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Vakcina

A taldlmany targya olyan immunogén készitményre vonatkozik,
amely legalabb két Streptococcus pneumoniae fehérjét és adott
esetben egy THl-immunvalaszt indukaldé adjuvanst tartalmaz. A
Streptococcus pneumoniae fehérjéket a polihisztidin triadd fehér-
jecsaladbdél (PhtX), kolin-kétd fehérjecsaldd (CbpX), csonka CbpX
fehérje, LytX fehérjecsalad, csonka LytX fehérje, csonka CbpX-
csonka LytX kiméra fehérjék, Ply Jeldlésd pneumolizin, pspA,
FsaA, Spl28, sSpl0l, Spl30, Spl25 és Spl33 kozul valasztjak.

A talalmany targya tovabba az immunogén készitmények alkal-
mazasa 55 év feletti idésekben pneumococcus okozta tudégyulla-
déds, 1illetve csecsemékben és kisgyerekekben pneumococcus okozta
kozépfiilgyulladas kezelésére vagy megeldzésére szolgald gydgy-

szer eldallitéséra.
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A taldlmany targya 2 vagy tobb S. pneumoniae fehérje kombi-
nacidéjara, ezek eldallitasara és vakcinaként gydgyszerben torté-
né alkalmazdsukra vonatkozik. Az ilyen kombindcidk kiilondsen
hasznosak a csecsemék és id&ések streptococcusos fertdzéssel
szembeni védekezésben.

A Streptococcus pneumoniae egy Gram-pozitiv baktérium, amely
a megbetegedések és elhalalozasok nagy szazalékdért felelds (ku-
1ondsen a fiatalokndl és az Oregeknél) és olyan invaziv betegsé-
geket okoz, mint a tuddégyulladéds, a bakterémia (baktérium jelen-
léte a vérben) és az agyhartyagyulladas, és kdérokozd telepképzé-
sével kapcsolatos betegségek, mint & heveny kozépfilgyulladds. A
pneumococcus okozta tuddégyulladas mértéke az Amerikai Egyesiilt
Allamokban a 60 év feletti személyeknél 100000 emberbdl 3-8 fére
becslilheté. Az esetek 20 %-3ban az antibiotikumos kezelés elle-
nére a tudégyulladas bakterémiahoz és mas megnyilvanuléashoz,
példaul agyhartyagyulladashoz vezet kozel 30%-os elhaldlozasi
arannyal.

A pneumococcus baktériumot kémiailag kotott poliszacharid
tok zarja koril, amely szerotipus specifitast biztosit. 90
pneumococcus szerotipus 1ismert és a tok alapvetdéden meghatéarozza
a pneumococcusok virulenciajat, mivel a tok nem <csak a
komplementrendszertdl védi a baktérium belsé felszinét, hanem

énmaga 1is gyengén immunogén Jjellegd. A poliszacharidok T-sejt



valasztdl filiggetlen antigének és nem dolgozhatdk fel vagy mutat-
hatdék be az MHC molekuldkon a T-sejtekkel vald kodlcsdnhatashoz.
A poliszacharidok azonban képesek az immunrendszert stimulalni
egy olyan alternativ mechanizmuson keresztil, amely részt vesz a
B-sejtek felszinén 1évé receptorok keresztkdtéseinek kialakita-
saban.

Szamos kisérletben kimutattak, hogy az invaziv
pneumococcusok okozta betegséggel szembeni védelem leginkabb a
tokkal szembeni antitest-specifitdssal van oOsszefiiggésben, és a
védelem szerotipus-specifikus.

A Streptococcus pneumoniae az 1invaziv bakteridlis betegség
és a kozépfilgyulladds kialakulasanak leggyakoribb oka a csecse-
mékben és fiatal gyerekekben. Hasonldképpen az id&ésebbek gyenge
immunvalaszt adnak a pneumococcus alapu vakcindkra (Roghmann és
mtsai., (1987), J. Gerontol. 42:265-270), ennélfogva megndé a
bakterialis eredetd tuddgyulladas eldfordulasa ebben a populaci-
6ban (Verghese és Berk, (1983) Medicine (Baltimore) 62:271-285).

A 23-eleml nem konjugalt pneumococcus vakcina a klinikai ha-
tékonysdg nagy ingadozasat mutatja 0 %-té1 81 %-ig (Fedson és
mtsai., (1994) Arch Intern Med. 154:2531-2535). Ugy tlnik, hogy
a hatékonysag az immunizalanddé kockadzati csoporttal, példaul az
oregebb korosztallyal, a Hodgkin-kérban szenvedé betegekkel,
lépeltavolitas utani allapotokkal, sarldésejtes betegségben szen-
veddkkel és gamma-globulin-hidnyos betegekkel (Fine és mtsai.,
(1994) Arch Intern Med. 154:2666-2677) és a betegség megnyilva-
nuldsaval van Osszefliggésben. A 23-elemd vakcina nem mutat vé-
delmet a pneumococcus okozta tiuddégyulladassal (bizonyos magas

kockazatu csoportokban, példadul az Oregebb korosztalyban) és a
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kozépflilgyulladasos betegségekkel szemben.

A csecsemdkben hianyzé immunogenitads lekizdésére tervezett
stratégidk magukban foglaljak a poliszacharid erdsen immunogén
fehérjékhez torténd kapcsolasat, amely bystander T-sejt téamoga-
tast biztosit és amely immunolégiai jellegli emlékezést indukal
azzal a poliszacharid antigénnel szemben is, amely az immunogén
fehérjéhez kapcsolddik.

Azonban tovabbra is sziikség van javitott pneumococcus vakci-
na készitményekre, kiilondsen azokra, amelyek hatasosabbak a
pneumococcus betegség (kilondsen a tiudégyulladads) oOregekben és
fiatal gyerekekben torténdé megeldzésében vagy enyhitésében.

A taldlmany targya egy ilyen javitott vakcina.

Az egyik megkozelitésben a taldlmany targya egy olyan
immunogén készitmény, amely legalabb két S. pneumoniae fehérjét
tartalmaz, amely fehérjéket a Poli-Hisztidin Tridd csaladd fehér-
jéi (PhtX), kolin-koté fehérjecsalad fehérjéi (CbpX), csonka
CbpX fehérjék, LytX csalad fehérjéi, csonka LytX fehérjék, cson-
ka CbpX-csonka LytX kiméra fehérjék, pneumolizin (Ply), PspA,
PsaA, Spl28, Spl0l1l, Spl30, Spl25 és Spl33 kozil valasztjuk. Egy
masik eldényds kiviteli alakban a fehérje egyikét a kolin-koté
fehérjecsalad fehérjéi (CbpX), vagy csonka CbpX, vagy csonka
CbpX-csonka LytX kiméra fehérjék kozil valasztjuk.

Ezzel kapcsolatos megkdzelitésben a talalmany targya kozép-
filgyulladads csecsemékben vagy a tuddgyulladds oOregekben torténd
kezelésére vagy enyhitésére szolgald vakcina. Adott esetben a
vakcina egy olyan adjuvanst is tartalmaz, amely eldénydsen TH1
immunvalaszt indukal.

Egy még tovabbi megkdzelitésben a taldlmany targya eljaras a
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taldlmany szerinti vakcina eldallitaséara, amely eljaras a 2 ku-
16nb6z8 S. pneumoniae fehérje kivalasztasabdl és 1zoldlaséabdl,
majd a fehérjék gydgyaszatilag elfogadhatd hordozédéval torténd
Osszekeverésébsl all.

A taldlmany targya javitott vakcina pneumococcus fertdézés
megeldzésére vagy enyhitésére iddésekben (példaul tuddégyulladéas)
és/vagy csecsemd&kben (példaul  kozépfilgyulladas), amely a
pneumococcus fehérje alapu megkézelitésére tamaszkodik. Egy elé-
nyos kiviteli alakban a vakcina az id&skori pneumococcus ferté-
zés megeldzésére vagy enyhitésére alkalmas. Mivel a legtobb fel-
nétt ember ki van téve a Streptococcus pneumoniae-nak, a vakci-
nat az alapul szolgaldé immunvélasz védé hatdsu szintre torténd
fokozadsidra szanjuk felnéttekben és Oregekben a taldlményban azo-
nositott legalabb két pneumococcus fehérje beadasaval. A
pneumococcus fehérjéket S. pneumoniae poliszacharidok hianyaban
adjuk be.

A talalmannyal Osszefiliggésben a beteget akkor tekintjik
id&ésnek, ha a beteg életkora 55 év vagy todbb, eldénydsen 60 év,
elényodsebben 65 év. Tehat a talalmany egyik kiviteli alakja egy
olyan vakcina készitmény, amely pneumococcus fehérjéket tartal-
maz id&skori tiddégyulladas megeldzésére.

Egy masik kiviteli alakban a talalmany targya egy vakcina
készitmény, amely csecsemé8kben (jellemzéen 0-2 éves korig) vald
alkalmazasra alkalmas és két vagy tobb taldlmany szerinti

pneumococcus fehérjét tartalmaz.

A talalmany szerinti pneumococcus fehérjék

A talalmany szerinti Streptococcus pneumoniae fehérjék vagy

a sejtfelileten jelennek meg legaldbb a pneumococcus életciklu-



sanak eqgy részében, vagy olyan fehérjék, amelyeket a
pneumococcus valaszt ki vagy szabadit fel. Elénydsen a taldlmany
szerinti fehérjék kombindcidéjat 2 kildnbdzé csoportbdl valaszt-
juk ki, példaul az LXXC (ahol X jelentése barmely aminosav (pél-
ddul a polihisztidin tridd csalad (PhtX)) II-es tipusi szignéal
szekvencia mintazattal rendelkezd fehérjék, kolin-koété fehérjék
(CbpX), I-es tipusu szignal szekvencia mintdzattal rendelkezd
fehérjék (példaul Spl0l), LPXTG mintazatu fehérjék (ahol X Jje-
lentése barmelyik aminosav, példaul Spl28, Spl30), toxinok (pél-
ddul Ply) stb. koézul valasztjuk ki. A csoportok (vagy mintaza-
tok) elényds példai a kovetkezd fehérjék vagy ezek immunolédgiai-
lag funkcionadlis ekvivalensei.

A taldlmany szerinti immunogén készitmény legaldbb két fe-
hérjét tartalmaz a kovetkezdk kozll: polihisztidin tridd fehér-
jecsaladd (PhtX), kolin-koété fehérjecsaldd (CbpX), csonka CbpX
fehérje, LytX fehérjecsalad, csonka LytX fehérje, csonka CbpX-
csonka LytX kiméra fehérjék (vagy fuzidés fehérjék), pneumolizin
(Ply), PspA, PsaA, Spl28, Spl01l, Spl30, Spl25 és Spl33. Azonban,
ha a CbpX fehérjecsalddhoz tartozdé fehérje a PspC, akkor a maso-
dik fehérje nem lehet a PspA vagy a PsaA. Eldénydsen az immunogén
készitmény két vagy tobb fehérjét tartalmaz a kovetkezd8k koziil:
polihisztidin triad fehérjecsalad (PhtX), kolin-koété fehérjecsa-
1a4d (CbpX), csonka CbpX fehérje, LytX fehérjecsaldd, csonka LytX
fehérje, csonka CbpX-csonka LytX kiméra fehérjék (vagy fuzids
fehérjék), pneumolizin (Ply), PspA, PsaA és Spl28. Eldnydsebben
az 1immunogén készitmény két vagy tobb fehérjét tartalmaz a ko-
vetkez6k koziil: polihisztidin tridd fehérjecsalad (PhtX), kolin-

koté fehérjecsalad (CbpX), csonka CbpX fehérje, LytX fehérjecsa-



14d, csonka LytX fehérje, csonka CbpX-csonka LytX kiméra fehér-
jék (vagy fuzids fehérjék), pneumolizin (Ply) és Spl28.

A Pht (polihisztidin triad) csaldd a PhtA, PhtB, PhtD és
PhtE fehérjéket tartalmazza. A csaladot a lipidéaciés szekvencia,
prolin-gazdag régidval elvalasztott két domén és  szamos
hisztidin harmas, amelyek valdszinlileg a fém vagy nukleozid-
kotésben vagy az enzim aktivitasban vesznek részt, dupla-
spirdlis régidk (3-5), konzervalt N-terminalis és heterogén C-
termindlis jellemzi. Ezek a tulajdonséagok a vizsgalt
pneumococcusok mindegyik torzsére jellemzéek. Homoldg fehérjék
taldlhaték mas Streptococcus és Neisseria fajokban is. A csaléad
elényds tagjai a PhtA, PhtB és PhtD. Elénydsebben a PhtA vagy
PhtD. Nyilvanvaldé azonban, hogy a Pht A, B, D és E kifejezések
olyan fehérjékre utalnak, amelyeket a késdébbi hivatkozasokban
ismertetett szekvencidkkal rendelkeznek, valamint ezek termé-
szetben hozzaférheté (és ember aital eldallitott) wvariédnsai,
amelyek a hivatkozott fehérjékkel legaldbb 90 %-ig azonos szek-
vencia homolégok. Eldnydsen legalabb 95 $-ig azonosak és legeld-
nyosebben 97 $-ig azonosak.

Ami a PhtX fehérjéket illeti a PhtA-t a WO 98/18930 szamu
nemzetk6zi PCT k&zrebocsatasi iratban ismertetik és Sp36-ként is
utalnak rajuk. Amint azt korabban megjegyeztik ez a fehérje a
polihisztidin triad csaladba tartozik és LXXC II-tipusU szignal
szekvencia mintazattal rendelkezik.

A PhtD-t a WO 00/37105 szami nemzetkodzi PCT kdzrebocsatasi
irat ismerteti és Sp036D-ként is utalnak r&. Amint azt korabban
megjegyeztik, ez a fehérje szintén a polihisztidin tridd csalad-

ba tartozik és LXXC II-es tipusu szigndl szekvencia mintdzattal



rendelkezik.

A PhtB-t a WO 00/37105 szamu nemzetkozi PCT kodzrebocsatasi
irat ismerteti és Sp036B-ként is utalnak ra. A PhtB csalad masik
tagja a C3-lebontd polipeptid, amelyet a WO 00/17370 szamu nem-
zetkozi PCT kOzrebocsatasi irat ismertet. Ez a fehérje szintén a
polihisztidin tridd c¢saladhoz tartozik és LXXC II-es tipusu
szigndl szekvencia mintazattal rendelkezik. Az eldényds immunold-
giailag funkciondlis ekvivalense a WO 98/18930 szdmi nemzetkdzi
PCT kozrebocsatasi iratban ismertetett Spd42 fehérje. A csonka
PhtB-t (korilbelil 79 kD) a WO 99/15675 szA&mi nemzetkdzi PCT
kdzrebocsatasi irat ismerteti, amelyet szintén a PhtX csaléad
tagjanak tekintink.

A PhtE-t a WO 00/30299 szaml nemzetko6zi PCT kozrebocsatasi
iratban ismertetik és BVH-3-ként utalnak ra.

Ami a kolin-koté fehérjecsaladot illeti a fehérjecsalad tag-
jait eredetileg olyan pneumococcus fehérjékként azonositotték,
amelyek kolin-affinitds kromatogrdfia segitségével tisztithatdk.
A kolin-koté fehérjék egyike sem kotddik kovalensen a sejtfal
foszforilkolin vegyiletekhez, a teichosavhoz és a membran-
kapcsolt lipoteichosavhoz. Ami a teljes fehérjecsalddot illeti
szerkezetileg altalaban szamos régidval rendelkeznek, joéllehet a
fehérjék pontos természete (aminosav szekvencia, hossz stb.)
valtozhat. Altaladban a kolin-k&é6té fehérjék egy N-terminadlis ré-
giét (N), konzervalt ismétldédé régidkat (R1 és/vagy R2), prolin-
gazdag régiot (P) és egy konzervalt kolin-koté régiot (C) tar-
talmaznak, amely kolin-kétd régidé tobb ismétldédésbdl épiul fel és
koriilbeltil a fehérje felét jelenti. Amint azt a leirdsban hasz-

naljuk, a ,kolin-koté fehérjecsalad (Cbp)” kifejezés jelentése a



WO 97/41151 sza&mu nemzetko6zi PCT kozrebocsatasi iratban azonosi-
tott kolin-koté fehérjék, a PbcA, SpsA, PspC, CbpA, CbpD és
CbpG. A CbpA-t a WO 97/41151 szaml nemzetkdzi PCT kdzrebocsatasi
iratban ismertetik. A CbpD-t és a CbpG-t a WO 00/29434 szamua
nemzetkdzi PCT kdzrebocsatasi iratban ismertetik. A PspC-t a WO
97/09994 szami nemzetkozi PCT kozrebocsatasi iratban ismertetik.
A PbcA-t a WO 98/21337 szami nemzetkdzi PCT kozrebocsatasi irat-
ban ismertetik. Az SpSA a WO 98/39450 szaml nemzetkdzi PCT kdz-
rebocsatasi iratban ismertetett kolin-kotd fehérje. A kolin-kotéd
fehérjéket eldénydsen a CbpA, PbcA, SpsA és PspC kozil valaszt-
juk.

Egy masik eldényos kiviteli példa a csonka CbpX, ahol a
~CbpX” kifejezést az elézbekben megadtuk és a ,csonka” kifejezés
olyan CbpX fehérjékre utal, amelyeknél a kolin-koté régidé (C) 50
$-a vagy nagyobb része hianyzik. Eldénydsen az ilyen fehérjéknél
a teljes kolin-kotd régid hianyzik. EldSnydsebben az ilyen csonka
fehérjékbél hidnyzik (i) a kolin-kotd régid és (ii) a fehérje N-
termindlis felének egy része is, de legaldbb egy ismétléds régid
(Rl vagy R2) megmarad. Még eldnydsebben a csonka fehérje a 2
ismétldds régidét tartalmazza (R1 vagy R2). Az ilyen eldnxods ki-
viteli alakokra példdk a WO 99/51266 vagy WO 99/51188 szamu nem-
zetkdzi PCT kozrebocsatasi iratban bemutatott NR1xR2 és R1xR2
csonka fehérjék, azonban a hasonld kolin-koté régid nélkili més
kolin-koté fehérjék is a taldlmany oltalmi korébe tartoznak.

A LytX csalad tagjai sejtlizissel o6sszefliiggé membran-
kapcsolt fehérjék. Altaldban az N terminalis domén kolin-k&étd
domént vagy doméneket tartalmaz, azonban a LytX csalad nem ren-

delkezik az O6sszes olyan tulajdonsaggal, amely az elézdéekben



emlitett CbpA fehérjecsaladban megtaldalhatd, és igy a taldlmany
esetében a LytX csalad kiilonbozik a CbpX csaladtél. A CbpX csa-
ldddal ellentétben a C-termindlis domén tartalmazza a LytX fe-
hérjecsaladd katalitikus doménjét. A csaladhoz tartozik a LytA, B
és C. A LytX csalddot illetéen a LytA fehérjét Ronda és mtsai.
Eur J Biochem, 164:621-624 (1987) ismertetik. A LytB-t a WO
98/18930 sza&mi nemzetkdzi PCT iratban ismertetik és Sp46-ként is
utalnak r4d. A LytC-t is a WO 98/18930 szaml nemzetkdzi PCT irat-
ban ismertetik és Sp9l1-ként utalnak ra. Ennek a fehérjecsalddnak
az eldényds tagja a LytC fehérje.

Tovabbi eldényds kiviteli alakok a LytX csalad csoﬁka fehér-
jéi, ahol a ,LytX” kifejezést az eldzéekben adtuk meg és a
~csonka fehérjék” kifejezés olyan fehérjékre utal, amelyeknek a
kolin-kotd régidjabdél 50 % vagy tébb hidnyzik. Elénydsen az
ilyen fehérjékbdél a teljes kolin-kotd régidé hidnyzik. Az ilyen
csonka fehérjékre példa taldlhatdé a taldlmany szerinti példak-
ban.

A taldlmany szerinti még tovabbi eldényds kiviteli alakok ma-
gukban foglaljak a csonka CbpX-csonka LytX kiméra fehérjéket
(vagy fuzidés fehérjéket). ElSnybsen ide tartoznak CbpX NR1xR2
(vagy R1xR2) csonka fehérje és LytX C-termindlis része (Cterm,
azaz a kolin-koété domének hianya) (példdul a LytCCterm vagy
Sp91Cterm). Eldnybsebben a CbpX-et a CbpA, PbcA, SpsA és PspC
k6zil valasztjuk. Még eldnydsebben a CbpX a CbpA. Elénydsen LytX
fehérje a LytC (amelyre Sp9l-ként is utalnak).

A talalmany szerinti masik kiviteli alak a PspA vagy a cson-
ka PsaA, amelynek hianyzik a kolin-koté doménje (C) és fuzids

fehérjeként a LytX fehérjével expresszaljuk. Eldénydsen a LytX
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fehérje a LytC.

A pneumolizin kil6énb6zé citolitikus és komplement aktivalasi
aktivitdsokkal rendelkezé tobbfunkcids toxin (Rubins és mtsai.,
Am. Respi. Cit Care Med, 153:1339-1346 (1996)). A toxint a
pneumococcusok nem valasztjak ki, hanem autolizin hatédsara a
pneumococcusok lizise soran szabadul fel. A hatasai ko6zé tarto-
zik példaul a gyulladasos citokinek humdn monocitdk 4ltali ter-
melésének stimuldlasa, a humdn 1légzdéhdmon 1évé csilldész8rok
csapkoddsanak gatlasa és a neutrofilek baktericid hatésanak és
migracidéjanak csokkentése. A pneumolizin legnyilvanvaldbb hatéa-
sdt a vOrosvérsejtek lizise soran fejti ki, amely magadban fog-
lalja a koleszterinhez torténd kotdédést. Mivel ez egy toxin,
ezért szikség van a toxikus hatasanak hatédstalanitasdra (azaz
amikor védéhatas elérésére alkalmas ddézisban biztositjuk ember
szamara, akkor nem toxikus), mieldétt in vivo beadnénk. A vad-
tipusu vagy természetes pneumolizin expresszidja és kldénozasa
j61 ismert a szakterileten. Lasd példidul Walker és mtsai.,
(Infect Immun, 55:1184-1189 (1987)), Mitchell és mtsai.,
(Biochim Biophys Acta, 1007:67-72 (1989)) és Mitchell és mtsai.,
(NAR, 18:4010 (1990)). A Ply toxikussidgdnak hatastalanitasa ké-
miai uUton, példdul formalinos vagy glutaraldehides kezeléssel
vagy a kettd kombindlasaval végezhetd. Az ilyen eljarasok jol
ismertek a szakterileten a kilonféle toxinok esetében. Masik
lehet&ségként a Ply toxikussdga genetikailag is hatastalanitha-
té. Kovetkezésképpen a talalmany magaban foglalja a pneumococcus
fehérjék szarmazékait, amelyek példaul mutédns fehérjék lehetnek.
A leirasban a ,mutans” kifejezés jelentése egy olyan molekuléra

utal, amely delécidén, addicidédn vagy egy vagy tdébb aminosav he-
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lyettesitésén esik at helyspecifikus mutécidénal vagy barmely mas
hagyomanyos eljarasnal j6él ismert technikak segitségével. Amint
azt az eldézbéekben ismertettiik, példadul a muténs Ply fehérje ugy
moédosithatd, hogy Dbioldgiailag inaktiv legyen, mikézben az
immunogén epitdépjai megmaradnak, lasd példaul WO 90/06951 szamu
nemzetkdzi PCT kozrebocsatasi irat, Berry és mtsai. (Infect Im-
mun, 67:981-985 (1999)) és WO 99/03884 szamu nemzetkoézi PCT kdz-
rebocsatidsi irat.

Amint azt a leirasban hasznaljuk, nyilvanvaldé, hogy a ,Ply”
kifejezés Jjelentése gydgyaszati alkalmazasra alkalmas muténs
vagy toxikussagatdél mentesitett pneumolizinre utal.

Ami a PsaA és PspA fehérjéket illeti, mindegyik ismert a
szakterlileten. Példidul a PsaA fehérjét és transzmembrén deléciéds
varidnsait Berry és Paton (Infect Immun 1996 dec; 64(12):5255-
62) ismertetik. A PspA fehérjét és transzmembran delécidés vari-
ansait példaul az US 5804193 szamu amerikai egyestlt &llamokbeli
szabadalmi leirasban, a WO 92/14488 és WO 99/53940 szAmi nemzet-
kozi PCT kozrebocsatasi iratban ismertetik.

Az Spl28 és Spl30 fehérjéket a WO 00/76540 sza&mu nemzetkdzi
PCT kozrebocsatisi iratban ismertetik.

Az Spl25 egy olyan pneumococcus felileti fehérjére példa,
amely LPXTG (ahol X jelentése barmilyen aminosav) sejtfal hor-
gonyzd mintazattal rendelkezik. Ezzel a mintazattal rendelkezd
barmely pneumococcus felluleti fehérjérél azt taldltuk, hogy
hasznalhaté a talalmannyal oOsszefliggésben és 1igy a talalmany
szerinti tovabbi fehérjének tekinthetd. Magat az Spl25-t a WO

98/18930 szami nemzetkodzi PCT kdzrebocsdtédsi iratban ismertetik

és ZmpB-ként - cink-metalloproteinazként is ismert.
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Az SplOl-et a WO 98/06734 szamu nemzetkozi PCT kdzrebocsata-
si iratban ismertetik (# y85993 referencia szédmon). A fehérjét
az I-es tipusu szigndl szekvencia jellemzi.

Az Spl33-at a WO 98/06734 szamu nemzetkozi PCT kdzrebocsata-
si iratban ismertetik (# y85992 referencia szamon). Ezt a fehér-
jét is az I-es tipusl szignal szekvencia jellemzi.

A taldlmény szerinti fehérjék eldénydsen kombinadlhatdk is.
Elényds kombinacidék, nem korlatozdé jelleggel a PhtD+NR1xR2,
PhtD+NR1xR2-Sp91Cterm kiméra vagy fuzidés fehérjék, PhtD+Ply,
PhtD+Spl28, PhtD+PsaA, PhtD+PspA, PhtA+NR1xR2, PhtA+NR1xR2-
Sp91Cterm kiméra vagy fuzidés fehérjék, PhtA+Ply, PhtA+Spl28,
PhtA+PsaA, PhtA+PspA, NR1xR2+LytC, NR1xR2+PspA, NR1xR2+PsaA,
NR1xR2+Spl128, R1xR2+LytC, RI1xR2+PspA, R1xR2+PsahA, R1xR2+Spl28,
R1xR2+PhtD, R1xR2+PhtA. Eldénydsen az NR1xR2 (vagy R1xR2) régidk
a CbpA-bdél vagy a PspC-bd&l, eldénydsebben a CbpA-bdl szarmaznak.

A pneumococcus fehérjék kilondsen eldnyds kombinacidja a Ply
(vagy csonka valtozata vagy immunoldégiailag funkciondlis ekviva-
lense) +PhtD (vagy csonka valtozata vagy immunoldégiailag funkcio-
nalis ekvivalense)+NR1xR2 (vagy RI1xR2). Elénydsen az NR1xR2
(vagy R1xR2) régidk a CbpA-bdl vagy a PspC-bél, eldénydsebben a
CbpA-bb61 szarmaznak.

A talalmany magaban foglalja a taldlmany szerinti fehérjék
»immunolégiailag funkcionalis ekvivalenseit” is. Az ,immunolégi-
ailag funkcionalis ekvivalens” kifejezést a fehérje talédlmany
szerinti fehérjékbdl szarmazd legaldbb egy véddhatast eldidézd
epitdépot tartalmazdé peptidjeként  hatdrozzuk meq. Ezek az
epitdépok jellemzé mébdon a sejt felszinén jelennek meg, erdsen

konzervaltak és képesek baktériummal szembeni antitest valasz
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indukdlasdra a gazdaszervezetben vagy a toxikus hatasok megaka-
dadlyozasaban. Eldnydsen a funkcionalis ekvivalens legaldbb 15 és
elénydsen 30 vagy tobb szomszédos aminosavat tartalmaz a talal-
many szerinti fehérjébél, és ezek az immunoldgiailag funkciona-
lis ekvivalensek alkalmazhaték azzal a feltétellel, hogy képesek
lényegében az eredeti fehérjéhez hasonldé immunvalasz indukalasa-
ra. A potencialis B-sejt epitdpok helyzete a fehérje szekvencia-
jaban kdénnyen meghatarozhatdé a sejtfelszinen megjelend és anti-
gén hatadsu peptidek azonositasaval két mddszer kombindcidjat
alkalmazva: a két mdédszer a kétdimenzids struktira meghatarozéasa
és az antigén jelleg indexének meghatarozasa. A kétdimenziéds
szerkezet meghatarozdsa a PSIPRED program segitségével végezhetd
el (David Jones, Brunel Bioinformatics Group, Dept. Biological
Sciences, Brunel University, Uxbridge UB8 3PH, Egyesilt Kiraly-
sdg). Az antigén jelleg indexe a Jameson és Wolf (CABIOS 4:181-
186(1988)) altal ismertetett eljaras alapjan szamithatd ki.

A taladlmany elényokkel rendelkezik a S. pneumoniae
poliszacharid vakcinakkal szemben, amennyiben a tobb S.
pneumoniae fehérje (immunogén) készitmények nagyobb véddShatéast
biztosithatnak az immunrendszer két agaban a szamos
szerotipussal szemben, tovabba gatolhatjak a patogének megtapa-
dasat és telepképzését, potencidlisan olyan antitesteket indu-
kdlhatnak, amelyek semlegesitik a patogén toxikus/enzimatikus
hatéasait.

A talalmany targya tovabba kombinacids vakcinak, amelyek vé-
delmet biztositanak a kilénboz8 patogénekkel szemben. Szamos
gyermekgydégyaszati vakcina ismert kombinaciés vakcinaként, hogy

csdkkentsék a befecskendezések szamat, amelyet egy gyereknek meg



14 .

kell kapnia. Igy a gyermekgydgydszati vakcindk esetében mas
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patogénekbdl szarmazé tovabbi antigének formulazhatdédk a talal-
many szerinti vakcindkkal. A taldlmany szerinti vakcindk, példa-
ul a Jjoél1 ismert, Diphtheria toxoidot (DT), tetanusz toxoidot
(TT) és pertusszisz komponenseket [jellemz&en fertdzésképtelenné
tett Pertusszisz toxoid (PT) és rostos hemaglutinin (FHA) tet-
szés szerint pertaktinnal (PRN) és agglutinin 1+2-vel egylitt]
tartalmazé  ,haromelemii” kombindciés vakcinaval formulazhatéd
(vagy kulon formulazhatd, de egy idében adhatd be), igy példaul
az INFANRIX-DTPa™ (SmithKlineBeecham Biologicals) kereskedelem-
ben kaphaté vakcinaval, amely DT, TT, PT, FHA és PRN antigéneket
tartalmaz, vagy a Tritanrix™ (SmithKlineBeecham Biologicals)
kereskedelemben kaphatdé vakcinaval, amely a pertusszisz teljes
sejtkomponenseit tartalmazza. A kombinalt vakcina mads antigént
is tartalmazhat, 1igy példaul Hepatitisz B felileti antigént
(HbsAg), Polio virus antigéneket (példaul inaktivalt haromelemid
polio virus -~ IPV), Moraxella catarrhalis kilsémembréan fehérjé-
ket, nem tipizalhatd Haemophilus 1inluenzae fehérjéket, N.
meningitidis B kiilsé membran fehérjéket.

A kombinacids vakcinaval formulazhatdé (kilondosen a kozépfil-
gyulladéds megeldzéséhez) eldnyds Moraxella catarrhalis fehérje
antigénekre példak a kovetkezdé8k: OMP106 [WO 97/41731 (Antex) és
WO 96/34960 (PMC) szamu nemzetkdzi PCT kozrebocsatasi iratok];
OMP21; LbpA és/vagy LbpB [WO 98/55606 (PMC) szami nemzetkozi PCT
kdzrebocsatasi irat]; TbpA és/vagy TbpB [WO 97/13785 és WO
97/32980 (PMC) szamu nemzetkdzi PCT kdzrebocsdtasi iratok]; CopB
(Helminen ME és mtsai., (1993) Infect. Immun. 61:2003-2010];

UspAl és/vagy UspA2 [WO 93/03761 (University of Texas) szamu
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nemzetkdzi PCT kozrebocsatasi irat]; OmpCD; HasR (PCT/EP99/03824
nemzetkdzi bejelentési szamu irat); PilQ (PCT/EP99/03823 nemzet-
k6zi bejelentési szama irat); OMP85 (PCT/EP00/01468 nemzetkozi
bejelentési sz&mu irat); 1lipo0O6 (GB 9917977.2 nagy-britanniai
szabadalmi leiras); lipolO (GB 9918208.1 nagy-britanniai szaba-
dalmi 1leiréas); lipoll (GB 9918302.2 nagy-britanniai szabadalmi
leiras); 1lipol8 (GB 9918038.2 nagy-britanniai szabadalmi le-
irads); P6 (PCT/EP99/03038 nemzetkozi bejelentési szadmi irat);
D15 (PCT/EP99/03822 nemzetkdzi bejelentési szadmid irat); OmplAl
(PCT/EP99/06781 nemzetkdzi bejelentési szamu irat); Hly3
(PCT/EP99/03257 nemzetkdzi bejelentési szaml irat); és az OmpE.
A kombinaciés vakcinaval egyitt formuldzhaté nem tipizalhaté
Haemophilus influenzae antigénekre (kilonosen a kozépfilgyulla-
dis megeldézésére) példak: Fimbrin fehérje [US 5766608 szamia ame-
rikai egyesult allamokbeli szabadalmi leirds - Ohio State
Research Foundation] és a beldlik szarmazd peptideket tartalmazd
fuzidk [példaul az LB1(f) peptid fazidk; US 5843464 (0OSU) szamu
amerikali egyesilt allamokbeli szabadalmi leirds wvagy a WO
99/64067 szadmu nemzetkoézi PCT kdzrebocsdtdsi irat]; OMP26 [WO
97/01638 (Cortecs) szamu nemzetkozi PCT kozrebocsatasi irat]; P6
[EP 281673 (State University of New York) szadmi eurdpai szaba-
dalmi leirds]; TbpA és/vagy TbpB; Hia; Hsf; Hind47; Hif; Hmwl;
Hmw2; Hmw3; Hmwé4; Hap; D15 (WO 94/12641 szami nemzetk®dzi PCT
kézrebocsatasi irat); D-fehérje (EP 594610 szamu eurdpai szaba-
dalmi leiréas); P2 és P5 (WO 94/26304 sza&mi nemzetkdzi PCT kdzre-—
bocsatasi irat).

Egy masik kiviteli alakban az eld&zbéekben felsorolt kiilénféle

antigéneket a talalmany szerinti immunogén készitmény olyan an-
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tigénekként tartalmazza, amelyek abbdél a baktériumbdol készitett

kiilsé membran vezikulumok (hdélyagok) felszinén vannak jelen,
amelyekb&l az antigének szarmaznak.

A tovabbi kombindcidék magukban foglaljak a taldlmany szerin-
ti S. pneumoniae fehérjéket virus antigénekkel, példaul influen-
za virusbdél szarmazdé antigénekkel (legyengitett, hasitott vagy
alegység [példaul feliuleti glikoproteinek, neuraminidaz (NA) és
hemagglutinin (HA). La&sd példaul Chaloupka I. és mtsai., Eur.
Journal Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1996, 15:121-127]), RSV-
vel (példadul F és G antigének vagy F/G fuzidk, 1lasd példaul
Schmidt AC. és mtsai., J Virol, 2001 Majus, 4594-4603), PIV3-mal
(példaul HN és F-fehérjék, lasd Schmidt és mtsai., korabban),
Varicella antigénekkel (példaul legyengitett, I-V glikoproteinek
stb.) és az MMR (kanyard, mumpsz, rubeola) barmely (vagy Osszes)
komponensével kombindlva.

A taldlmdny szerintl poliszacharid antigének

A taldlmadny magéban foglal tovabbad olyan kombinacids vakci-
nakat is, amelyek 2 vagy tobb S. pneumoniae fehérjét tartalmaz-
nak S. pneumoniae poliszacharidoktdél eltérd poliszacharidokkal
kombinalva. TIlyen poliszacharidok izolalhatdék példaul a H.
influenzae-b&él, igy a B-tipusu H. influenzae-bél (Hib), az N.
meningitidis A, C, W, Y csoportokbdl, a S. pneumoniae-tdl eltérd
mads Streptococcusokbdél (példaul a Streptococcus B-csoport, S.
pyogenes stb), Staphylococcusokbdl (példaul S. aureus, S.
epidermidis), E. coli-bol, Enterococcusokbdl (példaul E.
faecalis és E. faecium) stb. Eldénydsek a B-tipusu H. influenzae-
bél (Hib) és/vagy az N. meningitidis A, C, W135 és/vagy Y cso-

portjabdl szarmazd poliszacharidok.
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Amint azt korabban emlitettik az oltéashoz hasznalt
poliszachariddal kapcsolatos probléma az, hogy a poliszacharidok
onmagukban gyenge immunogének. Ezt a problémat lekiizdve a
poliszacharidok olyan fehérje hordozdékhoz kapcsolhatdk, amelyek
bystander T-sejt immunvdlasz segitséget biztositanak. Eld&nyds
tehat, ha a taldlmanyban alkalmazott poliszacharidokat egy ilyen
fehérje hordozdéhoz kapcsoljuk. A poliszacharid immunogének elé-
a4llitdsdhoz Jjelenleg 4&ltaldnosan hasznalt fehérje hordozdkra
példdk a diftéria és tetanusz toxoidok (DT, DT CRM197, ma&s DT
mutansok, példadul a 148-as Glu helyzetben stb. [l4dsd példaul US
4709017 szamu amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi leirés,
WO 93/25210, WO 95/33481 szami nemzetkdzi PCT  kdzrebocsatéasi
irat stb.] illetve TT(és TT C-fragmens)), Keyhole Limpet
hemocianin (KLH), N. meningitidis-bdél szarmazd OMPC ¢és a
tuberkulin tisztitott fehérje szarmazéka (PPD).

A poliszacharid alapu immunogén készitmények (vagy vakcinak)
esetében egy masik hordozdé a Haemophilus influenzae-bdl szarmazd
D-fehérje (EP 594610 szA&md eurdpal megadott szabadalmi leiras)
vagy ezek fragmensei. Az alkalmazasra alkalmas fragmensek maguk-
ban foglaljak a T-helper epitépokat tartalmazdé fragmenseket.
Kozelebbrél a D-fehérje fragmens eldénydsen a fehérje N-
termindlisanak 1/3-4t tartalmazza.

A poliszacharid barmely ismert eljarassal kapcsolhatdé a hor-
dozé fehérjéhez (példaul Likhite, US 4372945 szdmi amerikai
egyeslilt allamokbeli szabadalmi leiras és Armor és mtsai., US
4474757 szami amerikai egyestlt allamokbeli szabadalmi leiréas).
Elénydsen CDAP konjugacidt végzink (WO 95/08348 szadmi nemzetkodzi

PCT kOzrebocsatasi irat). Az immunogén hatas fokozdsa érdekében
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a poliszacharidok mérete valtoztathatd (depolimerizalhatd), a
hatdsa adjuvanssal javithaté, 1liofilizalhatd, vagy kilonbozé
hordozé fehérjékhez kapcsolhatd.

A taldalmany szerinti TH1 adjuvdnsok

A talalmany szerinti vakcinak hatasat eldénydsen adjuvanssal
javitjuk. Megfelel$ adjuvansok az aluminium sék, példaul alumi-
nium-hidroxid gél (timsd) vagy aluminium-foszfidt, de a kalcium,
magnézium, vas vagy cink séja lehet, vagy az acilezett tirozin
oldhatatlan szuszpenzidéja, vagy acilezett cukrok, kationosan
vagy anionosan derivatizalt poliszacharidok vagy polifoszfazének
lehetnek.

Elényds, ha az adjuvanst azok kézil valasztjuk, amelyek eld-
nydsen THl-tipusu valaszt indukalnak. A Thl-tipusi citokinek
magas szintje eldnyben részesiti az adott antigénre adott sejt-
kozvetitett immunvalaszok indukalasat, mikdzben a Th2-tipusu
citokinek magas szintje elényben részesiti az antigénre adott
humorédlis immunvalaszok indukalé&séat.

Fontos megjegyezni, hogy a Thl- és Th2-tipusu immunvalaszok
ko6zotti kulonbség nem abszolut. A valdsagban egy egyén olyan
immunvalaszt tamogat, amelyet tulnyomdérészt Thl-valasz vagy tul-
nyombérészt Th2-valasz jellemez. Azonban gyakran elegendd megnéz-
ni a Mosmann és Coffman (Mosmann TR és Coffman RL (1989) TH1 and
TH2 cells: different patterns of Ilymphokine secretion lead to
different functional properties. Annual Review of Immunology, 7
145-173) &ltal ismertetett egér CD4 +ve T-sejt kloénok vonatkoza-
sdban a citokinek csaladjait. Hagyomdnyosan a Thl-tipusu immun-
vadlaszok az IFN-y és IL-2 citokinek T-limfocit&k &altali termelé-

sével vannak kapcsolatban. Nem T-sejtek termelik a Thl-tipusu
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immunvalaszok indukalasdval gyakran koézvetleniil kapcsolatban
1év8 mas citokineket, példaul az IL-12-t. Ezzel szemben a Th2-
tipusu immunvalaszok az IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 kivadlasztéasaval
vannak kapcsolatban. A tulnyomérészt Thl-immunvalaszt elésegitd
megfelelé adjuvans rendszerek a monofoszforil-lipid A vagy szar-
mazéka, kildondsen a 3-de-O-acilezett monofoszforil lipid A (3D~
MPL) (el8allitdsdhoz 1lasd a GB 2220211 széamu nagy-britanniai
szabadalmi leirast); és a monofoszforil lipid A, elénydsen a 3-
de-0O-acilezett monofoszforil 1lipid A aluminium séval (példaul
aluminium-foszfattal vagy aluminium-hidroxiddal) vagy olaj-a-
vizben emulzidéval képezett készitménye. Az ilyen készitményekben
az antigén és a 3D-MPL ugyanabban a szemcsés szerkezetben van
jelen, lehetévé téve az antigén és immunstimuldld jelek hatéko-
nyabb szallitasdt. A vizsgalatok kimutattak, hogy a 3D-MPL képes
tovadbb fokozni a timsbhoz kotott antigén immunogén hatésat
(Thoelen és mtsai., Vaccine (1998) 16:708-14; EP 689454 szamu
megadott eurdpai szabadalmi leirés).

Egy javitott rendszer magaban foglalja a monofoszforil lipid
A és egy szaponin szarmazék kombindcidéjat, kilondsen a WO
94/00153 szamu nemzetkdzi PCT kodzrebocsdtdsi iratban ismertetett
QS21 és 3D-MPL kombinacidéjat, vagy egy kevésbé reaktiv készit-
ményt, ahol a QS2l-et koleszterinnel csillapitanak a WO 96/33739
szamu nemzetkozi PCT kdzrebocsatasi iratnak megfelelden.

A kildbnésen hatasos adjuvans készitmény QS21-et, 3D-MPL-t és
tokoferolt tartalmaz olaj-a-vizben emulzidban, amelyet a WO
95/17210 szami nemzetkdzi PCT kozrebocsdtasi irat ismertet és ez
az eldényods készitmény.

A vakcina eldénydsen egy szaponint, eldénydsebben QS2l-et is
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tartalmaz. A készitmény egy olaj-a-vizben emulzidét és tokoferolt
is tartalmazhat (WO 95/17210 szamu nemzetkozi PCT kdzrebocsatéasi
irat).

A taldlmany targya tovabba eljaras vakcina készitmény eldal-
litasara, amely a talalmany szerinti fehérje gydgyaszatilag el-
fogadhaté hordozdéval, példaul 3D-MPL-lel torténd oOsszekeverésé-
bsl all.

A metilezetlen CpG-t tartalmazdé oligonukleotidok is eldényos
TH1 immunvalaszt indukdaldé szerek és alkalmasak a taldlmany sze-
rinti alkalmazashoz.

A taldlmany tovabbi megkozelitésében egy vakcinat biztosit a
leiradsban ismertetettek szerint gydgyszerben toérténd alkalmazas-
ra. Az egyik kiviteli alakban eljarast biztositunk id&skori ti-
dégyulladids megelézésére vagy enyhitésére, amelynek sordn a ta-
ldlmany szerinti vakcina biztonsdagos és hatékony mennyiségét és
adott esetben Thl adjuvanst adunk be az emlitett idés betegbe.

Tovabbi kiviteli alakban eljarast biztositunk kozépfilgyul-
ladéds megel&zésére vagy enyhitésére csecsem&kben (24 hénapos
korig) vagy kisgyerekekben (jellemzéen 24 hoénaptdél 5 éves ko-
rig), amelynek soran a Streptococcus pneumoniae taldlmany sze-
rinti fehérjéket és adott esetben Thl adjuvanst tartalmazé vak-
cina biztonsdgos és hatdsos mennyiségét adunk be az emlitett
csecsembébe vagy kisgyerekbe.

A taldlmdny szerinti vakcina készitmények

A talalmany szerinti vakcina készitmények ugy alkalmazhatdk,
hogy az emlitett vakcinat szisztémédsan vagy nyalkan keresztil
adjuk be a fertdézésre hajlamos emldsdk (eldénydsen emberi bete-

gek) védelmére vagy kezelésére. A beadds mdédja lehet intramusz-
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kuldris, intraperitonedlis, intradermalis vagy szubkutan injek-
cié; vaqgy nyalkan keresztul toérténd beadas az ora-
lis/tapcsatornaba, 1légutakba, hugy- és ivarszervi szakaszba. A
tidégyulladads vagy kozépflilgyulladas kezelése esetében a vakci-
ndk intranazadlis beadasa az eldnyds (mivel a pneumococcusok orr-
garati szallitédsa hatékonyabban megel&zhetd, ezaltal annak korai
fazisdban legyengitve a fertézést). Jdllehet a taldlmadny szerin-
ti vakcina egyetlen dbézisban 1is beadhatdé, annak komponensei
egylitt is beadhatdék egyszerre vagy kiilonbozé idépontokban (pél-
ddul ha a poliszacharidok vannak a vakcindban akkor ezek a vak-
cina bakteridlis fehérje komponenseinek beadasatdél kiloén adhatdk
be egyid&ében vagy a fehérje komponensek beadasa utan 1-2 héttel,
hogy egymasra vonatkozdan az immunvalaszok Osszehangolasa opti-
malis legyen). A beadas egyedi utvonalan felil a beadéas két ki-
16nb6z6 uUtvonala is alkalmazhatéd. Példaul a virdlis antigének
intradermalisan (ID) adhatdk be, mig a bakteridlis fehérjék- int-
ramuszkuldrisan (IM) vagy intranazalisan (IN) adhatdédk be. Ha
poliszacharidokat is alkalmazunk, akkor azok IM (vagy ID) adha-
ték be és a bakteridlis fehérjék IN (vagy ID) adhatdék be. Tovab-
ba a taladlmany szerinti vakcindk IM adhaték be az alapozd dbzi-
sok esetében és IN az emlékeztetd (booster) dbdzisok esetében.

A vakcina dézisokban 1évé konjugdlt antigén mennyiségét ugy
valasztjuk meg, hogy immunrendszert védé valaszt indukdljon a
vakcindkra jellemzé, Jjelentés mértékl karos mellékhatdsok nél-
kil. Ez a mennyiség attdél fuggden valtozhat, hogy milyen speci-
fikus immunogént alkalmazunk és azt milyen uUton mutatjadk be a
megfeleld sejtek. A fehérje antigének mennyisége a vakcindban

jellemzdéen 1-100 upg, eldnydsen 5-50 pg, legeldénydsebben 5-25 ug.
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Ha poliszacharidot is alkalmazunk, akkor &ltalaban az varhato,
hogy mindegyik dézis 0,1-100 pg, eldnydsen 0,1-50 pg, eldnyoseb-
ben 0,1-10 upug és legeldénydsebben 1-5 ug poliszacharidot tartal-
maz.

A sajatos vakcina komponenseinek optimalis mennyiségei szab-
vanyos kisérletekkel hatarozhaték meg, beleértve az alanyban
indukaldédé megfeleld immunvalaszok megfigyelését. Kezdeti beol-
tast kovetden az alanyok kelld idékozokben egy vagy tobb emlé-
keztetd immunizdlast kaphatnak. Jellemz&en a vakcina antigént
(fehérjéket), adjuvanst, és kotdanyagokat vagy gydgyaszatilag
elfogadhaté hordozdét tartalmaz.

A vakcindk elkészitését 4altalanosan a ,Vakcina Tervezés”
(Vaccine Design) cimd munkdban ismertetik (,The subunit and
adjuvant approach” (szerk. Powell M.F. és Newman M.J.) (1995)
Plenum Press New York). A liposzbémakba torténd kapszulazast
Fullerton ismerteti az US 4235877 szamu amerikai egyesilt &llam-
okbeli szabadalmi leirasban.

Jo6llehet a taldlmany szerinti vakcinadk barmely uton beadha-
tok, az ismertetett vakcindk bdérbe torténd (ID) beaddsa a taldl-
many egyik kiviteli alakjat képezi. Az emberi bdér egy kiilséd
»Szarus” hamréteget tartalmaz, amelyet stratum corneumnak hivnak
és az epidermiszt boritja be. Az epidermisz alatt helyezkedik el
az ugynevezett dermisz réteg, amely viszont a bér alatti szdve-
tet boritja. Kutatdk kimutattdk, hogy a vakcina b&rbe fecskende-
zése kulonosen a dermiszbe torténd befecskendezése immunvalaszt
stimulal, amely szdmos tovabbi eldénnyel lehet kapcsolatban. A
leirdsban ismertetett vakcindk intradermalis (bdrbe adott) olta-

sa a talalmany eldényds tulajdonsagat képezi.
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Az 1intradermalis befecskendezés hagyomadnyos technikaja a
,Mantoux-préba”, amelyben a bdért letisztitjuk, majd egyik kézzel
megfeszitjik, és egy szlk nyilasu (0,114-0,241 mm) td hegye nyi-
lasaval felfelé a tlt 10-15° szogben beszOGrjuk. Mihelyt beszur-
tuk a tidhegy nyilasat, a fecskenddt beljebb tolijuk és addig tol-
juk, mig az enyhe nyomas megemeli a tGt a bdér alatt. A folyadé-
kot ezutdn nagyon lassan befecskendezziik, mialtal hélyag vagy
dudor képzd&dik a bdér felszinén, és ezt a td lasst kihGzasa kove-
ti.

Ujabban olyan eszkdzdket ismertettek, amelyeket kifejezetten
folyékony hatdanyag bdérbe vagy bdrdn keresztil todrténd beadashoz
terveztek, ilyenek példadul a WO 99/34850 sza&mi nemzetkodzi PCT
kozrebocsatasi iratban és az EP 1092444 szami eurdpai szabadalmi
leirasban ismertetett eszkozok, tovabbd a WO 01/13977 szami nem-
zetkdzi PCT kozrebocsatasi iratban; US 5480381, US 5599302, US
5334144, US 5993412, US 5649912, US 5569189, US 5704911, US
5383851, US 5893397, US 5466220, US 5339163, US 5312335, US
5503627, US 5064413, US 5520639, US 4596556, US 4790824, US
4941880, US 4940460 szamu amerikai egyesilt &llamokbeli szaba-
dalmi leirasokban, a WO 97/37705 és WO 97/13537 szamu nemzetkodzi
PCT kozrebocsatasi iratokban ismertetett sugarban befecskendezd
eszkdzok. A vakcina készitmények intradermdlis beaddsdnak mas-
fajta médszerei lehetnek a fecskenddk és tik vagy a szilard vak-
cindk ballisztikus szallitadsdhoz tervezett eszkdzdk (WO 99/27961
szamu nemzetkdzi PCT kozrebocsatasi irat), vagy transzdermdlis
tapaszok (WO 97/48440; WO 98/28037 szamu nemzetkdzi PCT kdzrebo-
csatéasi iratok); vagy a bér feliletét bevoné mddszerek

(transzdermdlis vagy transzkutadn szallitéas; WO 98/20734, WO
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98/28037 szaml nemzetkdzi kbzrebocsadtasi iratok).

Amikor a taldlmany szerinti vakcindkat a bérbe vagy eldnyo-
sebben a dermiszbe adjuk be, a vakcina kis folyadékmennyiségben,
ko6zelebbrél 0,05-0,2 ml mennyiségben van jelen.

A bdrben vagy a talalmany szerinti intradermalis vakcindkban
1évé antigének mennyisége hasonld lehet az intramuszkularis vak-
cindkban (lasd korabban) talalhatdé hagyomanyos dbézisokhoz. Ennek
megfelelden az intradermdlis vakcinakban 1évé fehérje antigének
mennyisége 1-100 ug, eldénydsen 5-50 ug lehet. Hasonldképpen ha
jelen van, a poliszacharid konjugatum antigén mennyisége a vak-
cindkban 4altalaban elvarhaté, hogy 0,1-100 ng, eldénydsen 0,1-50
ug, elénydsen 0,1-10 ug és legeldnyosebben 1-5 ng
poliszacharidot tartalmaz. Azonban a bdér vagy az intradermalis
vakcindk jellegzetessége, hogy a készitmények ,alacsony dbézisa-
ak” lehetnek. Ennek megfelelden az ,alacsony dbézisu” vakcinakban
lévé fehérje antigének eldénydsen akar 0,1-10 pg/ddzis, eldnydsen
0,1-5 ng/dézis mennyiségben vannak jelen; és ha jelen vannak a
poliszacharid konjugadtum antigének 0,01-1 ng/ddézis, eldnydsen
0,01-0,5 pg/dézis mennyiségben vannak jelen.

Amint azt a leirdsban haszndljuk az ,intradermalis szalli-
tas” kifejezés azt jelenti, hogy a vakcinat a bdérben a dermisz
rétegébe juttatjuk el. Azonban a vakcina nem szilikségszerlen ta-
lalhaté meg kizardlag a dermiszben. A dermisz egy olyan réteg a
b&érben, amely az emberi bér felszinétél 1,0-2,0 mm tavolséagra
helyezkedik el, de ez a tavolsag bizonyos mértékd valtozékonyséa-
got mutat az egyének kozott és a test kilonbozd részeiben. Alta-

laban elfogadhatdé, hogy a dermiszt a bdér felszine alatt 1,5 mm-

re érjlik el. A dermisz a stratum corneum és az epidermisz kozott
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helyezkedik el, annak felszinén és alatta a szubkutan réteg van.
A sz&allitds médjatdél fuggbéen a vakcina végsd soron kizarodlag
vagy elsédlegesen a dermiszben helyezkedik el, vagy a vakcina
végsé soron az epidermisz és a dermisz kozott oszlik szét.

A taldlmany egy masik megkdzelitésében a taldlmany szerinti
vakcina egy vagy tobb S. pneumoniae fehérjéket kddold DNS-t tar-
talmazhat oly médon, hogy a fehérje in situ j6jjén létre. A DNS
a szakember szdmdra ismert, kilonféle szallitérendszer barmelyi-
kében lehet jelen, beleértve a nukleinsav expresszids rendszere-
ket, bakteridlis és viralis expressziés rendszereket. Szamos
génszallitdé rendszer ismert a szakterilileten, példaul Rolland
(Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, 1998) &ltal
és az abban hivatkozott iratokban ismertetett rendszerek. A meg-
feleld nukleinsav expresszids rendszerek tartalmazzdk a betegben
torténd expresszidhoz szlkséges DNS szekvencidkat (példaul meg-
felelé promotert és terminacidés Jjelet). Amikor az expresszids
rendszer egy rekombinans él& mikroorganizmus, példaul virus vagy
baktérium, a kérdéses gén az é16 rekombinans virus vagy baktéri-
um genomjaba illeszthetd be. Az €186 vektorral torténd beoltas és
in vivo fertézés az antigén in vivo expresszidéjidhoz és immunva-
laszok induk&lasdhoz vezet. E célbdl alkalmazott virusok és bak-
tériumok  példdul a himlévirusok (példaul tehénhimld, baromfi-
himlé, kanarihimlé), alfavirusok (Sindbis virus, Semliki Forest
Virus, Venezuelai L& Agyveldgyulladds Virus), adenovirusok,
adeno-rokon virusok, picornavirusok (poliovirus, rhinovirus),
herpesz  virusok (Varicella-zoster virus stb.), Lisztéria,
Salmonella, Shigella, Neisseria, BCG. Ezek a virusok és baktéri-

umok virulensek vagy kilonféle mdébdon legyengitettek lehetnek,
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hogy €16 vakcinakat nyerjink. Az ilyen é16 vakcindk is a talal-
many részét képezik.

A talalmany tovabbi megkdzelitésében eljarast biztositunk a
leirasban ismertetett vakcina készitmények eldallitasara, ahol
az eljaras a taldlmany szerinti fehérjék Osszekeverésébdl all.

Elényosen az el&zlekben ismertetett poliszacharidokat tar-
talmazdé antigén készitmények (és vakcindk) az alkalmazasukig
liofiliz&lt alakban wvannak, amikoris roégténzétt mdédon higitd-
szerben vesszik fel. Elénybsebben 3D-MPL jelenlétében liofili-
zaljuk, majd rogtonzott mdédon sdoldatban vesszik fel.

A vakcindk liofilizadléasa j61 ismert a szaktertileten. Jellem-
z6en a folyékony vakcinat fagyasztva szaritjuk Osszetapadéast
gatldé anyag, példaul cukrok, igy szachardéz vagy laktdz jelenlét-
ében (10-200 mg/ml kezdeti koncentracidéban vannak jelen). A lio-
fiiizélés jellemz&en lépések sorozatan keresztil valésul megqg,
példaul 69°C-on kezddédik, 3 o6ra alatt fokozatosan -24°C-ra 4&all
be a hémérséklet, majd 18 oéraig ezt a hdémérsékletet tartjuk,
majd 1 6ra alatt fokozatosan -16°C-ra &llitjuk be a hdémérsékle-
tet, majd 6 6rat ezen a hémérsékleten tartjuk, majd 3 o6ra alatt
fokozatosan 34°C-ra &llitjuk be a hémérsékletet és végul 9 6rat
ezen a hémérsékleten tartjuk.

A taldlmany szerinti immunogén készitmények és vakcindk kii-
16nféle 4allatmodellekben vagy human szérumokkal vizsgalhatdk.
Ennek bemutatasdra a kovetkezé 4&llatmodellek alkalmazhatdk a
pneumococcus fertézés megallapitasahoz. C3H/Hed egereket (6-8
hetes) szubkutan immunizalhatdék 50 pl CFA adjuvanssal Jjavitott
15 pg fehérjével, amelyet 3-4 héttel késébbb IFA-val javitott 15

ug fehérjével torténd emlékeztetd immunizadlas kovet. A sziszté-
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mas fertdézésekbdl szarmazd passziv és aktiv védelem bemutatasa
érdekében az egereknek immunszérumok vagy fehérjék adhatdék be
intraperitonealisan a 8-10. héten 15-90 LD50 mennyiségi
pneumococcusokkal torténd intraperitonealis befecskendezéssel
végzett fertdzés eldtt. Tovabba a fehérjék egér nasopharynx te-
lepképzési éllatmodellbep vizsgadlhatdék (Wu és mtsai., Microbiol
Pathogenesis 1997;23:127-137).

Az egereken kivuil ujszilott patkanyok is alkalmasak az S.
pneumoniae-val torténd telepképzési és fertdzési vizsgdlatokhoz.
A passziv véddéhatas kialakulasanak vizsgalata sordn az egér im-
munszérumok beadasa (100 pl intraperitonedlisan vagy 10 wul
intranazalisan) azelétt végezhetd el, mieldétt S. pneumoniae-t
(10 pulI 2-5 napos novendék patkanyokba intranazélisan adnank be
fertdzés céljabdl. A telepképzés az orr kimosasabdél szarmazd
mintdk (10-40 pl-t becsepegtetve, 10 pl-t kinyervel lemezre he-
lyezésével hatarozhatd meg.

A kombindcidés vakcina fehérje komponensei kozotti eldényds
kd6lcsonhatasok a vakcinaban 1évé mindegyik fehérje dbézisanak
beadidsaval hatarozhatdék meg, amelyek kiegészitd védbhatasuak az
egyelemli vakcindban. A kombinacidés vakcina egyelemi vakcindhoz
viszonyitott Jjobb védbShatasa a komponensek kozotti eldnyds kol-
csonhatéasoknak tulajdonithaté.

A talalmanyt a kovetkezd példakban mutatjuk be. A példakat
szabvanyos technikdk segitségével hajtjuk végre, amelyek szakem-
ber szamara j61 ismertek és a mindennapi gyakorlatukhoz tartoz-
nak, kivéve ahol azt masképp részleteiben ismertetjik. A példak
a talalmany bemutatadsat szolgaljak és nem kivanjuk ezekre korla-

tozni a talalmany oltalmi korét.
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PELDAK

1. példa Az antigének Osszeallitasa és expresszidja

NRIXR2

A CbpA egy 75 kDa méretd, sejtfellileten felgyllemld fehérje,
amely szamos doménbdl &ll. Az N-terminalis domén 2 erdsen kon-
zervalt ismétldédé szakaszt (R1 és R2) tartalmaz, mig a C-
termindlis domén 10 egymas utan kodzvetlenul ismétldédsd 20 amino-
sav szekvencia hosszl szakaszt tartalmaz. Az NR1xR2 termeléséhez
csonka CbpA-t &4llitunk el&, azaz a csonka CbpA nem tartalmazza a
kolin-koétd domént.

Az NR1xR2 gént PCR segitségével amplifikaljuk az S.
pneumoniae 4-es szerotipusu térzsébdl nyert DNS-b&1l (lasd példa-
ul WO 97/41157, vagy WO 99/51266 szamu nemzetkézi PCT kozrebo-
csatasi iratok). A PCR-t Expand High Fidelity PCR System, vagy
Hi-Fi (Roche) segitségével végezzik. Ez a rendszer Tag-
polimerazt és hibajavitd polimerazt tartalmazdé keverékbdl &ll. A
37-5’ exonukledz hibajavitdé aktivitds miatt a Hi-Fi alkalmazésa
hdromszoros pontossagu DNS szintézist eredményez a sima Tagq
polimeradzhoz képest.

A PCR fragmenseket a pGEM-T Vector Systems-bél (Promega)
szdrazé pGEM-T vektorba klénozzuk. Ez a lépés sziikséges ahhoz,
hogy lehetdévé tegylik a késébbi ligalashoz a PCR fragmens rest-
rikcidés enzimmel torténd emésztését. A pGEM-T vektor linedris és
3’-T tulnyuld részeket tartalmaz. Ezek a tulnyuld részek teszik
lehetévé a héstabil polimerdzok altal létrehozott PCR termékek
beillesztését, amely polimerdzok templat-figgetlen mdédon eqgy
dezociadenozint adnak az amplifikalt fragmens 3’-végeihez.

A fragmenseket és vektorokat az enzimes emésztést (Ndel és
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Xbal emésztések) kovetden Benore-Parsons és mtsai., (Nucleic
Acids Research, 23, 4926-4927, 1995) 4&ltal ismertetett cikknek
megfeleléen tisztitjuk. Az agarbdz darabot 3-4 o6rat liofilizal-
juk. Az etanol-TE 1:1 ardnyu oldatat adjuk a liofilizalt gélhez.
A mintat o6évatosan 1 oérat keverjiik, majd az agardzt kisajtoljuk
és centrifugdlassal teljesen eltdvolitjuk. A DNS-t etanolos ki-
csapassal visszanyerjuk az eluensbdl.

Az NR1xR2-t kdédold DNS-t egy olyan vektorba kldénozzuk, amely
a A-fagbbdl szarmazdé hosszu L promotert tartalmaz. A kérdéses
fehérje hével indukalhatd, ha az AR 58 E. coli tdrzsben van je-
len, vagy nalidixinsavval, ha az AR 120 E. coli tdrzsben van
jelen.

A baktériumok elétenyészetét 30°C-on éjszakdn at tartd
inkubalassal allitjuk elé. Az eldtenyészetet 40-szeresre higit-
juk 20 ml teljes mennyiségre és 30°C hdémérsékletre helyezziik,
amig az optikai slrusége eléri a 0,4-0,6 értéket. Ezt kdvetden
az expressziét hével indukaljuk 42°C-on. Mintakat veszink kiilén-
b6z8 idépontokban. 1 ml tenyészetet 5 percig 7000 ford./percen
centrifugdlunk. A tenyészet feliluszédéjat -20°C-on tartdsitjuk és
a pelletet (a teljes extraktumot) ujraszuszpendaljuk 500 ul
mintapufferben (western blot wvagy SDS-PAGE analizishez hasznalt
pufferbenI, vagy 500 pl lizispufferben, majd 30 percig 37°C-on

inkubaljuk (ELISA). A lizispuffer Osszetétele: 0,1% SDS, 0,1

o\

dezoxikolat, 0,015M Na-citrat. A mintakat SDS-PAGE-n futtajuk
oly moédon, hogy a mintakat 4-20%-os gélre (Novex, Invitrogen)
visszik fel. A futtatast 200 V-on végezziik. Coomassie-kék fes-
tést alkalmazunk. A mintakat 4-20%-os gélre (Novex, Invitrogen)

visszik fel Western blot futtatidsa céljabdél. A futtatdst 200 V-
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on végezzik. A gélt nitrocelluldéz membranra visszik at és a fol-
tokat nyul o-NR1xR2 poliklondlis antitestekkel (elsd antitest)
és alkalikus foszfatadzhoz kapcsolt a-nyul-antitesttel (masodik
antitest) jelenitjik meg.

Az SDS-PAGE vizsgalattal egy korilbeliil 55 kDa-os savot fi-
gyelink meg. Az SDS-PAGE vizsgalat alapjan a 28B2 kléont valaszt-
juk ki és fermentaljuk. A kldént szekvendljuk és leellendrizzik a
szekvencidjat (a 39 (azaz a szigndl szekvencia utén)-446 amino-
savak=406 aminosav) .

Az NR1xR2 oldhatésagat is vizsgadljuk éjszakan at indukalt
baktériumok lizise és az azt koévetd centrifugadlas utdn. SDS-PAGE
vizsgalatot és ELISA-tesztet végziunk. Az NR1xR2-t ugy tdnik leg-
féképp (>95%) az oldhatd frakcidban nyerjik vissza.

RI1IxR2, PhtD, Sp91, (N)RIxR2-Sp91([C-termindlis domén], és Ply

Ezeket a géneket az NR1xR2-hdéz hasonlé mdédon kldénozzuk,
szekvenaljuk és expresszaljuk. Az RI1xXR2 a CbpA fehérje (4N
szerotipusu S. pneumoniae) 177-443 aminosavait tartalmazza, a
PhtD a 21 aminosavtdl (azaz a szigndl szekvencia utéan) az utolséd
aminosavig (A 4N szerotipust S. pneumoniae CbpA fehérje 839.
aminosava) terjedd szekvenciat tartalmazza, az Sp91 a 20. amino-
savtol (VAA) kezddédik és a végéig terjed. A fuzids fehérjék ese-
tében az R1xR2-Sp91Cterm fuzids fehérje a CbpA 177-446 aminosa-
vait és a 271 aminosavtél a transzlaciés stop-kodonig terjeds
szekvenciat tartalmazza; az NR1xR2-Sp91Cterm a CbpA 39-446 ami-
nosavait é€s a 271 aminosavtdl a transzlacidés stop-kodonig terje-
dé szekvenciat tartalmazza. Mindkét fuzidés fehérje esetében két
tovabbi aminosav (GS) talalhaté az (N)R1xR2 és az Sp91Cterm

szekvenciak kozott. Mindegyik Osszeallitds esetében a gén start
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kodonjatél 5’ irdnyban ATG-kodont épitink be, hogy lehetévé te-
gyik a transzkripciét és a transzlacidét, amely azt jelenti, hogy
egy tovabbi N-termindlis metionin van mindegyik elézéekben emli-
tett szekvencia elején.

2. példa - Szeroldgia

A klinikai vizsgalatokbdél szarmazdé szérumok alkalmazasaval
ELISA vizsgdlatokat végzink az antitest valaszok mérésére, ame-
lyek az S. pneumoniae fehérjékkel szemben alakulnak ki.

2.1 Kisérleti eljarés
* Szérum mintak
a 2-4 hénapos, illetve 6-12 hénapos csecseméktél levett parhuza-
mos szérumok (N=20 DTPa HBV vizsgalatok).
o Korulbelul 20 éves felndttek szérumai (N=50).
s 65 vagy 65 év feletti felnéttek szérumai (N=140).
* ELISA vizsgalatok

Immunolédgiai lemezeket mindegyik fehérje 1 ug/ml-ével von-
juk be és 4°-on éjszakdn &t inkubaljuk. A szérumok kétszeres
higitasi sorozatat (1/10-es higitastdél kiindulva) ezutén 1 6rat
szobahdémérsékleten (RT) inkubaljuk razatas kozben. Immunoldgiai
kimutatast végzink 4000-szeresre higitott peroxidaz-kapcsolt
anti-human IgG monoklonalis antitest (Strateck, HP6043) és 30
perces szobahdémérsékleten razatas mellett torténd inkubalas al-
kalmazasaval. Megjelenités utdn a SoftMaxPro segitségével kisza-
mitjuk az atlagos titereket. A 10 vagy ennél nagyobb titer érté-
kekkel rendelkezd szérumokat tekintjik pozitivnak. A geometriai
atlag kiszamitasa esetében tetszdlegesen az 5 titer értéket (a
vagasi érték fele) valasztjuk negativ szérumnak.

A ng/ml-ben kifejezett gG koncentracidkat a minta optikai
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slirliségeinek a poliklonalis anti-human IgG kecske antitestekkel
lemezre rogzitett és az eldézbek szerinti peroxidaz-jeldlt anti-
testtel feltart szinmentes IgG (Jackson) OD gdrbével toérténd
dsszehasonlitédsa alapjan allapitjuk meg.

2.2 Eredmények

2.2.1 A streptococcus fehérje szeroldgidja csecsemdkben

A 2-4 hénapos csecsemék szérumaiban mért legmagasabb anti-
test titereket és a pozitiv szérumok aranydt a PhtD, PsaA,
Spl28, NR1xR2 fehérjéknél nyerjik és kisebb mértéket kapunk az
Sp91 és Ply esetében. Nem mutattunk ki immunvalaszt vagy csak
alacsony immunvalaszt mutattunk ki az SplO0l és Spl30 esetében.
Az Sp46 és PhtA fehérjéket nem vizsgadltuk (az anyagok hozzafér-
het8sége miatt).

Az antitest valaszok altalaban csodkkentek az azonos alanyok-
b6l 6-12 hénapos korukban nyert szérumokban, ami azt sugallia,
hogy a magas titerek féképp a passzivan szallitott anyai anti-
testek kovetkezményei.

Azonban egyes csecsemékben néhany fehérjére adott immunva-
lasz novekszik a korral, ami valdszinlileg a pneumococcusoknak
vald természetes kitettség kdvetkezménye. Ezzel a
szérumatalakitassal leginkabb o6sszefiiggd antigén egyértelmiien a
PsaA. Az alanytél filiggéen a szérumok a PhtD, NR1xR2, Spl28, Sp9l
és Ply fehérjékre adott antitest-szintek novekedését is mutat-
jak. Az Spl0l és Spl30-ra adott humordlis immunvalaszban csak
csekély eltérést figyeltiink meg (lasd 1 és 2. &brak).

2.2.2 A streptococcus fehérje szerolégidja fiatal felndttekben
A titerek geometriai &atlaga alapjan a becslések szerint a

PhtD, PhtA és NR1IxR2 a leginkabb immunogén fehérjék a fiatal
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felnéttekben és ezeket koveti az Spl28, Ply és Sp9l. Mindegyik
alany kimutathatdé antitesteket termelt e fehérjékre. Kisebb va-
laszokat mértink az Sp46-ndl és kildndsen az Spl30 és SplOl ese-
tében. A PsaA fehérjét nem vizsgaltuk (nem volt elég szérum hoz-
zaférhetd) . (Lasd 3 és 4. abrak).

2.2.3 A streptococcus fehérje szeroldégia id&s felndttekben

A streptococcus fehérjékre adott antitest szintek egyértel-
mien csokkentek az id&sebb emberekben a fiatal felndéttekhez ké-
pest. Az id&sebb emberekben a legjobb immugénnek a PhtD bizo-
nyult és ezt kovette az Spl28, NR1xR2, Sp91, Ply és PsaA. Csak
csekély valaszokat mértink az Spl0l és Spl30 esetében. Az Spdo6
és PhtA fehérjéket nem vizsgaltuk (az anyag hozzaférhetdsége
miatt). (lasd 5 és 6. abréak).
1. tablazat - Az IgG koncentracidk geometriai 4atlaga (GMC)

pg/ml-ben kifejezve az id&és emberekben

Fehérje gG (GMC, ng/mlI
PhtD 19
NR1xR2 3,5
Sp91l 2,5
Ply 2,3

A leirasban hivatkozott oOsszes publikacidét, beleértve nem
korladtozé jelleggel a szabadalmi leirdsokat 1is, az azokra vald
hivatkozassal épitjik be a leirasba, mintha minden egyes beépi-
tendé publikacidét részletesen és egyenként jeldlnénk a leirdsban
a publikacid teljes egészét megadva.

Ezzel a taldlmany szerinti eldényds kiviteli alakokat az elé-
z6ekben bemutattuk, de nyilvanvald, hogy a taldlmény oltalmi

kérét nem kivanjuk a leirasban ismertetett pontos kitanitdsra
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korladtozni és fenntartjuk annak jogat, hogy a kovetkezd igény-

pontok oltalmi korébdél kovetkezé Osszes mbdbdositds a taldlmany

részét képezze.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Immunogén készitmény, amely legalabb két S. pneumoniae fehér-
jét tartalmaz, ahol a fehérjék egyikét a PhtX jelolésl
polihisztidin tridd fehérjecsaladbdél, mig a masik fehérjét a
CbpX jelolésl kolin-kotd fehérjecsaladbdl, csonka CbpX fehérjék,
LytX fehérjecsaladbdél, csonka LytX fehérjék, csonka CbpX-csonka
LytX kiméra fehérijék, Ply jelolésd pneumolizin, pspA, Psah,
Spl128, Spl01, Spl30, Spl25 és Spl33 koziil valasztjuk.

2. Immunogén készitmény, amely legaldbb két S. pneumoniae fehér-
jét tartalmaz, ahol a fehérjék egyikét a CbpX jelolésli kolin-
koté fehérjecsaladbdl, csonka CbpX fehérjék és csonka CbpX-
csonka LytX kiméra fehérjék kozil, mig a masik fehérjét a PhtX
jeldlésli polihisztidin tridd fehérjecsaladbdél, LytC, Ply jelolé-
sl pneumolizin, PsaA és Spl28 kozil valasztjuk.

3. Az 1-2. igénypontok barmelyike szerinti immunogén készitmény,
ahol a PhtX fehérje a PhtA, PhtB vagy PhtD.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti immunogén készitmény,
ahol a CbpX fehérje a CbpA vagy PspC.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti immunogén készitmény,
amely egy adjuvanst is tartalmaz.

6. Vakcina, amely az 5. igénypont szerinti immunogén készitményt
tartalmazza.

7. Eljaras immunvalasz indukalasara, azzal jellemezve, hogy egy
emldst az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti immunogén készit-
ménnyel immunizalunk.

8. Eljaras Streptococcus fertdézés megeldzésére vagy enyhitésére

55 év feletti betegekben, azzal jellemezve, hogy a 6. igénypont
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szerinti vakcina biztonsagos és hatdsos mennyiségét adjuk be a

. .

betegeknek.

9. A 6. igénypont szerinti vakcina alkalmazadsa a tiudégyulladas
55 év feletti betegekben torténd megeldzésére szolgald gyodgyszer
elédallitasaban.

10. Eljaras kozépflilgyulladas megeldzésére vagy enyhitésére cse-
csembkben, azzal jellemezve, hogy a 6. igénypont szerinti vakci-
na biztonsdgos és hatdsos mennyiségét adjuk be a betegeknek.

11. Eljdrds a 6. igénypont szerinti vakcina eléallitéséara, azzal
jellemezve, hogy kivalasztunk és 1izoldlunk két kildnbozé S.
pneumonia fehérjét; majd a fehérjéket Osszekeverjik egy gydgya-

szatilag elfogadhaté hordozdval.

A meghatalmazott:
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1. 4bra, A pozitiv szérumok aranya csecsembkben (%)

Streptococcus fehérje szeroldgia
csecsemdkben (N=20)
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2. adbra, A szérumok valtozadsa a korral csecsemdkben

Streptococcus fehérje szerologia
Csecsemdékben (N=20)
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3. &bra, Atlagos titerek fiatal felndéttekben

Streptococcus fehérje szerolégia

fiatal felnéttekben (N=50)
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5. &bra, Atlagos titerek idés emberekben

Streptococcus fehérje szerolégia
idés emberekben (N=140)
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6. abra, A pozitiv szérumok aranya iddés emberekben (%)

A pozitiv sZérumok ardnya (%)

Streptococcus fehérje szerolédgia
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