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Imunogenni prostéedek, ktery obsahuje alespoit dva
proteiny S. pneumoniae, kde jednim z proteind je PhtD a
druhym proteinem je detoxifikovany pneumolysin, Ply.
Vakcina s obsahem tohoto imunogenniho prostedku.
Lékaiskeé aplikace této vakeiny pro prevenci zanétu plic u
pacienta star§iho 55 let nebo prevenci zénétu stfedniho
ucha u nemluviiat. Zptsob vyroby této vakciny, ktery
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S. pneumoniae, kterymi jsou PhtD a detoxifikovany
pneumolysin, Ply, a smiseni uvedenych proteind
dohromady s farmaceuticky ptijatelnym nosicem.
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Imunogenni prostiredek, vakcina s jeho obsahem, jeji pouZiti a zpisob jeji vyroby

Oblast techniky

Vynalez se tyka imunogenniho prostiedku, ktery obsahuje alespoti dva proteiny S. pneumoniae,
vakeiny s jeho obsahem a lékafskych aplikaci této vakciny pro ochranu déti a starych lidi pred
streptokokovou infekci. Vynalez se také tyka zpisobu vyroby této vakciny.

Dosavadni stav techniky

Streptococcus pneumoniae je Gram—pozitivni bakterie odpovédna za vyznamnou morbiditu a
mortalitu (zejména u mladych a starych jedincii), zptisobujici invazivni onemocnéni jako je pne-
umonie, bakteremie a meningitida, a onemocnéni asociovana s kolonizaci, jako je akutni otitis
media. Vyskyt pneumokokové pneumonie v US pro jedince starsi 60 let je 3 az 8 na 100000. Ve
20 % pripadech tato infekce zplsobuje bakteriemi a dal$i manifestace, jako je meningitis,
s mortalitou bliZzici se 30 %, i pfi antibiotické terapii.

Pneumococcus je enkapsulovany chemicky vazanym polysacharidem, ktery urduje serototypovou
specificitu. Existuje 90 znamych serotypi pneumokokd a kapsula je pro pneumokoky zikladni
determinantou virulence, protoze kapsule nejen chrani vnitini povrch bakterie pfed komplemen-
tem, ale je téZ slabé imunogenni. Polysacharidy jsou T-independentni antigeny a nemohou byt
zpracovany nebo prezentovany na MHC molekulach, aby mohly interagovat s T-lymfocyty. Nic-
méné€, mohou stimulovat imunitni systém alternativnim mechanismem, ktery zahrnuje zesiténi
povrchovych receptorii na B-lymfocytech.

V nékolika experimentech bylo prokdzano, Ze ochrana proti invazivnimu pneumokokovému one-
mocnéni nejsilnéji koreluje s protilatkami specifickymi pro kapsulu a Ze ochrana je specificka pro

serotyp.

Streptococcus pneumoniae je nejcastéjsi pricinou invazivnich bakteridlnich onemocnéni a otitis
media u kojencii a mladSich déti. Obdobng, u starych jedinci dochézi ke $patné odpovédi na pne-
umokokové vakciny [Roghmann et al., (1987), J. Gerontol. 42:265 az 270], coZ je divodem zvy-
Sené incidence bakteridlni pneumonie v této populaci [Verghese a Bewrk, (1983) Medicine (Bal-
timore) 62:271 az 285].

23valentni nekonjugovana pneumokokové vakcina vykazovala riiznou klinickou G&innost, od 0%
do 81% (Fedson et al., (1994) Arch Inter Med. 154: 2531 az 2535). Zdalo se, ze G&innost souvisi
s rizikovou skupinou, ktera je imunizovéna, jako jsou stafi pacienti, pacienti s Hodginovou ne-
moci, po splenoktomii, se srpkovitou anemii a agammaglobulinemii (Fine et al., (1994) Arch
Intern Med. 154:2666 az 2677), a také s manifestaci onemocnéni. 23valentni vakcina nevykazuje
ochranu pfed pneumokokovou pneumonii (u nékterych rizikovych jedincd, jako jsou stafi lidé) a
pred otitis media.

Strategie, které byly navrZeny pro pfekonani tohoto chybéni imunogenicity u déti, véetné nava-
zani polysacharidu na velké imunogenni proteiny, které napomahaji v indukci T-lymfocyti a
které indukuji imunologickou pamét’ k polysacharidovému antigenu, se kterym jsou konjugova-
né.

Nicméné, stale trva potfeba vylepsené pneumokokové vakeiny, zejména takové, ktera by byla
vice uginnd v prevenci nebo zmirnéni pneumokokovych onemocnéni (zejména pneumonie) u sta-

rych jedinct a déti.

Predkladany vynalez poskytuje takovou zlep$enou vakcinu.
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Podstata vynalezu

Prvnim aspektem pfedmétu vynalezu v hlavnim provedeni i) je imunogenni prostfedek, ktery
obsahuje alespoii 2 proteiny S. pneumoniae, kde jednim z proteini je PhtD a druhym proteinem
je detoxifikovany pneumolysin Ply.

Ptednostni provedeni prvniho aspektu pfedmétu vynalezu zahrnuji zejména

ii) imunogenni prostfedek podle provedeni i), ktery déle obsahuje NR1xR2 nebo R1xR2 z CbpA
nebo PspC;

iii) imunogenni prostiedek podle provedeni i) nebo ii), kde pneumolysin je detoxifikovan che-
micky;

iv) imunogenni prostfedek podle provedeni i) nebo ii), kde pneumolysin je detoxifikovan gene-
ticky;

v) imunogenni prostiedek podle kteréhokoliv z provedeni i) az iv), ktery obsahuje dalsi antigen
zvoleny ze skupiny sestavajici z povrchového antigenu viru hepatitidy B, HBsAg; antigenii Polio
viru; proteinii vné&j$i membrany Moraxella catarrhalis; proteinii netypovatelného kmene Hamo-
philus influenzae a proteini vnéj$i membrany N. meningitidis B;

vi) imunogenni prostiedek podle provedeni v), ve kterém je dal$im antigenem protein netypova-
telného kmene Haemophilus influenzae;

vii) imunogenni prostfedek podle provedeni vi), ve kterém je dal$im antigenem protein D nety-
povatelného kmene Haemophilus influenzae;

viii) imunogenni prostiedek podle kteréhokoliv z provedeni i) aZ vii), ktery dale obsahuje ad-
juvans;

ix) imunogenni prostfedek podle provedeni viii), v némz je adjuvant prednostnim induktorem
odpovédiTH1 typu.

Druhym aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu x)) je vakcina, kterd obsahuje imuno-
genni prostiedek podle kteréhokoliv z provedeni i) az ix).

Tretim aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu xi)) je pouziti vakciny podle provedeni
X) pro vyrobu lé€iva pro prevenci zanétu plic u pacienta starSiho 55 let.

Ctvrtym aspektem predmétu vynélezu (provedeni vynalezu xii)) je pouZiti vakciny podle prove-
deni x) pro vyrobu lé&iva pro prevenci zanétu stfedniho ucha u nemluviiat.

Patym aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu xiii)) je zplisob vyroby vakciny podle
provedeni x), ktery zahrnuje kroky selekce a izolace dvou riiznych proteini S. pneumoniae, kte-
rymi jsou PhtD a detoxifikovany pneumolysin, Ply, a smiseni uvedenych proteinii dohromady
s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

V dalsim popisu je vynalez objasiiovan v $ir§im kontextu nez odpovida rozsahu, ktery je skutecné
predmétem tohoto vynalezu. Vyslovné se proto uvadi, ze do rozsahu vynélezu spadaji jen aspekty
explicitné uvedené vyse, a jen ty jsou také pfedmétem piipojenych patentovych naroki. Nasledu-
jici popis ma jen ilustrativni vyznam.

V jednom aspektu v rimci tohoto $ir§iho kontextu poskytuje predkladany vynélez imunogenni
prostiedek obsahujici alespoti 2 proteiny S. pneumoniae vybrané ze skupiny zahrnujici rodinu
polyhistidinové triady (PhtX), rodinu vazebného proteinu pro cholin (CbpX), CbpX zkracené
formy, LytX rodinu, LytX zkracené formy, chimérické proteiny CbpX zkracena forma-LytX
zkracend forma, pneumolysin (Ply), PspA, PsaA, Sp128, Sp101, Sp130, Sp125 a Sp133. Ve vy-
hodném provedeni je jeden protein z rodiny poly-histidinové triddy (PhtX). V jiném vyhodném
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provedeni je jeden z proteinti z rodiny vazebného proteinu pro cholin (CbpX), nebo zkracena
forma bpx, nebo chiméricky protein CbpX zkracena forma—LytX zkracena forma.

V souvisejicim aspektu piedkladany vynalez poskytuje vakcinu pro 1é€bu nebo zmirnéni otitis
media u déti nebo pneumonie u starych jedinct. Volitelné vakcina dale obsahuje adjuvans, coZ je
vyhodné induktor TH1 reakce.

V jesté dalSim piibuzném aspektu vynalez poskytuje zplisob pro vyrobu vakciny podle piedkla-
daného vynalezu, ve kterém jsou selektovany a izolovany 2 riizné proteiny S. pneumoniae, které
jsou smiseny s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

Predkladany vynalez poskytuje vylepSenou vakcinu pro prevenci nebo zmirnéni pneumokokové
infekce u starych jedincii (napt. pneumonie) a/nebo u déti (napf. otitis media), kde uvedena vak-
cina je na bazi pneumokokovych proteind. V jednom vyhodném provedeni je vakcina vhodna pro
prevenci nebo zmirnéni pneumokokové infekce starych jedinci. Protoze vétsina dospélych se jiz
setkala se Streptococcus pneumoniae, je vakcina podle pfedkladaného vynalezu uréena pro dosy-
ceni existujici imunitni reakce u dospélych a starych jedinci na protektivni aroveti, pomoci po-
dani alespofi 2 pneumokokovych proteinii identifikovanych v predkladaném vynalezu. Pneu-
mokokové proteiny jsou podany za absence polysacharidii S. pneumoniae.

V predkladaném vynélezu je pacient povazovan za starého jedince, pokud je mu vice nez 55 let,
obvykle vice nez 60 let, typicky vice nez 65 let. V jednom provedeni tedy vynalez poskytuje
vakcinaéni prostfedek obsahujici pneumokokové proteiny pro prevenci pneumonie u starych
jedinct.

V jiném provedeni pfedkladany vynélez poskytuje vakcinaéni prostiedek, vhodny pro pouziti u
déti (obvykle ve v&ku 0 az 2 let) obsahujici dva nebo vice pneumokokové proteiny identifikované
v ptedkladaném vynalezu.

Pneumokokové proteiny podle piedkladaného vynalezu

Proteiny Streptococcus pneumoniae podle piedkladaného vynélezu jsou bud’ proteiny pfitomné
na povrchu, alespoii béhem ¢asti Zivotniho cyklu pneumokoka, nebo jsou to proteiny, které jsou
secernovany nebo uvoliiovany pneumokokem. Vyhodné je kombinace proteini podle piedkiada-
ného vynalezu vybrana ze 2 riznych kategorii, jako jsou proteiny majici motiv signalni sekvence
typu Il LXXC (kde X je jakakoliv aminokyselina, napt., z rodiny polyhistidinové triady (PhtX),
proteiny vazici cholin (CpbX), proteiny majici motiv signalni sekvence typu I (napf. Sp101),
proteiny majici LPXTG motiv (kde X je jakakoliv aminokyselina, napf., Sp128, Sp130), toxiny
(napf. Ply), atd. Vyhodnymi ptiklady v téchto kategoriich (nebo motivech) jsou nésledujici pro-
teiny nebo jejich imunologicky funkéni ekvivalenty.

Imunogenni prostiedek podle pfedkladaného vynalezu obsahuje alespoti 2 proteiny vybrané ze
skupiny zahrnujici rodinu polyhistidinové triddy (PhtX), rodinu vazebnych proteinii pro cholin
(CbpX), CbpX zkrécené formy, LytX rodinu, LytX zkracené formy, chimérické proteiny CbpX
zkracena forma-LytX zkracena forma (nebo fizni proteiny), pneumolysin (Ply), PspA, PsaA,
Sp128, Sp101, Sp130, Sp125 a Sp133. Nicméné, kdyz je CbpX PspC, pak neni druhy protein
PspA nebo PsaA. Vyhodné imunogenni prostfedek obsahuje 2 nebo vice proteinii vybranych ze
skupiny zahrnujici rodinu Poly Histidinové Triady (PhtX), rodinu vazebnych proteint pro cholin
(CbpX), CbpX zkracené formy, LytX rodinu, LytX zkrdcené formy, chimérické proteiny (nebo
fuze) CbpX zkrdcena forma—LytX zkricena forma, pneumolysin (Ply), PspA, PsaA a Sp128.
Lépe imunogenni prostfedek obsahuje 2 nebo vice proteind vybranych ze skupiny zahrnujici
rodinu poly histidinové triddy (PhtX), rodinu vazebnych proteinii pro cholin (CbpX), CbpX zkra-
cené formy, LytX rodinu, LytX zkrdcené formy, chimérické proteiny (nebo fize) CbpX zkracena
forma—LytX zkracena forma, pneumolysin (Ply) a Sp128.
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Pht (Poly Histidinova Triada) rodina obsahuje proteiny PhtA, PhtB, PhtD a PhtE. Rodina je cha-
rakterizovana lipidaéni sekvenci, dvé domény jsou separovany regionem bohatym na prolin a
nékolika histidinovymi triadami, které se snad ucastni na vazbé kovl nebo nukleosidii nebo na
enzymatické aktivité, (3 az 5) stoCenymi regiony, a konzervovaném N—koncem a heterogennim
C—koncem. Tato rodina je pfitomna u vsech testovanych kmend pneumokoki. Homologni pro-
teiny byly také zjistény v jinych Streptokokach a Neisseriich. Mezi vyhodné ¢leny rodiny patfi
PhtA, PhtB a PhtD. Vyhodnéji obsahuje rodina PhtA nebo PhtD. Je téeba si uvédomit, ze terminy
Pht A, B, D a E oznacuji proteiny majici sekvence popsané ve vySe uvedenych citacich, stejné
jako jejich ptirozené (a uméle vyrobené) variace, které maji sekvenci z alespori 90 % identickou
jako uvedené proteiny. Vyhodné je sekvence alespon z 95 % identickd a nejlépe je alespoii z
97 % identicka.

S ohledem na PhtX proteiny je PhtA popsan ve WO 98/18930, a je téz oznaCovan jako Sp36. Jak
bylo uvedeno vyse, jedna se o protein z rodiny polyhistidinové triddy a obsahuje typ II signalniho
motivu LXXC.

PhtD je popsan ve WO 00/37105, a je téZ oznacovan jako Sp036D. Jak bylo uvedeno vyse, jedna
se také o protein z rodiny polyhistidinové triddy a obsahuje typ II signalniho motivu LXXC.

PhtB je popsan ve WO 00/37105, a je téZ oznaCovan jako Sp036B. Jinym ¢lenem PhtB rodiny je
C3—degradujici polypeptid, jak je popsan ve WO 00/17370. Tento protein patii téZ do rodiny
polyhistidinové triady a obsahuje typ II LXXC signalniho motivu. Vyhodny imunologicky funké-
ni ekvivalent je protein Sp42 popsany ve WO 98/18930. Zkracena forma PhtB (pfiblizné 79kD)
je popsana ve WO 99/15675 a je téZ povazovana za ¢lena PhtX rodiny.

PhtE je popsan ve WO 00/30299 a je oznacovan jako BVH-3.

Clenové rodiny vazebnych proteinii pro cholin (CbpX), byly piivodné identifikovany jako pneu-
mokokové proteiny, které mohou byt precistény cholinovou—afinitni chromatografii. VSechny
vazebné proteiny pro cholin jsou nekovalentné navazany na fosforylcholinové skupiny kyseliny
teichoové bunééné stény a kyseliny lipoteichoové asociované s buné¢nou membranou. Struktu-
ralné obsahuji nékolik regiond spole¢nych celé roding, ackoliv se celkovy presny charakter pro-
teind muze liSit (v aminokyselinové sekvenci, délce atd.). Obecné vazebné proteiny pro cholin
obsahuji N-terminalni region (N), konzervované repetitivni regiony (R1 a/nebo R2), a region
bohaty na prolin (F) a konzervovany vazebny region pro cholin (C), tvofeny mnoha repetitivnimi
Gseky, ktery tvoii pfiblizn€¢ jednu polovinu proteinu. Termin ,rodina vazebnych proteinli pro
cholin (CpbX)“ oznacuje skupinu zahrnujici vazebné proteiny pro cholin, jak jsou definovany ve
WO 97/41151, PbcA, SpsA, PspC, CbpA, CbpD a CbpG. CbpA je popsan v WO97/41151. CbpD
a CbpG jsou popsany ve WO 00/29434. PspC je popsan v WO 97/09994. PbCA je popsan
v WO 98/21337. SpsA je vazebny protein pro cholin popsany ve WO 98/39450. Vyhodné jsou
vazebné proteiny pro cholin vybrané ze skupiny zahrnujici CbpA, PbcA, SpsA a PspC.

Jinym vyhodnym provedenim jsou CbpX zkracené formy, kde ,,CbpX“ je definovan vyse a
,,zkracené formy* oznaduji CbpX proteiny, kterym chybi 50 % nebo vice vazebného regionu pro
cholin (C). Vyhodné takovym proteinim chybi cely vazebny region pro cholin. Vyhodnéji u ta-
kovych zkracenych forem chybi (i) vazebny region pro cholin a (ii) a ¢ast N—koncové poloviny
proteinu, za zachovani alespoti jednoho repetitivniho regionu (R1 nebo R2). Jest€ vyhodnéji ob-
sahuje zkracena forma 2 repetitivni regiony (R1 a R2). Pfiklady takovych vyhodnych provedeni
jsou NR1xR2 a R1xR2, jak jsou popsany ve WO 99/51266 nebo WO 99/51188, ale i dal3i vazeb-
né proteiny pro cholin bez podobného vazebného regionu spadaji do rozsahu ptedkladaného vy-
nalezu.

LytX rodina jsou proteiny asociované s membranou asociované s buné¢nou lyzou. N-koncova
doména obsahuje vazebnou doménu pro cholin, ale LytX rodina nema vSechny vlastnosti uvede-
né u CbpA rodiny a tak je pro pfedkladany vynalez LytX rodina povazovana za rodinu odliSnou
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od CbpX rodiny. Na rozdil od CbpX rodiny C—koncova doména obsahuje katalytickou doménu
rodiny LytX proteinu. Rodina zahrnuje LytA, B a C. S ohledem na LytX rodinu je LytA popséan
v Ronda et al., Eur. J. Biochem, 164:621 az 624 (1987). LytB je popsan ve WO 98/18930, a je téz
oznacovan jako Sp46. LytC je také popsan v WO 98/18930, a je téz oznaCovan jako Sp91. Vy-
hodnym ¢lenem této rodiny je LytC.

Jinym vyhodnym provedenim jsou LytX zkracené formy, kde ,,LytX“ je definovan vyse a ,,zkra-
cené formy“ oznacuji LytX proteiny bez S0 % nebo vice vazebného regionu pro cholin. Vyhodné
takové proteiny neobsahuji cely vazebny region pro cholin. Ptiklady takovych zkracenych forem
jsou uvedeny v prikladech provedeni vynalezu.

Jesté dalSim vyhodnym provedenim piedkladaného vynalezu jsou chimérické proteiny (nebo
fize) CbpX zkracena forma—LytX zkracena forma. Vyhodné tyto formy obsahuji NR1xR2 (nebo
R1xR2) CpbX a C-koncovou &ast (C—term. tj. bez vazebnych domén pro cholin) LytX (napf.,
LytCCterm nebo Sp91Cterm). Vyhodnéji je CbpX vybrany ze skupiny zahrnujici CpbA, PbcA,
SpsA a PspC. Jest€ vyhodnéji se jedna o CbpA. Vyhodné je LytX LytC (téZ oznalovany jako
Sp9l).

Jinym provedenim predkladaného vynalezu je PspA nebo PsaA zkracena forma bez vazebné
domény pro cholin (C) a exprimovana jako fizni protein s LytX. Vyhodné je LytX LytC.

Pneumolysin je multifunkéni toxin s rdznymi cytolytickymi (hemolytickymi) a komplement—
aktivaénimi aktivitami (Rubins et al., Am. Respi. Cit Care Med., 153:1339 az 1346 (1996)). To-
Xin neni secernovan pneumokoky, ale uvoliiuje se po lyze pneumokoki v disledku piisobeni
autolysinu. Mezi jeho efekty patfi, naptiklad, stimulace produkce zanétlivych cytokini lidskymi
monocyty, inhibice pohybu rasinek v epitelu respiraéniho traktu u ¢lovéka, a snizeni baktericidni
aktivity a migrace neutrofilii. Nejvyznamnéjsim u¢inkem pneumolysinu je lyza erytrocytd, ktera
zahrnuje vazbu na cholesterol. ProtoZe se jedna o toxin, musi byt detoxifikovan (tj. musi byt ne-
toxicky pro ¢lovéka, kdyz je poskytnut v davce vhodné pro ochranu) pied tim, neZ je podan in
vivo. Exprese a klonovani ptirozeného nebo nativniho pneumolysinu je zndma v oboru. Viz, na-
pfiklad, Walker et al. (Infect Immun, 55:1184 az 1189 (1987)), Mitchel et al. (Biochim Biophys
Acta, 1007:67 az 72 (1989) a Mitchell et al. (Biochim Biophys Acta, 1007:67 az 72 (1989) a
Mitchell et al (NAR, 18:4010 (1990)). Detoxifikace ply miZe byt provedena chemickymi pro-
stftedky, napf. pomoci formalinu nebo glutaralaldehydu nebo jejich kombinaci. Takové metody
Jsou dobfe znamy v oboru pro rizné toxiny. Tak vynalez zahrnuje derivaty pneumokokovych
proteind, jako jsou napfiklad mutované proteiny. Termin ,mutovany*, jak je zde pouZit, oznaduje
to, ze molekula, na které byla provedena delece, adice nebo substituce jedné nebo vice aminoky-
selin za pouZiti dobfe znamych technik, jako je mistng cilend mutagenese nebo jina bézna meto-
da. Napiiklad, jak je popsano vyse, mutantni ply protein mize byt pozménén tak, Ze je biologicky
inaktivni a zachovava si imunogenni epitopy, viz, naptiklad, WO 90/06951, Berry et al. (Infect
Immun, 67:981 az 985 (1999)) a WO 99/03884.

Termin ,,Ply®, jak je zde pouZit, oznaduje mutovany nebo detoxifikovany pneumolysin vhodny
pro lékafské pouziti (tj. netoxicky).

PsaA a PspA a jsou oba znamé v oboru. Naptiklad, PsaA a varianty s transmembranovou deleci
byly popsany v Berry & Paton, Infect Immun 1996 Dec;64(12):5255 az 62. PspA a varianty
s transmembranovou deleci byly popsany v, naptiklad, US 5 804 193, WO 92/14488 a WO 99/-
53940.

Sp128 a Sp130 jsou popsany ve WO 00/76540.
Sp125 je ptikladem povrchového proteinu pneumokoka s LPXTG motivem zakotvenym v bun&g-

n¢ sténé (kde X je jakakoliv aminokyselina). Bylo zjisténo, Ze jakykoliv protein s touto tfidou
pneumokokového povrchového proteinu s timto motivem je uzite¢ny v predkladaném vynalezu a
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proto se povazuje za dalsi protein podle predkladaného vynalezu. Sp125 sdm je popsan ve
WO 98/18930, a je také znam jako ZmpB — zinkova metaloproteinasa.

Sp101 je popsan ve WO 98/06734 (kde ma oznaceni #y85993). Je charakterizovan signalni sek-
venci typu L.

Sp133 je popsan ve W098/06734 (kde ma oznaceni #y85992). Je také charakterizovan signalni
sekvenci typu L.

Proteiny podle piedkiadaného vynalezu mohou byt také vyhodné kombinovany. Mezi vyhodné
kombinace patfi, napfiklad, PhtD + NR1xR2, PhtD + NR1xR2-Sp91Cterm chimérické nebo
fazni proteiny, PhtD + Ply, PhtD + Sp128, PhtD + PsaA, PhtD + PspA, PhtA + NR1xR2, PhtA +
NRI1xR2-Sp91Cterm chimérické nebo fuzni proteiny, PhtA + Ply, PhtA + Sp128, PhtA + PsaA,
PhtA + PspA, NR1xR2 + Lyt C, NR1xR2 + PspA, NR1xR2 + PsaA, NR1xR2 + Sp128, R1xR2 +
LytC, R1xR2 + PspA, R1xR2 + PsaA, R1xR2 + Sp128, R1xR2 + PhtD, R1xR2 + PhtA. Vyhodné
je NR1xR2 (nebo R1xR2) z CbpA nebo PspC. Vyhodnéji je z CbpA.

Zejména vyhodna kombinace pneumokokovych proteinii obsahuje Ply (nebo jeho zkracenou for-
mu nebo imunologicky funkéni ekvivalent) + PhtD (nebo jeho zkracenou formu nebo imunolo-
gicky funkéni ekvivalent) + NR1xR2 (nebo R1xR2). Vyhodné je NR1xR2 (nebo R1xR2) z CbpA
nebo PspC. Vyhodnéji je z CbpA.

Predkladany vynalez také zahrnuje ,,imunologicky funkéni ekvivalenty* proteini podle predkla-
daného vynalezu. ,,Imunologicky funkéni ekvivalent” je definovan jako peptid nebo protein obsa-
hujici alespoti jeden protektivni epitop z proteinu podle predkladaného vynélezu. Takové epitopy
jsou obvykle vystaveny na povrchu, jsou vysoce konzervovany a mohou vyvolat baktericidni
protilatkovou reakci u hostitele nebo mohou zabranit toxickym a¢inkim. Vyhodné miize byt
pouzit funkéni ekvivalent obsahujici alespori 15 a vyhodné 30 nebo vice sousedicich aminokyse-
lin z proteinu podle pfedkladaného vynalezu, za podminky, Ze tyto ekvivalenty jsou schopné
vyvolat v podstaté stejnou imunologickou reakci jako pfirozeny protein. Pozice potencidlnich B—
lymfocytarnich epitopl v proteinové sekvenci mize snadno uréena pomoci identifikace peptidi,
které jsou jak vystavené na povrchu, tak antigenni, kde toto uréeni lze provést za pouZiti kombi-
nace dvou metod: 2D-strukturdlni predikce a predikce antigenniho indexu. Predikce 2D-
struktury miZe byt provedena za pouziti PSIPRED programu (od David Jones, Brunel Bioinfor-
matics Group, Dept. Biological Sciences, Brunel University, Uxbridge UB8 3PH, UK). Antigen-
ni index miize byt vypogitan zpiisobem podle Jamesona a Wolfa (CABIOS 4:181 az 186 [1988]).

Predkladany vynalez ma vyhody oproti jinym S. pneumoniae polysacharidovym vakeindm v tom,
(imunogenni) prostfedky obsahujici vice S. pneumoniae proteinii mohou poskytovat veétsi zkiize-
nou ochranu pted vice serotypy, mohou vice inhibovat adherenci a tvorbu kolonii a mohou po-
tencialné vyvolavat tvorbu protilatek, které mohou neutralizovat toxické/enzymatické funkce
patogenu. Déle, dalsi povrchové antigeny poskytuji prostfedky pro dal3i stimulaci opsonofagocy-
tosy.

Piedkladany vynalez také zahrnuje kombinované vakciny, které poskytuji ochranu pfed riznymi
patogeny. Mnoho pediatrickych vakcin se v sou¢asnosti podava ve form¢ kombinovanych vak-
cin, aby se redukoval poget injekci, které dit& musi dostat. Tak mohou byt pediatrické vakciny
obsahujici antigeny z jinych patogend formulovéany s vakcinami podle pfedkladaného vynalezu.
Napiiklad mohou byt vakciny podle pfedkladaného vyndlezu formulovany s (nebo podavany
samostatng, ale ve stejnou dobu) dobfe znamou ,trivalentni* kombinovanou vakcinou obsahujici
Diphthericky toxoid (DY), tetanicky toxoid (IT), pertussovou slozku [typicky detoxifikovany
Pertussicky toxoid (P1) a filamentosni haemaglutinin (FHA) volitelné s pertactmem (PRN)
a/nebo aglutininem 1+2], napiiklad s prodéavanou vakcinou [FANRIX-DTPa™ (SmithKline Bee-
cham Biologicals), ktera obsahuje DT, IT, PT, FHA a PRN antigeny, nebo s pertusovou sloZkou
tvofenou celymi buitkami, jako je napiiklad vakcina prodavana SmithKline Beecham Biologicals
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s.a. jako Tritanrix" . Kombinovan4 vakcina miiZe také obsahovat dalgi antigen, jako je povrchovy
antigen viru hepatitidy B (HBsAg), antigeny Polio viru (napfiklad inaktivovany trivalentni polio
virus — IPV), proteiny vnéj$i membrany Moraxella catarrhalis, non—typické proteiny Haemo-
philus influenzae, proteiny vné&j$i membrany N. meningitidis B.

Ptiklady vyhodnych proteinovych antigeni Moraxella catarrhalis, které mohou byt obsazeny
v kombinované vakciny (zejména pro prevenci otitis média) jsou: OMP106, [WO 97/41731 (An-
tex) & WO 96/34960 (PMC)]; OMP21; LbpA a/nebo LbpB [WO 98/55606 (PMC)]; ThpA
a/nebo ThpB [WO 97/13785 & WO 97/32980 (PMC)); CopB Welminen ME, et al. (1993) Infect.
Immun. 61:2003-2010]; UspAl a/nebo UspA2 [WO 93/03761 (University of Texas)]; UspAl
a/nebo UspA2 [WO 93/03761 (University of Texas)]; OmpCD; HasR (PCT/EP99/03824); PilQ
(PCT/EP99/03823); OMP85 (PCT/EP00/01468); lipo06 (GB9917977.2); Lipol0 (GB 99182-
08.1); lipo11 (GB 9918302.2); lipo18 (GB 9918038.2); P6 (PCT/EP99/03038); D15 (PCT/EP99/-
03822); OmplAl (PCT/EP99/06781); Hly3 (PCT/EP99/03257); a OmpE. Piiklady netypickych
antigentt Haemophilus influenzae, které mohou byt obsazeny v kombinované vakciné (zejména
pro prevenci otitis media) jsou: Fimbrinovy protein [US 5 766 708 — Ohio State Research Foun-
dation)] a fize obsahujici peptidy odvozené od tohoto proteinu (napt. LB1(f) fiizni peptidy; US
5 843 464 (OSU) nebo WO 99/64067]; OMP26 (WO 97/01638 (Cortecs)]; P6 [HP 281673 (State
University of New York)]; TbpA a/nebo ThpB; Hia; Hsf; Hin47; Hif, Hmwl; Hmw2; Hmw3;
Hmw4; Hap; D15 (WO 94/12641); protein D (EP 594 610); P2; a P5 (WO 94/26304).

V jiném provedeni mohou byt riizné antigeny uvedené vysSe obsazeny v imunogennim prosttedku
podle predkladaného vynalezu jako antigeny pfitomné na povrchu vnéjSich membranovych vesi-
kul (zahybii) vyrobenych z bakterii, ze kterych jsou ziskany.

Dal3imi zahrnutymi kombinacemi jsou proteiny S. pneumoniae podle pfedkladaného vynilezu
v kombinaci s virovymi antigeny, napiiklad od chiipkového viru (atenuované, rozdélené nebo
podjednotkové [napf. povrchové glykoproteiny neuraminidasa (NA) a haemaglutinin (HA). Viz
napf., Chaloupka I. et al., Eur. Journal Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1996, 15: 121 az 127], RSV
(napt. F a G antigeny nebo F/G flze, viz napf. Schmidt A. C. et al., J Virol, May 2001, p 4594 az
4603), PIV3 (napi. HN a F proteiny, viz Schmidt et al., vy3e), Varicella (napf., atenuované, gly-
koproteiny I-V, atd.), a jakékoliv (nebo vSechny) slozky

NMR (spalni¢ky, zardénky, ptiusnice).

Polysacharidové antigeny podle pfedkladaného vynélezu

Predkladany vynalez také zahrnuje kombinované vakciny s 2 nebo vice S. pneumoniae proteiny
v kombinaci s polysacharidy jinymi neZ z S. pneumoniae. Takové polysacharidy mohou byt izo-
lovany napfiklad z H. influenzae, H. influenzae typu B (Hib), N. meningitidis skupin A, C, W, Y,
Streptokok jinych nez S. pneumoniae (napf. Streptococcus skupiny B, S. pyrogenes, atd.), Sta-
phylococcus (napf., E. faecalis a E. faecium) atd. Vyhodng jsou polysacharidy z H. influenzae
typu B (Hib), a/nebo N. meningitidis skupin A, C, W135, a/nebo Y.

Jak bylo uvedeno vyse, problém spojeny s polysacharidovym pfistupem k vakcinaci spoéiva
v tom, Ze polysacharidy sami o sobé& jsou slabymi imunogeny. Pro pfekonéni tohoto problému
mohou byt polysacharidy konjugovany na proteinové noside, které jsou pomocnymi stimulanty
T-lymfocytii. Proto je vyhodné, aby byly polysacharidy pouzité v predkladaném vynalezu nava-
zané na takové proteinové nosice. Piiklady takovych nositl, které jsou pomocnymi stimulanty
T-lymfocytii. Proto je vyhodné, aby byly polysacharidy pouzité v predkladaném vynalezu nava-
zané na takové proteinové nosice. Ptiklady takovych nosicd, které jsou v soudasnosti bézné pou-
Zivané pro produkci polysacharidovych imunogend jsou diftericky a tetanicky toxoid (DT,
DT CRM197, jiné DT mutanty, napf. v pozici Glu—-148, atd. [viz, napt., US 4 709 017, WO 93/-
25210, WO 95/33481, atd.] a TT (a TT fragment C), v pfislusném potadi), ptilipkovy haemokya-
nin (KLH), OMPC z N. meningitidis, a pfe¢istény proteinovy derivat tuberkulinu (PPD).
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Dal$im nosi¢em pro imunogenni prostiedky na bazi polysacharidi (nebo vakciny) je protein D
Z Haemophilus influenzae (EP 594610-B), nebo jeho fragmenty. Fragmenty vhodné pro pouziti
jsou fragmenty obsahujici T-helper epitopy. Konkrétné, fragment proteinu D bude vyhodné ob-
sahovat N-koncovou 1/3 proteinu.

Polysacharid miize byt navazan na proteinovy nosi¢ jakoukoliv znamou metodou (napiiklad Li-
khite, U.S. Patent 4 372 945 a Armor et al., U.S. Patent 4 474 757). Vyhodn¢ je provedena CDAP
konjugace (WO 95/08348). Pro zesileni imunogenicity mohou mit polysacharidy upravenou veli-
kost (mohou byt depolymerizovany), mohou obsahovat adjuvans, mohou byt lyofilizovany nebo
mohou byt konjugovany na riizné proteinové nosice.

TH1 adjuvans podle pfedkladaného vynélezu

Vakciny podle predkladaného vynalezu obsahuji vyhodné adjuvans. Mezi vhodna adjuvans patii
soli hliniku, jako je gelovy hydroxid hlinity (kamenec) nebo fosfore¢nan hlinity, ale mohou také
obsahovat vapnik, hof¢ik, Zelezo nebo zinek, nebo obsahovat nerozpustnou suspenzi acylovaného
tyrosinu, nebo acylovanych sacharidii, kationtové nebo aniontové derivatizovanych polysachari-
di, nebo polyfosfazend. Je vyhodné, aby vybrané adjuvans bylo pfednostnim induktorem odpo-
védi THI typu. Vysoké koncentrace cytokini Thl—typu upfednostiiuji indukci buné&né imunitni
reakce na dany antigen, zatimco vysoké koncentrace cytokini Th2—typu vedou piednostné k in-
dukei protilatkové imunitni reakce na antigen.

Je dlezité si uvédomit, Ze odliseni imunitni reakce Th1 a Th2 typu neni absolutni. Ve skute¢nos-
ti se u jedincii bude rozvijet imunitni reakce, ktera je pfevazujicim zptisobem typu Th1 nebo Th2.
Nicméné, ¢asto je vyhodné rozdélovat rodiny cytokini tak, jak je popsano na mySich CD4 +ve T
— lymfocytarnich klonech v Mosmann a Coffman (Mosmann, T. R. a Coffinan, R. L. (1989) Thl
and TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties.
Annual Review of Immunology, 7, p 145-173). Tradi¢né jsou reakce Thl-typu asociované
s produkei IFN—y a [L-2 cytokind T-lymfocyty. Dalsi cytokiny asto pfimo asociované s indukci
imunitni reakce Thl-typu nejsou produkovany T-lymfocyty, jako je IL-12. Naopak, reakce
Th2-typu jsou asociované se sekreci IL—4, IL-5, IL-6, IL-10. Vhodné adjuvantni systémy, které
podporuji hlavné reakce Thl typu, jsou: Monofosforyl lipid A nebo a jeho derivaty, zejména 3—
de—O-acylovany monofosforyl lipid A (3D-MPL) (pro jeho piipravu viz GB 2220211 A); kom-
binace monofosforyl- lipidu A, vyhodn& 3-de—O-acylovaného monofosforyl-lipidu A, a soli
hliniku (napiiklad fosfore¢nanu hlinitého nebo hydroxidu hlinitého) nebo emulze olej ve vodé.
V takovych kombinacich jsou antigen a 3D-MPL obsazeny ve stejné struktufe, coz umoZiiuje
u¢inné dodani antigennich a imunistimulaénich signalii. Studie prokazaly, ze 3D-MPL je scho-
pen déle zesilovat imunogenicitu antigenu adsorbovaného na kamenec [Thoelen et al. Vaccine
(1998) 16:708—14; EP 689 454 B1].

Posileny systém je napiiklad kombinace monofosforyl lipidu A a saponinového derivatu, zejmé-
na kombinace QS21 a 3D-MPL, jak je popsana ve WO 94/00153, nebo mén€ reaktogenni pro-
stiedek, kde je QS21 utlumen cholesterolem a ktery je popsan ve WO 96/33739.

Zejména G&inny adjuvantni prostfedek obsahujici QS21, 3D-MPL a tokoferol v emulzi olej ve
vodg je popsan ve WO 95/17210, a tento prostiedek je vyhodnym prostfedkem.

Vyhodné vakcina dale obsahuje saponin, vyhodnéji QS21. Prosttedek mize dale obsahovat
emulzi olej ve vod¢ a tokoferol (WO 95/17210).

Predkladany vynalez také poskytuje zpiisob pro pfipravu vakcina¢niho prostfedku, ktery zahrnuje
smiseni proteinu podle predkladaného vynalezu s farmaceuticky pfijatelnou ptisadou, jako je 3D
MPL.
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Nemethylované CpG obsahujici oligonukleotidy (WO 96/02555) jsou také pfednostnimi indukto-
ry TH1 reakce a jsou pouzitelné v predkladaném vynélezu.

V dalsim aspektu pfedklddaného vynalezu je poskytnuta vakcina, jak zde byla popsan4, pro pou-
ziti v medicing. Jednim provedenim vynélezu je zplisob pro prevenci nebo zmirnéni pneumonie u
starSich jedincii, pfi kterém je uvedenému star$imu pacientovi podano bezpeéné a G€inné mnoz-
stvi vakciny podle pfedkladaného vynalezu a volitelné Th1 adjuvans.

V dal$im provedeni vynalez poskytuje zpisob pro prevenci nebo zmirnéni otitis media u kojenct
(do 24 mésicti) nebo batolat (24 mésicti az 5 let), pfi kterém je uvedenému kojenci nebo batoleti
podano bezpe¢né€ a GCinné mnozstvi vakciny obsahujici Streptococcus pneumoniae proteiny pod-
le ptedkladaného vynélezu a volitelné Th1 adjuvans.

Vakcinaéni prostredky podle ptedkladaného vynalezu

Vakcinalni prostiedky podle predkladaného vynalezu mohou byt pouzity pro chranéni nebo
1é¢bu savcii (vyhodné lidi) vnimavych k infekei, pomoci podani uvedené vakciny systémovym
nebo slizni¢nim zpisobem. Toto podani mize byt formou intramuskuldrni, intraperitonealni,
intradermalni nebo podkozni; nebo prostfednictvim sliznice, jak je tomu u oralniho/alimentarniho
podani a podani do respiraniho, genitourinarniho traktu. Intranasalni podani vakcin pro 1é¢bu
pneumonie nebo otitis media je vyhodné (protoZe miiZe byt zabranéno nasofaryngealnimu ptena-
Seni pneumokoki, coz zmirni infekci v jejim nejéasnéj$im stadiu). Ackoliv miiZze byt vakcina
podle predkladaného vynalezu podana v jedné davce, mohou byt jeji slozky podany také soudas-
né nebo v rliznou dobu (napiiklad, pokud je ve vakcing obsaZen polysacharid, mize byt podan
samostatn€ ve stejnou dobu nebo 1 az 2 tydny, po podani kombinace bakteridlnich proteind, za
ucelem optimalni koordinace imunitni reakce. Kromé jediného zpisobu podéni mohou byt pouzi-
ty dva rlizné zplisoby podani. Naptiklad, virové antigeny mohou byt podany ID (intradermalng),
zatimco bakterialni proteiny mohou byt podany IM (intramuskularn&) nebo IN (intranasalng).
Pokud jsou pfitomné polysacharidy, tak mohou byt podavany IM (nebo ID) a bakterialni proteiny
mohou byt podavany IN (nebo ID). Dale, vakciny podle predkladaného vynalezu mohou byt po-
dany IM pro prvni davku a IN pro dosycovaci injekce.

Mnozstvi konjugovaného antigenu v kazdé davce vakciny je vybrano jako mnoZstvi, které indu-
kuje imunoprotektivni reakci bez vyznamnéjsich nezadoucich uginkd typickych u vakcin. Takové
mnozstvi se velmi lisi podle toho, jaky imunogen je pouZit a jak je prezentovan. Obsah proteino-
vych antigendi ve vakciné je obvykle v rozmezi 1 az 100 pg, vyhodné 5 az 50 ug a nejlépe 5 az
25 ug. Pokud jsou pouzity polysacharidy, tak predkladana, ze kazda davka bude obsahovat 0,1 az
100 pg polysacharidu, vyhodné 0,1 az 50 pg, vyhodnéji 0,1 az 10 ug, kdy 1 az 5 ug je vyhodna
davka.

Optimélni mnoZstvi slozek pro kazdou konkrétni vakcinu miize byt zjisténo za pouziti standard-
nich studii vyuzivajicich pozorovani vhodnych imunitnich reakei u jedinci. Po inicialni vakcinaci
miZe byt jedinci podéna jedna nebo vice dosycovacich imunizaci, které jsou podany v adekvatni
dobu. Typicky bude vakcina obsahovat antigen (proteiny), adjuvans a prisady nebo farmaceutic-
ky pfijatelné nosice.

Pfiprava vakcin je obecn& popséana ve Vaccine Design (,,The subunit and adjuvans approach* (ed.
Powell M. F. & Newman M. J.) (1995) Plenum Press, New York). Enkapsulace v liposomech je
popséna ve Fullerton, US Patent 4 235 877.

Ackoliv mohou byt vakciny podle predkladaného vynalezu podany jakymkoliv zpiisobem, je
podani popsanych vakein do kiZe (ID) jednim z provedeni predkladaného vynalezu. Lidska kize
je tvofena vnéjsi ,rohovitou” pokozkou, ktera se nazyva stratum corneum, pod kterou lezi epi-
dermis. Pod epidermis je vrstva oznaCovana jako dermis a pod touto vrstvou je podkozni tkaii.
Vyzkumnici prokézali, Ze injekce vakciny do kize, konkrétng do dermis, stimuluje imunitni re-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 305343 B6

akci, ktera mize byt také asociovana s mnoha dal$imi vyhodami. Intradermalni vakcinace vakci-
nami podle predkladaného vynélezu tvofi vyhodny rys pfedkladaného vynalezu.

Bézna technika intradermalni vakcinace, ,,mantoux technika®, obsahuje kroky desinfekce kuze, a
potom napnuti kiize jednou rukou zavedeni tenké jehly (26-31 gauge) v Ghlu 10 az 15°. Jakmile
se hrana jehly zavede, tak se t€lo jehly snizi a posunuje se dale, coZ se projevi zvedanim kiize pfi
mirném tlaku, Potom se velmi pomalu injikuje kapalina, ktera vytvofi puchyi na kiizi a potom se
jehla vyjme.

Novéji byly popsény prostiedky, které jsou specificky uréené pro podani kapaliny do nebo skrz
kazi, jako jsou napiiklad prostfedky popsané ve WO 99/34850 a EP 1 092 444, a také tryskové
injekéni prostfedky popsané napiiklad ve WO 01/13977; US 5480381, US35 599302,
US 5334144, US5993412, US5649912, US 5569189, US5704911, US 5838851,
US 5 893 397, US 5466220, US 5339 163, US 5312335, US 5503 627, US 5064 413, US
5520639, US 4596556, US4790824, US 4941 880, US 4940460, WO 97/37705 a
WO 97/13537. Mezi alternativni metody intradermalniho podani vakciny patii pouZiti béznych
injekénich stiikatek a jehel, nebo pouziti zafizeni pro balistické podani solidnich vakcin
(W0 99127961), nebo pouziti transdermalnich naplasti (WO 97/48440; WO 98/28037); nebo
aplikace na povrch kiZe (transdermalni nebo transkutanni podani) WO 98/20734; WO 98/-
28037).

Kdyz jsou vakeiny podle ptedkladaného vynalezu podavany do kiize, nebo piesnéji do dermis,
tak jsou vakciny v malém objemu kapaliny, konkrétné v objemu mezi pfiblizné 0,05 ml a 0,2 ml.

Obsah antigent v koznich nebo intradermalnich vakcinach podle predkladaného vynalezu muze
byt podobny jako v b&Znych intramuskularnich vakcinach. Tak mohou byt proteinové antigeny
piitomny v intradermalnich vakcinach v davce v rozmezi 1 az 100 pg, vyhodné 5 az 50 pg. Ob-
dobng, pokud je polysacharid konjugovany s antigenem piitomen, tak je polysacharid pfitomen
v davce 0,1 az 100 pg, vyhodné 0,1 az 50 pg, vyhodnéji 0,1 az 10 pg, a nejlépe v davce mezi | a
5 pg. Nicméng, charakteristikou koznich nebo intradermalnich vakein je to, Ze mohou byt tvofe-
ny ,nizkou davkou“. Proto jsou proteinové antigeny v ,nizkodavkovych vakcinach ptitomny
v davce pouze 0,1 az 10 pg, vyhodng& 0,1 az 5 pg na davku; a pokud je polysacharid konjugovany
s antigenem pfitomen, tak je polysacharid pfitomen v davce 0,1 az 1 pg, vyhodn€ 0,01 az 0,5 pg
polysacharidu na davku.

Termin ,,intradermalni podani*, jak je zde pouzit, oznaduje podani vakciny do regionu dermis
v kizi. Nicméné, vakcina nemusi byt lokalizovana vyluéné€ v dermis. Dermis je vrstva kiiZze loka-
lizovana mezi pfiblizng 1,0 a pfiblizné 2,0 mm od povrchu lidské kiize, ale existuji urCité variace
mezi jedinci a riznymi Sastmi téla. Obecné se predkladana, ze bude dosazeno dermis, pokud se
pronikne 1,5 mm pod povrch kize. Dermis je umisténa mezi stratum corneum a epidermis na
povrchu a podkoZzni vrstvou smérem dolii. Podle zplisobu podani miize byt vakcina nakonec loka-
lizovana primarné nebo pouze v dermis, nebo miZe byt nakonec umisténa v epidermis a dermis.

V jiném aspektu predkladany vynalez poskytuje DNA kédujici jeden nebo vice proteinii S. pneu-
moniae, takZe jsou tyto proteiny generované in situ. DNA mize byt pfitomna v jakémkoliv
z mnoha systémii pro jeji podani znamych odbornikim v oboru, véetné systémi pro expresi nuk-
leové kyseliny, bakterialnich a virovych expresnich systémi, Mnoho technik pro pfenos geni je
znamo v oboru a jsou popsany napiiklad v Rolland, Crit Rev. Therap. Drug Carrier Systems
15:143 a7 198, 1998 a odkazech citovanych v této publikaci. Vhodné systémy pro expresi nukle-
ové kyseliny obsahuji nutné DNA sekvence pro expresi u pacienta (jako je vhodny promotor a
terminaéni signal). KdyZ je expresnim systémem rekombinantni Zivy mikroorganismus, jako je
virus nebo bakterie, tak mize byt pozadovany gen insertovan do genomu Zivého rekombinantni-
ho viru nebo bakterie. Inokulace a in vivo infekce timto Zzivym vektorem povede k expresi anti-
genu in vivo a k indukci imunitni reakce. Viry a bakterie vhodné pro tento cel jsou napiiklad:
poxviry (napt.; virus vakcinie, viru kufecich neStovic, canarypoxvirus), alfaviry (Sindbis virus,
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Semliky Forest Virus, virus venezuelské koriské encefalitidy), adenoviry, adeno—asociovany vi-
rus, picornaviry (poliovirus, rhinovirus), herpesviry (virus varicella zoster virus), Listeria, Sal-
monella, Shigella, Neisseria, BCG. Tyto viry a bakterie mohou byt virulentni nebo riznymi zpi-
soby oslabené, aby byly ziskany Zivé vakciny. Takové Zivé vakciny tvofi rovnéz soudast predkla-
daného vynalezu.

V dalSim aspektu predkladany vynalezu poskytuje zplisob ptipravy vakciny podle pfedkladaného
vynélezu, kde tento zplisob zahrnuje smiseni kombinace proteint podle piedkladaného vynalezu.

Vyhodné jsou antigenni prostfedky (a vakciny), které obsahuji polysacharidy popsané vyse, lyo-
filizovany do doby pouziti, kdy jsou rekonstituovany za pouziti fedidla. Vyhodngji jsou lyofilizo-
vany za pfitomnosti 3D-MPL a jsou rekonstituovany za pouZiti salinického roztoku.

Lyofilizace vakcin je dobfe znamé v oboru. Obvykle se kapalna vakcina susi vymraZzenim za
piitomnosti ¢inidla zabrafujicich tvorbé srazenin, jak je naptiklad sacharid, napf. sachar6za nebo
laktéza (kterd je pfitomna v pocateéni koncentraci 10 az 200 mg/ml). Lyofilizace ma obvykle
n€kolik krokii, naptiklad za¢iné cyklus pifi —69 °C, postupné se teplota upravi na —24 °C b&hem 3
hodin, potom se tato teplota udrZzuje po dobu 18 hodin, potom se postupné upravi na —16 °C bé-
hem 1 hodin, potom se tato teplota udrzuje po dobu 6 hodin, potom se béhem 3 hodin upravi na
+34 °C a nakonec se tato teplota udrzuje po dobu 9 hodin.

Imunogenni prostiedky a vakciny podle predkladaného vynalezu mohou byt hodnoceny na riiz-
nych zvifecich modelech nebo za pouziti lidského séra. Naptiklad nasledujici zvifeci modely
mohou byt pouzity pro hodnoceni pneumokokové infekce. C3H/HeJ Mysi (staii 6 az 8 tydnii)
mohou byt imunizovany s.c. 15 pg proteinu s 50 pg CFA adjuvans, a za 3 az 4 tydny potom se
provede dosycovaci imunizace 15 ug proteinu s IFA. Pro demonstrovani pasivni a aktivni ochra-
ny pied systémovou infekci miize byt mySim intraperitonealné podano imunitni sérum nebo pro-
tein pfed intraperitonedlni injekci 15 az 90LD50 pneumokoki v tyden 8-10. Dile mohou byt
proteiny testovany v myS$im modelu kolonizace nasopharyngu (Wu et al., Microbial Pathogenesis
1997; 23:127 az 137).

Krom¢ mysi jsou mlad’ata krys citlivé na kolonizaci a infekci S. pneumoniae. V modelech pasiv-
ni ochrany mize byt podani mysiho imunniho séra (100 pl i.p. nebo 10 ul i.p. nebo 10 pl i.n.)
provedeno pred intranasalnim podanim S.pneumoniae (10 ul) u krysich mlad’at stafi 2 az S dn.
Kolonizace miize byt uréena kultivaci nasélnich vyplachid (20 az 40 pl se instiluje, 10 pl se ode-
bere).

Vyhodné interakce mezi proteinovymi slozkami v kombinované vakciné mohou byt demonstro-
vany podanim davky kazdého proteinu ve vakcing, ktera je sub—protektivni v monovalentni vak-
ciné. ZvySena protektivni i¢innost ve srovnani s monovalentnimi vakcinami miize byt pfisouzena
vyhodnym interakcim mezi jednotlivymi slozkami.

Vynélez je déle ilustrovan v nasledujicich piikladech. P¥iklady jsou provedeny za pouziti stan-
dardnich technik, které jsou znamé a rutinni pro odborniky v oboru, nebo které jsou popsany
podrobné. Piiklady jsou uvedeny pro dokresleni pfedkladaného vynalezu a nijak neomezuji jeho
rozsah.

Pfiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1. Konstrukce a exprese antigend

NR1xR2
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CbpA je 75 kDa povrchovy protein skladajici se z nékolika domén. N-koncovéa doména obsahuje
2 vysoce konzervované repetitivni sekvence (R1 a R2) a C—koncova doména obsahuje 10 tande-
movych, pfimo repetitivnich sekvenci o 20 aminokyselinach. Pfipravila se CbpA zkracend forma
pro produkci NR1XR2, tj. forma bez vazebné domény pro cholin.

NR1XR2 gen se amplifikoval, pomoci PCR, z DNA ziskané z kmene serotypu 4 S. pneumoniae
(viz, napf., WO 97/41157, nebo WO 99/51266). PCR se provedla za pouziti Expand High Fideli-
ty PCR Systému, nebo Hi—Fi (Roche). Skladala se ze smési obsahujici Taq polymerasu a ,,pro-
ofreading” polymerasu. V disledku vlastni 3'-5" exonukleasové ,proofreading™ aktivity vede
pouziti Hi-Fi ke 3krat vyssi spolehlivosti DNA syntézy ve srovnani s Taq polymerasou.

PCR fragmenty se klonovaly v pPGEM-T vektoru od pPGEM—T Vector Systems (Promega). Tento
krok je nutny pro usnadnéni traveni PCR fragmentu restrikénimi enzymy pro dal$i ligaci. pGEN—
T vektor je pouZit v linearni formé a obsahuje 3'-T ptesahy. Tyto ptesahy usnadiiuji inserci PCR
produkti ziskanych termostabilnimi polymerasami, které pfidavaji jediny deoxyadenosin, bez
zévislosti na templatu, k 3’ konctim amplifikovaného fragmentu.

Fragmenty a vektory se piegistily pro enzymatickém traveni (Ndel a Xbal traveni) podle Before—
Parsons et al. (Nucleic Acids Research, 23, 4926 az 4927, 1995). Agar6zové fezy se zcela lyofili-
zovaly b&hem 3 az 4 hodin. 1:1 roztok ethanol-TE se piidal k lyofilizovanému gelu. Vzorek se
mirné misil po dobu 1 hodiny a agardza se lisovala a zcela se odstranila odstfedénim. DNA se
ziskala z eluatu pomoci sraZzeni ethanolem.

DNA ko6dujici NR1xR2 se klonovala do vektoru obsahujiciho dlouhy promotor L z fagu A. Poza-
dovany protein mize byt indukovan teplem, kdyZ je pfitomen v AR 58 kmenu E.coli, nebo kyse-
linou nalidixovou, kdyz je pfitomen v AR 120 kmenu E.coli.

Prekultivace bakterii se provedla pfes noc pfi teploté 30 °C. Tato prekultura se nafedila pfiblizné
40-krat v celkovém objemu 20 ml a ponechala se pii 30 °C do dosazeni O.D. 0,4 az 0,6. Potom
se provedla tepelna indukce pfi 42 °C. Vzorky se odebiraly v riznou dobu. Jeden ml kultury se
odstred’oval 5 minut pfi 7000 rpm. Supernatant kultury se konzervoval pii —20 °C a peleta (cel-
kovy extrakt) se resuspendovala v 500 pl vzorkového pufru (western blot nebo SDS-PAGE ana-
lyza), nebo v 500 pl lyzaéniho pufru, a provedla se inkubace po dobu 30 minut pii 37 °C (ELI-
SA). Slozeni lyza¢niho pufru je: SDS 0,1%, deoxycholat 0,1%, Na citrat: 0,015 M.

Vzorky se zpracovaly na SDS-PAGE, kde se vnesly na 4 az 20% gel (Novew, Invitrogen). Mi-
grace se provedla pfi 200 V. Provedlo se barveni Coomassie modfi. Vzorky se vnesly na 4 az
20 % gel (Novex, Invitrogen) pro Westernovou hybridizaci. Migrace se provedla pfi 200 V. Gely
se prenesly na nitrocelulozu a skvrny se vizualizovaly krali¢i o-NR1XR2 polyklonalni protilat-
kou (prvni protilatky) a o—krali¢i protilatkou navazanou na alkalickou fosfatasu (druha protilat-
ka).

Prouzek velikosti pfiblizng 55 kDa se pozoroval pfi SDS-PAGE analyze. Klon 28B2 se vybral
podle SDS-PAGE analyzy a pfenesl se pro fermentaci. Tento klon se sekvenoval a jeho sekvence

se potvrdila (aminokyseliny 39 (tj. po signalni sekvenci) az 446 = 406 aminokyselin).

Také se studovala rozpustnost NR1XR2, po lyze pfes noc indukovanych bakterii nasledované
odstiedénim. Provedla se SDS-PAGE analyza a ELISA. NR1XR2 se zdal byt ziskany hlavné
(>95%) v solubilni frakci.

R1xR2, PhtD, Sp91, (N)RIJxR2-Sp91 [C—koncova doména], a Ply

Tyto geny byly také klonovany, sekvenovéany a exprimovany, podobné jako NR1xR2. R1xR2
obsahuje aminokyseliny 177 az 443 CbpA (S. pneumoniae serotyp 4N), PhtD obsahuje aminoky-
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seliny 21 (4. po signalni sekvenci) az do konce (aminokyselina 839 S. pneumoniae, serotypu 4N),
Sp91 zacina aminokyselinou 20 (VAA) a kon¢i koncem sekvence. Pro fiizni proteiny, R1xR2—
Sp91Cterm obsahuje aminokyseliny 177446 CbpA a aminokyseliny 271 aZ translaéni stop ko-
don; NR1xR2-Sp91Cterm obsahuje aminokyseliny 39446 CbpA a aminokyseliny 271 az
translaéni stop kodon. Pro filzni proteiny se 2 dalsi aminokyseliny (GS) nachazeji mezi
(N)R1xR2 a Sp91Cterm sekvencemi. Pro vSechny konstrukty byl ATG kodon vlozen 5’ k za&at-
ku genu pro umoznéni transkripce a translace, coz znamena, e pred kazdou sekvenci zminénou
vyse existuje dal$i N-terminalni methionin.

Piiklad 2. Serologie

Za pouziti séra z klinickych studii se pomoci ELISA mé&fily protilatkové reakce, které se piroze-
né vyvijeji na proteiny S. pneumoniae.

2.1. Postup

e  Vzorky séra

o Parové sérum od kojencli odebirané ve véku 2 az 4 mésice a 6 az 12 mésici, v piisluiném
potadi (N = 20, studie DTP a HBV).

o0 Sérum od dospélych véku ~20 let (N = 50).
0 Sérum od dospé€lych véku ~65 let (N = 140).
o ELISA test

Imunoplotny se potahly pies noc pti 4 °C 1 pg/ml kazdého proteinu. Sériova dvounasobna fedéni
séra (od fedéni 1/10) se potom inkubovala po dobu 1 hodiny pfi teploté mistnosti (RT) za tfepani.
Imunodetekce se provedla za pouziti monoklonalni protilatky proti lidskému IgG konjugované
s peroxidasou (Strateck, HP6043) fedéné 4000krat a provedla se inkubace po dobu 30 minut pfi
teplot® mistnosti za tfepani. Po detekci se stfedni titry vypo&etly za pouziti SoftMaxPro. Séra
s titry > 10 se povazovala za pozitivni. Pro vypocet geometrického priiméru se titr 5 (polovina
hrani¢ni hodnoty) arbitrarné piifadil k negativnimu séru.

Koncentrace IgG v pg/ml se urcily srovnanim optickych densit (OD) s OD kiivkou chromopure
IgG (Jackson) zachyceného na plotné polyklonalnimi kozimi protildtkami proti lidskému IgG a
detekovaného za pouziti stejné peroxidézou znagené protilatky jako vyse.

2.2. Vysledky
2.2.1 Serologie Strep proteinu u kojencti

Nejvyssi titry protilatek a stupné seropozitivity v séru od kojencit véku 2 az 4 mésice byly ziska-
ny pro PhtD, PsaA, Sp128, NR1xR2 a méné pro Sp91 a Ply. Zadné nebo slabé odpovédi byly
detekovany pro Sp101 a Sp130. Sp46 a PhtA nebyly testovany (z diivodu dostupnosti materialu).

Protilatkové reakce se obvykle sniZila v séru stejnych jedincii, které bylo odebréno ve véku 6 az
12 mésicd, coz ukazuje, Ze tyto vysoké titry byly zptisobeny zejména pfitomnosti pasivné piene-
senych protilatek od matky.

Nicméné, u nékterych déti se imunitni reakce na nékteré proteiny zvySovala s v€kem, pravdépo-
dobné v disledku ptirozené expozice pneumokokiim. Antigenem odpovédny za tuto serokonverzi
byl jasné PsaA. U nékterych jedincti bylo také pozorovano zvySeni koncentrace protilatek k
PhtD, NR1xR2, Sp128, Sp91 a Ply. Byly pozorovany pouze marginalni variace v protilatkové
reakci na Sp101 a Sp130. (Viz obr. 1 a 2).
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2.2.2 Serologie Strep proteinu u mladsich dospélych

Podle geometrickych primérd titrd jsou PhtD, PhtA a NR1xR2 nejvice imunogennimi proteiny
v hodnocené populaci mladsich dospélych, a po nich nasleduje Sp128, Ply a Sp91. VSichni jedin-
zejména pro Sp130 a Sp101. PsaA nebyl testovan (nebylo k dispozici dostatené mnoZstvi séra)
(viz obr. 3 a 4).

2.2.3 Serologie Strep proteinu u starSich dospélych
Bylo zjisténo zfetelné snizeni koncentrace protilatek k Strep proteiniim u starSich dospélych ve
srovnani s mlad$imi dospélymi. U star$ich lidi je nejlep$im imunogenem PhtD, a po ném Sp128,

NR1xR2, Sp91, Ply a PsaA. Pouze marginalni reakce byly zjisténa pro Sp101 a Sp130. Sp46 a
PhtA nebyly testovany (Spatna dostupnost materialu) (viz obr. 5 a 6).

Tabulka 1: Geometricky pramér koncentrace IgG (GMC), v pg/ml, u starSich lidi

Protein IgG (GMG, pg/ml)
PhtD 19
NR1xR2 3,5
Sp9l 2,5
Ply 2,3

Vsechny publikace, v&etné patenti a patentovych prihlasek, citované v predkladaném vynalezu,
jsou zde uvedeny ve své tplnosti jako odkazy.

Byla popsana vyhodna provedeni pfedkladaného vynalezu. Je ziejmé, Ze existuji riizné modifika-
ce popsanych provedenti, ktera spadaji do rozsahu ptedkladaného vynalezu.

PATENTOVE NAROKY

1. Imunogenni prostfedek, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje alespofi 2 proteiny S.
pneumoniae, kde jednim z proteini je PhtD a druhym proteinem je detoxifikovany pneumolysin,
Ply.

2. Imunogenni prostfedek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze dile obsahuje
NR1xR2 nebo R1xR2 z CbpA nebo PspC.

3. Imunogenni prostfedek podle naroku 1 nebo 2, vyznacdujici se tim, Ze pneumoly-
sin je detoxifikovan chemicky.

4. Imunogenni prostiedek podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze pneumoly-
sin je detoxifikovan geneticky.

5. Imunogenni prostfedek podle kteréhokoliv z narokii 1 az4, vyznaéujici se tim,
7e obsahuje dalsi antigen zvoleny ze skupiny sestavajici z povrchového antigenu viru hepatitidy
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B, HBsAg; antigenii Polio viru; proteint vngj$i membrany Moraxella catarrhalis; proteind nety-
povatelného kmene Haemophilus influenzae a proteinii vn&jsi membrany N. meningitidis B.

6. Imunogenni prostfedek podle ndroku S, vyznacdujici se tim, Ze daldim antigenem
Je protein netypovatelného kmene Haemophilus influenzae.

7. Imunogenni prostfedek podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze daldim antigenem
je protein D netypovatelného kmene Haemophilus influenzae.

8. Imunogenni prostiedek podle kteréhokoliv z naroki 1 az 7, vyznadujici se tim,
Ze dale obsahuje adjuvans.

9. Imunogenni prostfedek podle naroku 8, vyznaéujici se tim, Ze adjuvant je pied-
nostnim induktorem odpovédi TH1 typu.

10. Vakcina, vyznacujici se tim, Ze obsahuje imunogenni prostiedek podle kterého-
koliv z narokd 1 az 9.

11. Pouziti vakciny podle naroku 10 pro vyrobu 1égiva pro prevenci zanétu plic u pacienta star-
Siho 55 let.

12. Pouziti vakciny podle naroku 10 pro vyrobu lé€iva pro prevenci zanétu stfedniho ucha u
nemluviiat.

13. Zpisob vyroby vakciny podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kroky
selekce a izolace dvou riznych proteini S. pneumoniae, kterymi jsou PhtD a detoxifikovany

pneumolysin, Ply, a smiseni uvedenych proteini dohromady s farmaceuticky pfijatelnym nosi-
cem.

3 vykresy
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