevakcinaéni antigeny stanovenymi
metodou western blotting a pozitivni mistni detekci
herpes simplex DNA stanovenou metodou
polymerazové fetézcové reakce (PCR) s placebem po
podani piné vakcinace (mésice 7-19).

3. prevence onemocnéni v priib&hu faze A prodlouZeného

obdobi sledovani

Srovnani dvou skupin jedincd s alespor jednim
shodnym pfiznakem herpetického onemocnéni
pohlavnich organ( A bud se soudasnou pozitivni
kultivaci NEBO pfitomnosti protilatek na nevakcinaé&ni
antigeny stanovenymi metodou western blotting a

pozitivni mistni detekci herpes simplex DNA
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stanovenou metodou polymerazové retézcové reakce

(PCR) béhem faze A prodlouZeného obdobi sledovani.

Tento cil bude navic hodnocen v novém pocatenim
obdobi sledovani (mésice 2-19) spojeném s fazi A

prodlouzeného obdobi sledovani a také v mé&sicich 7-

19 spojenych s fazi A prodlouZeného obdobi sledovani.

4. Zhodnoceni doby do vzniku herpetického onemocnéni

pohlavnich organ(i v obou skupinach v priib&hu 17

meésich od jednoho mésice po podani druhé vakcinace.

. Zhodnoceni doby vzniku herpetické infekce pohlavnich
organt ve viech skupinach v pribé&hu 17 mésicd od

jednoho mésice po podani druhé vakcinace.

. Zhodnoceni poltu pfipadl typického a atypického
klinickeho herpetického onemocné&ni pohlavnich organu

ve vSech skupinach.
Definice pfipad( jsou popsany v primarnich cilech.

. Zhodnoceni subjektivnich mistnich a celkovych znamek
a pfiznakd HSV onemocnéni pohlavnich organt a jejich

trvani u pacient( v§ech skupin.

. Zhodnoceni humoralni (protilatky anti-gD2 stanovené
metodou ELISA a neutralizaéni protilatky anti-HSV) a

bunééné (lymfoproliferace; sekrece interferonu gama)
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odpovédi na vakcinu (vyjma jedincl ze studii zapocatych
po 1. Cervenci 1995).

9. PFi demonstraci klinické Guéinnosti se v sérech a
lymfocytech periferni krve uskladn&né pFi vy$etiovani
hodnoti velké mnoZstvi sérologickych a imunologickych ‘
marker( ve snaze urdit korelaty mezi protektivni
ucinnosti a laboratornimi parametry (vyjma jedinct ze

studii zapocCatych po 1. ervenci 1995).

10. V pfipadé primarniho onemocnéni nebo infekce
zhodnotit podet naslednych navratll herpetického
onemocnéni nebo infekce pohlavnich organd v véech

skupinéach. -

12. Zhodnoceni mistni a celkové reaktogenicity a
bezpefnosti po kazdé vakcinaci zaznamenanim mistnich
a celkovych znamek a pfiznakd po kazdé davce a
zaznamenanim neZadoucich G&ink( b&hem celé studie.
Na zacCatku studie a po podani posledni vakcinace se
kontroluji hematologické a biochemické parametry.
V pribé&hu prodlouZeného obdobi sledovani se u
pfijemcl vakcin zaznamenavaji v§echny zavazné

nezadouci udinky.

12. Zhodnotit pocCet klinickych pfipadl herpetického
onemocnéni jinych nez pohlavnich organ(, véetné

herpetického onemocnéni ust a rtu v obou skupinach.
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13. Stanovit podet pfijemcl vakcin, u nich? se v prabéhu
17 mésicd sledovani od jednoho mésice po podani
druhé vakcinace vyskytly znamky a pfiznaky herpetické
infekce spojené bud se sérokonverzi na nevakcina&ni
antigeny stanovené metodou western blotting (do Sesti
.mésicl od vzniku znamek a pfiznak herpetické infekce)
nebo s detekci HSV DNA stanovené metodou PCR ve

vytérech z pohlavnich organ@ ve srovnani s placebem.

14. Polet pfijemci vakciny, ktefi v prib&hu faze B
prodlouzeného obdobi sledovani vyvinuli protilatky na
nevakcinacni antigeny (sérokonverze) a pocet jedincl, u
kterych se rozvinulo onemocnéni (kultivaéni zkous$ka),
se analyzuje ve vztahu k intervalu od p.odéni posledni
vakcinace. Tato data se pouziji ke stanoveni pocltu atak
herpetického onemocnéni pohlavnich organt a

herpetické infekce.

Priklad 2

Analyza primarniho cile je zaloZena na porovnani poétu atak
mezi skupinou, kterd dostavala vakcinu a skupinou, ktera
dostavala pacebo, tak jak je popsano v RAP. Analyza
sekundarnich cilt je zalozena bud na porovnani podtu atak
nebo na porovnani doby vzniku onemocnéni nebo infekce, tak

jak je popsano nize.

Pomoci softwaru SAS se provadéji dvoustranné statisticke

testy, hladina o je 0,05. Je tfeba mit na zfeteli, ze pfestoze je




=929 .

vypracovano mnoho statistickych analyz, poéet chyb (a) pro
sekundarni cile neni znam. ProtoZe pro sekundarni cile neni
a stanovena, mély by hodnoty p byt interpretovany opatrné a

mely by byt vnimany pouze jako popisné.
Cilové skupiny, na nichZ byla ovéfovana Gé&innost vakciny

Analyza uc¢innosti vakciny se provadi na dvou skupinach
jedincl: skupina k |&é¢eni (intention-to-treat; ITT) a skupina
podle protokolu (according-to-protocol; ATP). Skupina ATP je
v textu oznacena také jako per-protokolova (per-protocol; PP).

Analyza skupiny podle protokolu je analyza primarni..Skupina
ATP (PP) je definovana podle uvaZovaného obdobi studie:

1) V obdobi mezi mésici 2-19 se skupina ATP sklada z jedinc,
ktefi:

- splnuji kritéria zafazeni do protokolu v

- dostali tfi davky vakciny nebo placeba

- dostali dvé davky vakciny nebo placeba a doslo u
nich ke vzniku onemocnéni nebo infekce pfed
navs§tévou v mésici 6

- neméli infekci nebo onemocnéni pfed zadatkem
obdobi mésicli 2-19

2) V obdobi mezi mésici 7-19 se skupina ATP sklada z jedincd,

kteri

- spliuji vSechna kritéria pro zafazeni do protokolu

- dostali tfi davky vakciny nebo placeba




- neméli infekci nebo onemocnéni pfed zacatkem
obdobi mésic 7-19

Analyza skupiny ITT je sekundarni analyza. Jsou analyzovani
v8ichni jedinci, ktefi dostali alespon jednu davku studované

vakciny a méli alespof jedno stanoveni reakce na vakcinu.
‘Dvé analyzy se provadéji proto, aby se vyloué&ila porugeni
protokolu a ta vyfazeni jedincl ze studie, ktera nesouviseji

s lé¢bou a mohla by ve vysledcich vést k selektivnimu bias.

Skupiny jedincl zafazené do analyz imunogenicity a

bezpeénosti jsou popsana v koneéné zprave ze‘studie.
Hodnocena obdobi
Analyzy se provadéji v téchto hodnocenych obdobich:
- mésice 2-19 (skupina ATP)
- mésice 7-19 (skupina ATP)

- mésice 0-19 (skupina ITT)

Vybrané vysledky a souhrn v§ech zavéra studie jsou

pfedvedeny nizZe.

tabulka 1a. Uéinnost vakciny na vznik herpetického
onemocnéni pohlavnich organu u skupiny ITT podle pohlavi




1. o300 %00’ ee’eee®  te® o2
terminy pouzité odchylka stupen volnosti {hodnota p
v tomto modelu ’
léCebna skupina 320,5561 845
léCebna skupina, 317,2083 844 0,067
pohlavi
léEebnd skupina, 312,0443 843 0,023
pohlavi a interakce

tabulka 1b. U&innost vakciny na vznik herpetické infekce

pohlavnich organu u skupiny ITT podle pohlavi

terminy pouzité odchylka stupen volnosti {hodnota p
v tomto modelu

Iééebna skupina 510,8654 845

[é€ebna skupina, 494,9266 844 <0,00
pohlavi

Ié¢ebna skupina, 491,5551 843 0,066
pohlavi a interakce

RozloZeni pfipadd herpetického onemocnéni pohlavnich

organt a HSV infekce podle Ié&ebnych skupin

tabulka 2a. Pripady herpetického onemocnéni pohlavnich

organu podle lé¢ebnych skupin - Zeny a muzi
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obdobi skupina k 1é¢eni (ITT) skupina podle protokolu
n =847 (PP)’
vakcina placebo vakcina placebo
(425) (422)
m 0-2 2 7
m 2-7 9 8
m 7-19 4 9 3 (349) 7 (349)
m 2-19 13 17 12 (371) 16 (369)
>m 19 1 0
celkem 16 24

" poéet hodnotitelnych jedincd ve skupiné podle protokolu je

pro kazdé obdobi uveden v ()

tabulka 2b. Pfipady herpetického onemocnéni pohlavnich

organu podle lIééebnych skupin — muZi

obdobi skupina k [é€eni (ITT) skupina podle protokolu
n=>579 (PP)’
vakcina placebo vakcina placebo
(288) (291)
m 0-2 2 2
m 2-7 6 5
m 7-19 3 3 2 (240) 2 (247)
m 2-19 9 8 8 (252) 8 (261)
>m 19 1 0
celkem 12 10
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" poéet hodnotitelnych jedincl ve skupiné podle protokolu je

pro kaZzdé obdobi uveden v ()

tabulka 2c. Pfipady herpetického onemocnéni pohlavnich

organu podle lééebnych skupin — Zeny

obdobi skupina k [é¢&eni (ITT) skupina podle protokolu
n =268 (PP)’
vakcina placebo vakcina placebo
(137) (131)
m 0-2 0 5
m 2-7 3 3
m 7-19 1 6 1 (109) 5(102)
m 2-19 4 9 4 (119) 8 (108)
>m 19 0 0
celkem 4 14

" poéet hodnotitelnych jedincl ve skupiné podle protokolu je

pro kazdé obdobi uveden v ()

tabulka 3a. Pfipady herpetické infekce pohlavnich organu

podle 1é&ebnych skupin — Zeny a muzi
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obdobi skupina k 1é¢eni (ITT) skupina podle protokolu
n = 847 (PP)
vakcina blacebo vakcina placebo
(425) (422)
m 0-2 2 10
m 2-7 17 13
m 7-19 11 16 10 (349) 16 (349)
m 2-19 28 30 26 (371) 29 (369)
>m 19 5 2
celkem 35 41

" podet hodnotitelnych jedincl ve skupiné podle protokolu je

pro kazdé obdobi uveden v ()

tabulka 3b. Pfipady herpetické infekce pohlavnich orgéanu

podle Iééebnych skupin — muzi

obdobi skupina k 1&é€eni (ITT) skupina podle protokolu
n=579 (PP)
vakcina placebo vakcina placebo
(288) (291)
m 0-2 2 2
m 2-7 9 8
m 7-19 6 6 5 (240) 6 (247)
m 2-19 15 14 13 (252) 14 (261)
>m 19 3 0
celkem 20 16
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" podet hodnotitelnych jedincl ve skupiné podle protokolu je

pro kazdé obdobi uveden v ()

tabulka 3c. PFipady herpetické infekce pohlavnich organu

podle Iééebnych skupin — Zeny

obdobi skupina k [&é€eni (ITT) skupina podle protokolu
n = 268 (PP)’ |
vakcina placebo vakcina placebo
(137) (131)
m 0-2 0 8
m 2-7 8 5
m 7-19 5 10 5 (109) 10 (102)
m 2-19 13 15 13 (119) 15 (108)
>m 19 2 2
celkem 15 25

" po&et hodnotitelnych jedincl ve skupiné podle protokolu je

pro kazdé obdobi uveden v ()

Pfedb&Znéa analyza ucinnosti

primarni cil

V obdobi 17 mésicl od jedno‘ho mésice po druhé vakcinaci

(mésice 2-19) je primarni cil nasledujici:

prevence onemocnéni:

srovnani dvou skupin jedincl s alespon jednim

shodnym pfiznakem herpetického onemocnéni




pohlavnich organi A bud se souéasnou pozitivni
kultivaci NEBO pfitomnosti protilatek na nevakcinac¢ni
antigeny stanovenymi metodou western biotting do
Sesti mésicl a pozitivni mistni detekci herpes simplex
DNA stanovenou metodou polymerazové fetézcove
reakce (PCR)

tabulka 4a. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organu — muZi a Zeny

skupina

iéinnost (95% ClI)

obdobi
vSechna ITT 33,8 (-22,8; 64,3%)
m 2-19 PP 25,4% (-55,5; 64,2%)

tabulka 4b. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organd — muzi

obdobi skupina uéinnost (95% ClI)
véechna ITT -21,2 (-176,2; 46,8%)
m 2-19 PP 3,6% (-171,7; 60,5%)

tabulka 4c. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organu — zeny

obdobi skupina aéinnost (95% ClI)
vechna ITT 72,7% (19,1; 90,8%)
m 2-19 PP 54,6% (-46,4; 85,9%)
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sekundarni cile

1) prevence infekce

srovnani jedincd (ze skupiny, ktera dostavala vakcinu a
ze skupiny, ktera dostavala placebo) s protilatkami na
nevakcinaéni antigeny (sérokonverze) a jedincl
nemocnych (kultivaéni zkouska) v poCatecnim obdobi
sledovani (mésice 2-19)

tabulka 5a. Prevence herpetické infekce pohlavnich

organl — muzi a zeny

obdobi skupina aéinnost (95% Cl)
véechna ITT 15,2% (-30,4; 44,0%)
m 2-19 PP 10,8% (-48,4; 46,4%)

tabulka 5b. Prevence herpetické infekce pohlavnich

organu — muzi

obdobi skupina Géinnost (95% Cl)

véechna ITT -26,3% (-138,8; 33,2%)
m 2-19 PP 3,8% (-100,5; 53,9%)

tabulka 5¢c. Prevence herpetické infekce pohlavnich

organu — zZeny
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obdobi skupina uéinnost (95% Cl)
vSechna ITT 42,6% (-3,9; 68,3%)
m 2-19 PP 21,3% (-57,7; 60,8%)

2) prevence infekce

srovnani jedincl (ze skupiny, ktera dostavala vakcinu a
ze skupiny, ktera dostavala placebo) s protilatkami na
nevakcinaéni antigeny (sérokonverze) a jedinc(

nemocnych (kultivaéni zkou$ka) v mésicich 7-19

tabulka 6a. Prevence herpetické infekce pohlavnich

organut — muzi a Zeny

obdobi skupina adinnost (95% ClI)
m 7-19 PP 37,5% (-35,8; 71,2%)

tabulka 6b. Prevence herpetické infekce pohlavnich

organt — muzi

obdobi skupina | u&innost (95% CI)
m 7-19 PP 14.2% (-177,3; 73,5%)

tabulka 6¢c. Prevence herpetické infekce pohlavnich

organu — Zeny

obdobi skupina aéinnost (95% CI)
m 7-19 PP 53,2% (-32,2; 83,4%)
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2) prevence onemocnéni v mésicich 7-19

srovnani jedinc s alespofi jednim shodnym pfiznakem
herpetického onemocnéni pohlévnich organl A bud se
sougasnou pozitivni kultivaci NEBO pfitomnosti
protilatek na nevakcinaéni antigeny stanovené metodou
western blotting a pozitivni detekci herpes simplex DNA
metodou polymerazové fetézcové reakce (PCR)

s placebem po pIné vakcinaci (mésice 7-19)

tabulka 7a. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organt — muzi a Zeny

obdobi skupina taéinnost (95% ClI)
m 7-19 PP 57,1% (-64,4; 88,8%)

tabulka 7b. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organ( - muzi

obdobi skupina aéinnost (95% Cl)
m 7-19 PP -2,9% (-624,7; 85,4%)

tabulka 7c. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organu — Zeny

obdobi skupina | aéinnost (95% CI)
m7-19 PP 81 3% (-57.5. 97,8%)

Zhodnotit dobu vzniku herpetického onemocnéni
pohlavnich organl v obou skupinach v prabéhu 17

mésicl od jednoho mésice po druhé vakcinaci.
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Doba vzniku herpetického onemocneéni p"ohlaVnich
organl ve skupiné ITT je ukdzana na obrazcich 1a (muzi
a Zeny), 1b (muzi) a 1c (Zeny). Analyza ua&innosti
vakciny na dobu vzniku herpetického onemocnéni
pohlavnich organt ve skupiné ITT je ukazana

v tabulkach 8a (muzi a Zeny), 8b (muZzi) a 8c (Zeny). Ve
skupinach podle protokolu (PP) (mésice 2-19) nebyla
doba vzniku analyzovana, protoze u pfijemcl vakciny a
pfijemcl placeba je v pfezivani bez onemocnéni
pozorovan rozdil jiZ pfed mésicem 2.

Poznamka: do analyzy doby vzniku onemocnéni nejsou
zahrnuty pfipady herpetického onemocné&ni pohlavnich

organt po meésici 19.

tabulka 8a. Prevence herpetického onemocnéni
pohlavnich organi podle doby vzniku onemocnéni -

muzi a Zeny

obdobi | skupina hodnota p uéinnost
(Log Rank test) [(95%Cl)
m 0-19 ITT 0,1432 37,96%
(-18,27; 67,45%)

tabulka 8b. Prevence herpetického onemocnéni
pohlavnich organu podle doby vzniku onemocnéni -

muzi
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obdobi | skupina hodnota p ac€innost
(Log Rank test) [(95%ClI)
m 0-19 ITT 0,8025 -11,54%
(-162,55; 52,63%)

tabulka 8c. Prevence herpetického onemocnéni

pohlavnich organu podle doby vzniku onemocnéni -

zeny
obdobi | skupina hodnota p ac¢innost
(Log Rank test) [(95%Cl)
m 0-19 ITT 0,013 73,24%
(18,69; 91,19%)

Souhrn a zavéry z detailni analyzy vysledkl studie
Demografické charakteristiky a hodnoceni rizikovych faktoru

Z 847 jedincll zafazenych do studie (425 pFijemcl vakciny, 422
pfijemci placeba) dokon¢ilo studii (do mésice 19) 697 jedincl

(344 piijemcl vakciny a 353 pfijemcl placeba). Ze studie bylo

vyfazeno 150 jedincl; nikdo nebyl vyfazen kvlali zavaznym

nezadoucim udéinkim.

V mésicich 2-19 bylo ve skuping& ATP hodnotiteinych 370
jedincl, ktefi dostavali vakcinu a 369 jedincl, ktefi dostavali

placebo. Skupiny byly z hlediska demografickych charakteristik




600

Ld
- 42 - e s e LN 4 LR

vyvazeny a vybérem jedincl pro analyzu skupiny ATP nedoslo
k bias.

Mezi stanovované rizikové faktory, které mohly mit vliv na
podéet ziskanych herpetickych onemocné&ni nebo infekci
pohlavnich organ(, patfi délka partnerského vztahu pfed
zahajenim studie, primérna doba do rozchodu s nakazenym
partnerem, frekvence pohlavniho styku (na zacatku a

v prabéhu obdobi sledovani auginnosti vakciny) a frekvence
pouzivani kondomu (na za¢atku a v pribéhu obdobi sledovani

Gu&innosti vakciny).

Z vysledkl vyplynulo, Ze skupina pfijemcd vakciny a skupina
piijemcd placeba byly z hlediska vSech rizikovych faktord na
zadatku studie vyvazeny a Ze tato vyvazenost byla béhem
studie udrzovana. Profil rizikovych faktord skupiny ITT
odpovidal profilu rizikovych faktord ATP, takze vyfazeni

jedincl neodpovidajicich protokolu nevedlo k bias.

Subanalyza z hlediska pohlavi ukazala, ze v kazdé skupiné
podle pohlavi byly rizikové faktory, které mohly mit vliv na
podet ziskanych herpetickych onemocnéni nebo infekci

pohlavnich organ(, vyvazené.
Analyza primérniho cile uéinnosti

Pti analyze primarniho cile se G¢innost vakciny proti herpesu
pohlavnich organ( v kombinované (muZi a Zeny) skupiné
zdravych séronegativnich partnerd jedinca s herpetickym

onemocnénim pohlavnich organl neprojevila.
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Vysledky analyzy primérniho cile uginnosti Ize shrnout takto:

1) Relativni a&innost vakciny v celé skupiné (mésice 2-19
ATP) je 25,4% (95% Cl: -55,5; 64,2; p=0,449). Relativni
udinnost vakciny ve skupiné ITT je 37,9% (95% CI. -16,6;
67,0; p=0,143).

2) Na analyzu Géinnosti ve skuping ITT mélo statisticky
vyznamny vliv pohlavi (p=0,03).

3) PF¥i oddélené analyze podle pohlavi je GCinnost vakciny
v mésicich 2-19 u Z2en ve skupiné ATP 54,2% (95% ClI: -
47.7: 85,8: p=0,238) a u Zen ve skupiné ITT je GCinnost
vakciny 72,7% statisticky vyznamna (95% Cl: 19,1; 90,8;
p=0,014). Ve skupin& muzd neni vakcina ucinna.

V mésicich 2-19 je Géinnost vakciny u muzi ve skupiné
ATP 3,6% (95% CI: -171; 60,5) a u muz( ve skupiné ITT je
Géinnost vakciny =11,1% (95% CIl: -157,6; 52,1).

Bylo zjiét’ového, zda na Ggéinnost vakciny maji vliv nasledujici
faktory: pohlavi, vék, frekvence pouZivani kondomu na zacatku
studie, frekvence pohlavniho styku a trvani vztahu p?ed
zadatkem studie. U&innost vakciny souvisela s t&mito faktory:
senské pohlavi, v&k kolem 30 let, ne ¢asté pouzivani kondomu,
frekvence pohlavniho styku primérna nebo nizsi a krat$i trvani

vztahu. Tato pozorovani plat'ila u skupiny ATP i u skupiny ITT.
Analyzy sekundarnich cila uéinnosti

Prevence herpetického onemocnéni pohlavnich orgént (mésice
7-19)
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Po podani tiech davek vakciny (mezi mésicem 7-19) byla
a&innost vakciny na prevenci herpetického onemocnéni
pohlavnich organlt u Zen pozorovanav 81,1% ( 95% Cl: -58,9;
97,8; p=0,111). V mé&sicich 7-19 nebyla pozorovana uéinnost
vakciny u muzi (Géinnost vakciny -2,9%; 95% CI: -624,7; 85,4;
p=0,99). Ug&innost vakciny u Zen ve skupiné ATP v mésicich 7-
19 odpovida pozorované G&innosti vakciny u Zen ve skupiné

ITT pfi analyze primarniho cile ucinnosti,
Prevence HSYV infekce

Uginnost vakciny v prevenci HSV infekce byla ovéfovana
porovnanim skupiny pfijemct vakciny a skupiny pfijemct
placeba. Celkové nebyla vakcina proti HSV infekci ucinna.
Avéak v souladu s analyzami prevence onemocnéni meéla
vakcina tendenci byt aéinna v prevenci HSV infekce u Zen ve
skupiné ITT (uginnost vakciny 46,0%; 95% Cl: -2,1; 71,4;
p=0,072) a ve skupin& ATP v mésicich 7-19 (G¢innost vakciny
52,8%: 95% CIl: -33,4; 83,3, p=0,184).

Doba vzniku herpetického onemocnéni pohlavnich orgént

Doba vzniku herpetického onemocnéni pohlavnich organu byla
poéitdna od zacdatku studie do objeveni se nemoci. Hlavni
analyza byla provedena logrank testem; pro kazdou skupinu
byly sestrojeny Kaplan — Meierovy kfivky. KFivky popisujici
vznik pfipadt onemocnéni se u Zzen (mésice 2-19, skupina
ATP) rozchazely pfiblizné od devatého mésice, kdy se pfipady

onemocnéni nadale vyskytovaly ve skupiné pfijimajici placebo.
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Uginnost vakciny u Zen byla odhadnuta na 53,6% (95% CI: -
54,2; 86,0). U zen ve skupiné ITT se kFfivky rozchazely od
mésice 0, statisticky vyznamna G¢innost vakciny byla
odhadnuta na 73,2% (9'5% Cl: 18,7; 91,2; p=0,013). U muzd
nebyla vakcina'(jéinné. Vysledky doby vzniku onemocnéni opét

odpovidaly analyze primarniho cile.
ZavazZnost herpetického onemocnéni pohlavnich organt

Ke stanoveni zavaznosti onemocnéni byly v obou skupinach
stanovovany parametry, jako je doba trvani léze, doba trvani
pfiznakl v epizodé, polet pFiznak&lv epizodé a intenzita
pfiznaku v epizodé. V kombinované skupin& ATP (mésice 2-19)
byla doba trvani pfiznakl v epizodé signifikantné delsi

v malém podétu pfipadl, které se objevily ve skupiné, ktera
dostavala vakcinu (p=0,031). Z dat o zavaznosti onemocnéni
podle pohlavi také vyplyva, Zze u Zen byl ve skuping&, ktera
dostavala vakcinu, statisticky vyznamné vy$si pocdet lézi
herpetického onemocnéni pohlavnich organl v epizode
(p=0,010). Z téchto pozorovani lze usuzovat na to, Ze ackoli
vakcinace pfedchazi mirnym a stfedné zavaznym formam
onemocnéni, onemocnénim se zavaznéj$i manifestaci

nezabrani.
Celkové zavéry

Pfestoze jsou spinény pfedpoklady pro uéinnost vakciny proti
herpetickému onemocnéni pohlavnich organ, analyza
primarniho cile G&innost vakciny v kombinované skupiné (muzi

a Zeny) séronegativnich zdravych partnert jedincd
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s herpetickym onemocné&nim pohlavnich organ( nepotvrdila. Na
z4kladé pozorovaného vlivu pohlavi byla pfi oddélené sub-
analyze podle pohlavi demonstrovana uc¢innost vakciny u
3en, ktera je ve skupiné ITT statisticky vyznamna. U muzl neni

vakcina ucéinna.
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Zastupuje:




PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti jednoho nebo vice antigenl odvozenych od
patogenu nebo spojenych s patogenem zpUsobujicim STD a
pomocné latky v pfipravé vakciny k podavani jedincim

7enského pohlavi k prevenci a nebo |é¢bé& jedné nebo vice STD.

2. Pouziti podle naroku 1, vyznadujici se
tim, Ze pomocna latka je pomocna latka indukujici TH-1

lymfocyty.

3. Pouziti podle kteréhokoli z narokl 1 az 2,
vyznacujici se tim, Ze jeden nebo vice antigenl je

glykoprotein D HSV nebo jeho imunologicky fragment.

4. Pouziti podle naroku 3, vyznacdujici se tim,

?e glykoprotein D HSV je zkraceny glykoprotein.

5. Pouziti podie naroku 4, vyznacujici se
tim, Ze zkraceny glykoprotein je gD2 HSV zbaveny mista

ukotveni na C konci (gD2t).

6. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchazejicich narokd,
vyznadujici se tim, Ze jeden nebo vice antigend je

antigen odvozeny od HPV nebo spojeny s HPV.



7. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchazejicich narok,
vyznadujici se tim, Ze jeden nebo vice antigenl je

odvozeny od Chlamydie nebo s ni spojeny.

8. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchazejicich narokd,
vyznadujici se tim, Ze jeden nebo vice antigeni je

odvozeny od Neisseria gonorrhoeae nebo s ni spojeny.

9. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchazejicich narokd,
vyznadujici se tim, Ze jeden nebo vice antigenl je
odvozeny od Treponema pallidum (syfilis) nebo Haemophilus

ducreyi (mé&kky vied — $ankr) nebo s nimi spojeny.

10. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchéazejicich
narok(l, vyznadéujici se tim, Ze antigen nebo

kombinace antigenu je formulovana s vhodnym nosiCem.

11. PouZiti podle naroku 9, vyznadujici se
tim, Ze nosiéje hydroxid hlinity (kamenec), fosforecnan

hlinity nebo emulze typu olej ve vodeé.

12. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchéazejicich
narokl, vyznadujici se tim, Ze pomocna latka je

pomocna latka indukujici TH-1 lymfocyty, 3-DMPL.

13. Pouziti podle naroku 12, vyznacujici se
tim, ze d&astice 3D-MPL jsou tak malé, ze se sterilne

prefiltruji pfes membranu s otvory o praméru 0,22 mikrond.




14. Pouziti podle kteréhokoli z narokd 3 az 13,
vyznadujici se tim, Ze vakcina se pouziva
k imunizaci nebo lé¢bé jedinch Zenského pohlavi, které jsou

ohrozeny infekcemi herpes simplex virl.

15. Pouziti podle naroku 14, vyznadujici se
tim, Ze vakcina se pouZiva k prevenci nebo [éCbé

herpetickych infekci pohlavnich organa.

16. PouzZiti podle naroku 14 nebo 15, vyznadujici
se tim, Ze vakcinaéni prostfedek obsahuje gD2t (1-1000
1ng), 3-DMPL (10-200 pg) a hlinitou sdl (100-1000 pg).

17. Pouziti podle naroku 16, vyznadujici se
tim, 2Ze vakcinaéni prostiedek obsahuje gD2t (20 png), 3-
DMPL (50 png) a kamenec (500 png).

18. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchazejicich
narok(, vyznadujici se tim, Ze vakcinacni
prostfedek je podavan nebo zpracovan k podavani jedincim

Zenského pohlavi v rezimu 0, 1 a 6 mésicl.
19. Pouziti podle kteréhokoli z pfedchéazejicich
narokd, vyznadéujici se tim, Ze vakcinacni

prostfedek se podava intramuskularné.

Zastupuje:
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