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Vakcina

Oblast techniky ,

Pfedkladany vynalez se tyka nové vakciny a jejiho pouziti

v lékafistvi, zvlasté pro prevenci infekce malarie.

Dosavadni stav techniky

Malarie je jednim z hlavnich svétovych zdravotnich probléma,
kdy na tuto nemoc umiraji kazdy rok 2 az 4 miliony lidi. Jedna

z nejakutnéjdich forem tohoto onemocnéni je zplUsobena parazitickym

_prvokem_Plasmodium falciparum, ktery je odpovédny za vétSinu amrti,
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ktera je mozno pfipsat malarii.

Zivotni cyklus P. falciparum je komplexni, vyzadujici dva

hostitele, ¢clovéka a moskyta pro ukon&eni. Infekce C¢lovéka je

zapodata naockovanim sporozoitd ve sliné infikovaného moskyta.

- Sporozoity migruji do jater a tam infikuji hepatocyty, které se tim

diferencuji pfes exoerytrocyticky intracelularni krok do stadia
me‘rozoitﬁ, které infikuji &ervené krvinky (RBC) pro iniciaci cyklické
replikace v asexualnim krevnim stupni. Cyklus je ukonéen diferenciaci
velkého podtu merozoitd v cervenych krvinkach na gametocyty
sexualniho stupné&, které jsou nasaty moskytem a v ném se vyvijeji
pfes fadu stupfiti ve stfedni &asti stfeva za vytvofeni sporozoitl, které

migruji do slinnych zlaz. =

Stadium sporozoitd P. falciparum bylo identifikovano jako
potencialni cil vakciny proti . malarii. Hlavni povrchovy protein
sporozoita je znam jako cirkumsporozoitalni protein (protein CS).
Tento protein z kmene 7G8 byl klonovan, exprimovan a sekvenovan
(Dame a dal$i, Science 225 (1984), str. 593). Fofma proteinu kmene

7G8 je charakterizovana pfitomnosti centralni imunodominantni
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opakujici se oblasti obsahujici tetrapeptid Asn-Ala-Asn-Pro opakovany
37 krat, ale pferueny &tyfmi mensimi opakujicimi se useky Asn-Val-
Asp-Pro. U jinych kmend se pocet hlavnich a vedlejsich opakujicich
se Useku ligi stejné jako jejich relativni poloha. Tato centralni gast je
obklopena N a C-koncovou ¢&asti slozenou z neopakujicich se
aminokyselinovych sekvenci oznagovanych jako ¢&ast ,repeatless”

proteinu CS.

Bylo ukazano, ze ozafené sporozoity mohou poskytnout
vyznamnou ochranu proti experimentalni malarii ¢lovéka (Am. J. Trop.
Med. Hyg. 24: 297 - 402, 1975). AvSak nesnéze pfi vyrobé zpusobuji

nepraktiénost pouziti ozafenych sporo;oitﬁ z hlediska vyroby vakciny.

Nékolik vyzkumn{/ch skupin navrhovalo podjednotkové vakciny

zalozené na cirkumsporozoitalnim proteinu. U nékterych z téchto
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vakcin se provadélo klinické testovani; jedna z nich byla synteticky
peptid a druha rekombinantni protein (Ballou a dal$i, Lancet: i 1277
(1987) a Herrington a dal$i, Nature 328: 257 (1987).

Tyto vakciny mély Uspéch pfi stimulaci antisporozoitalni
odpovédi. Nicméné velikost této odpovédi byla zklamanim, pficemz
nékteré vakciny nevyvolavaly odpovéd vibec. Navic nepfitomnost
_zesilovani* (,boosting“) hladin protilatek pfi nasledujicich injekcich a
vysledky testd proliferace lymfocytd in vitro naznadéovaly, ze T-buiiky
vétsiny té&chto dobrovolnikl nerozpoznaly imunodominantni opakujici
se sekvenci. Nicméné u jedné vakciny v kazde studii se parazitemie
nevyvinula. |

" Mezinarodni patentova piihlaska No. WO 93/10152 (SmithKline
Beecham Biologicals) popisuje a narokuje hybridni protein obsahujici

v podstaté veskerou C-koncovou cast proteinu CS, &tyfi nebo

vicetandemové opakujici se sekvence imunodominantni oblasti

a povrchova ahtigen viru hepatitidy B (HBsAg). Hybridni protein
s vyhodou obsahuje sekvenci, ktera obsahuje alespoii 160

aminokyselin a kterd je v podstate homologni s C-koncovou ¢&asti
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proteinu CS. Proteinu CS muze chybét alespon 12 aminokyselin od C-

konce.

Konkrétné se popisuje protein obsahujici Cast proteinu CS P.
falciparum v podstate odpovidajici ammokyselmam 210 az 398 P.
falciparum 7G8 fuzovany ve tecim ramci prostrednlctwm linearniho
linkeru k N-konci HBsAg. Linker miize obsahovat ¢ast preS2 z HBsAg.

Konkrétni provedeni popisované ve WO 93/10152 je hybridni
protein pojmenovany RTS. Hybrid se sklada z:

- Methioninového zbytku koédovaného nukleotidy 1059 - 1061,

odvozeného z genové sekvence TDH3 Saccharomyces cerevisiae

(nukleotidy 1-1058 v tomto ¢&tecim ramci tvofi samotny promotor
TDH3). (Musti A. M. a dalsi, Gene 1983 25 144 - 143)
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- Tii aminokyselin Met Ala Pro, odvozenych—z nukieotidové

sekvence 1062 az 1070 vytvofené klonovacim postupem pouzitym pro

konstrukci hybridniho genu

- Sledu 189 aminokyselin kédovanych nukleotidy 1071 az 1637
reprezentujicich aminokyseliny 210 az 398 cirkumsporozoitalniho

proteinu (CSP) Plasmodium falciparum kmen 7G8 (Dame a dalsi,

vyse)
- Aminokyseliny (Arg) kédované nukleotidy 1638 - 1640
vytvofené klonovacim postupem pouZitym pro konstrukci hybridniho

genu

- Ctyf aminokyselin Pro Val Thr Asn kédovanych nukleotidy 1641

- 1652 a predstavuncmh Styfi karboxykoncové zbytky Vifu hepatitidy B = 7

(sérotyp adw) proteinu preS2 (9)

- Oblast 226 aminokyselin kédovanych nukleotidy 1653 az 2330
a specifikujicich protein S viru hepatitidy B (sérotyp adw).

WO 93/10152 dale popisuje expresi hybridniho proteinu

v hostitelském Kvasinkovém kmenu, ktery jiz nesl ve svém genomu

nékolik integrovanych kopii expresni kazety hepatitidy B. Ziskany
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kmen syntetizuje dva polypeptidy, S a RTS (nebo jiny hybridni protein
podle vynalezu), které se spontanné usporadaji do smésnych
(napfiklad RTS, S) lipoproteinovych ¢astic. Tyto gastice vyhodné
prezentuji sekvence CSP hybridu na svém povrchu.

PFedmétemA predkladaného vynalezu je vyvolat imunitu proti
napadeni P. falciparum a/nebo P. vivax imunizaci prostfedkem
opsahujicim v&t&i mnoZstvi antigen v kombinaci s adjuvans, kterym je

preferenéni stimulator odpovédi bunék TH1.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez tedy poskytuje vakcinu pro pouziti pfi

prevenci_nebo_lé¢eni malarie, ktera obsahuje v&t§i mnoZstvi antigend
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odvozenych z malarie v kombinaci s adjuvans, kterym je preferenéni

stimulator odpovédi bunék TH1.

S vyhodou alespon jeden z antigent je hybridni protein, jak
definovano vyse, jako napfiklad RTS, vyhodnéji ve formé smésnych

gastic jak je definovano vyse, jako napfiklad RTS,S.

Dalsi hledisko vyhélezu poskytuje vakcinu pro pouziti pfi
prevenci nebo légeni malarie obsahujici vét§i mnoZstvi z malarie
odvozenych antigent, ktera se vyznacuje tim, Zze alespofi jeden
z antigenti je “hybridni protein jak definovano vySe, jako RTS,

vyhodnéji ve formé smésnych ¢astic jak definovano vyse, jako RTS,S.

Mnozstvi-antigenu pfitomného v kazdé davce vakceiny je zvoleno )

jako mnozstvi, které indukuje  imunoprotektivni odpovéd bez
vyznamnych nepfiznivych vedlejdich Gginkl u typickych vakcin. Toto
mnozstvi bude kolisat v savislosti na tom, kterych specifickych
imunogenll se pouzije. Obecne se otekava, ze kazda davka bude
obsahovat celkem 1 az 1000 pg proteinu, s vyhodou 1 aZ 200 pg,
nejvyhodné&ji 10 az 100 ug.. Optimalni mnoZstvi pro konkrétni vakcinu

je mozno urcit standardnimi studiemi zahrnujicimi . pozorovani
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imunitnich odpovédi u pacientd. Po pocatecni vakcinaci budou
dostavat pacienti s vyhodou zesilujici davku pfiblizné po étyrech
tydnech nasledovanou opakovanymi zesilujicimi davkami kazdych sest

mésicl, dokud trva riziko infekce.

Dal&im hlediskem vynalezu je zplsob légeni pacienta
vnimavého na infekci plasmodiem podavanim aginného mnozstvi

vakciny, jak bylo popsano vyse.

Adjuvans schopna preferen¢né stimulovat odpovéd bunék TH1
se popisuji v mezinarodnich patentovych pfihlaskach No. WO
94/00153 a WO 95/17209.

Zvlasté vyhodné adjuvans obsahuje QS21, netoxickou frakci
¢isténou HPLC odvozenou z klry Quillaja Saponaria Molina a 3 De-O-

acylovany-monofosforyllipid-A (3_.D-MPL), popfipadé spoleéné v emulzi

typu olej ve vode.

3 De-O-acylovany monofosforyllipid A je znam z GB 2220211
(Ribi). Chemicky jde o smés 3 De-O-acylovaného monofosforyllipisu A
s4,5 nebo 6 acylovanymi fetézci vyrab&nou firmou Ribi Immunochem
Montana. Vyhodna forma 3 De-O-acylovaného monofosforyllipidu A se
popisuje v mezinarodni patentové pfihlaSce No. 92/116556.

QS21 je netoxickd frakce saponinu ¢idténd HPLC z kdry
jihoamerického stromu Quillaja Saponaria Molina a zpiisob vyroby se
popisuje (jako QA21) v US patentu No. 5,057,540.

Vyhodna emulze typu olej ve vodé obsahuje metabolizovateiny
olej, "jako -je skvalen;-alfa-tokoferol a. tween. 80._Emulze_ typu olej ve

vodé mize navic obsahovat span 85 a/nebo lecitin.

Pomér QS21 : 3D-MPL bude typicky fadové 1:10 az 10 : 1;
s vyhodou 1:5az5:1acastov podstaté 1 : 1. Vyhodneé rozmezi pro
optimalni synergicky uginek je 2,5 : 1 az 1 :1 3D MPL : QS21. Typicky
bude pro podavani &loveku QS21 a 3D MPL pfitomno ve vakciné
v rozmezi 1 pg az 200 pg, napfiklad 1 a2 100 ug, s vyhodou 10 pg az
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50 pg na davku. Olej ve vodé bude typicky obsahovat od 2 do 10 %
skvalenu, od 2 do 10 % alfa tokoferolu a od 0,3 do 3 % latky tween 80.
S vyhodou je pomér skvalen : alfa tokoferol roven nebo mensi nez 1,
protoze se tak dosahne stabiln&j$i emulze. V koncentraci 1 % mize
byt také pfitomen span 85. V nékterych pfipadech mize byt vyhodné,
ye vakciny podle predkladaného vynalezu dale obsahuji stabilizator.

Vyroba vakcin se obecné& popisuje v New Trends and
Developments in Vaccines, ed. Voller a dal$i, University Park Press,
Baltimore, Maryland, USA, 1978. Zapouzdfeni do lipozom0 se
napfiklad popis'uje v US patentu 4,235,877 (Fullerton). Konjugace
proteind na makromolekuly se popisuje napfiklad v US patentu
4,372,945 (Likhite) a US patentu 4,474,757 (Armor a dalsi).

Antigeny odvozené z malarie pouzitelné v ramci predkladaného
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vynalezu mohou byt zvoleny z nasledujicich:

1. Hybridni protein jak definovano vyse, jako je RTS, vyhodnéji

ve formé& smésnych &astic jak definovano vyse, jako RTS,S.

2 TRAP klonovaného izolatu P. falciparum z Thajska znamy
jako T/9/96 a proteiny, které jsou s nim alespofi z 80 % homologni
a imunogenni  derivaty obsahujici jeho  fragmenty (popsané
v mezinarodnich patentovych pfihlagkach No. WO 90/01496 a WO
91/11516 (3i Exploitation Limited) a WO 92/11868 (US Navy).

3. 16 kD protein popsany v mezinarodni patentové prihlasce No.
WO 91/18922 a proteiny, které s nim maji alesponi 80 % homologii

a.imunogenni derivaty véetné jeho fragmentu.

4. Apikalni membranovy antigen-1 (AMA-1) P. falciparum nebo
P. vivax a proteiny, které jsou s nim alespoii z 80 % homologni a jeho

imunogenni derivaty véetné fragmentu.

5. Cirkdmsporozoitélhi protein (csp) P. falciparum nebo P. vivax
které jsou s nim alespofi z 80 % homologni a jeho imunogenni derivaty

véetné fragmentd.




6. MSP-1 P. falciparum nebo P. vivax (US patent No. 4,837,016)
a proteiny které jsou s nim alespoi z 80 % homologni a jeho

imunogenni derivaty véetne fragmentd.

7. Jiné proteiny exoerytrocytainiho stupné& a imunogenni derivaty

5 véetné fragmentd.

8. Popfipad& proteiny krevniho stupné a imunogenni derivaty

véetné fragmentd.

Termin ,imunogenni derivat® zahrnuje jakoukoliv molekulu jako
je zkraceny nebo jiny derivat proteinu, ktery si zachova schopnost

10 indukovat imunitni odpovéd na protein po vnitfnim podani ¢lovéku.

Takové ostatni derivaty mohou byt pfipraveny adici, deleci,

substituci nebo preuspofadanim aminokyselin nebo jejich chemickou

modifikacl.

Imunogenni fragmenty proteinu, které mohou byt pouZitelné pfi
15 pripravé podjednotkovych vakcin, mohou byt pfipraveny expresi
vhodnych genovych fragmentl nebo peptidovou syntézou (napf.
pouzitim Merrifieldovy syntézy (The Peptides, dil 2, Academic Press,

NY, str. 3).

Imunogenni derivat mulZe byt hybrid, tj. fuzni polypeptid
20 obsahujici dal$i sekvence, které mohou nést jeden nebo vice epitopl

pro dalsi imunogeny - Plasmodium nebo dal§i neplasmodiové

imunogeny. Alternativné muze byt imunogenni derivat podle vynalezu
fuzovan k nosnému polypeptidu jako je povrchovy antigen nebo

- antigen jadra Jhe‘pat-itidy;.B nebo k jinému nosiCi s imunostimulacnimi

s vlastnostmi, jak je tomu v pfipadé adjuvans, nebo k nosiéi, ktery jinak
zesiluje imunitni odpovéd na protein nebo jeho derivat, nebo kde je to
uzitetné pfi expresi, Cisténi nebo formulaci proteinu- nebo jeho

derivatu.

Proteiny nebo jejich imunogenni derivaty, které jsou pfi vynalezu

30 pouziteiné, mohou byt chemicky konjugovény s makromolekulou
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s pouzitim béZnych spojovacich ~ ginidel jako je glutaraldehyd -
(Geerlings a dal$i, (1988) J. Immunol. Methods, 106, 239 - 244).

Vynalez ilustruji nasledujici pfiklady:

P¥iklady provedeni vynalezu

Konstrukce a exprese rekombinantniho TRAP

Pfi pfipravé se postupuje podle popisu v WO 90/01496.

Konstrukce a exprese RTS S

Pfi pfipravé se postupuje podle popisu v WO 93/10152.
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Pridavek adjuvans

Byly pfipraveny dveé formulace obsahujici adjuvans, kazda
obsahujici nasledujici emulzni slozku typu olej ve vode.
SB26: 5 % skvalen 5 % tokoferol 0,4 % tween 80; velikost ¢astic
500 nm
SB62: 5 % skvalen 5 % tokoferol 2,0 % tween 80; velikost ¢astic
180 nm

Ptiprava emulze SB62 (dvojnasobna koncentrace)

Tween .80. se. rozpusti ve fyziologickem roztoku s fggfétovym
pufrem (PBS) za poskytnuti 2 % roztoku v PBS. Pro ziskani 100 ml
dvojnasobné koncentrace emulze se rozmixuje pro duakladné
promichani 5 g DL alfa tokoferolu a 5 ml skvalenu. Potom se pfida
a dukladné rozmixuje 90 ml roztoku PBS/Tween. Ziskand emulze se
potom protlaéi stfikackou a nakonec mikrofluidizuje pouZitim

mikrofluidizaéniho pfistroje M110S. Ziskané olejové kapicky maji

velikost 180 nm.




Priprava emulze SB26

Tato emulze byla pfipravena analogickym zpGsobem s pouzitim
0,4 % tweenu 80.

Daléi emulze ukazané v tabulce byly vyrobeny analogickym

zplUsobem.

Vzdy ke 100 ml emulze byly pfidany dva antigeny (10 mg

kazdého. antigenu, ekvivalent 50 pg na davku) a rozmichany. Tato

10 smés byla spojena s 100 pg/ml 3D-MPL a 100 pg/ml QS21 za ziskani
kone&ného prostiedku. Podle koncentrace soli a pH bylo pouzito pufru.




E E:..: [ ] E E E.':. [ ] v:..E :..E
40 - et ted® et 0 ost 00t
Tabulka
Emulze | Tokoferol | Skvalen | Tween 80 Span 85 | Lecitin Velikost
SB % % % . | % %
26 5 5 0,4 0 0 500 nm
’ 90 - 100 %
800 nm
10-0%
26,1 5 5 0,4 o | o1 500 nm
63 ' 5" 5 ' 0,6 | 0 0 500 nm
64 . 5 5 0,8 0 0 500 nm
61 5 5 1 0 0 250 - 300 nm
62 5 5 2 0 0 180 nm
40 5 5 | 04 1 0 500 nm 80 -
' 100 % 800
nm20-0%
401 5 5 0,4 1 0.1 500 nm
60 5 5 1 1 0 300 nm
65 5 5 0,4 1,5 0 500 nm
66 5 , 5 04 2 0 500 nm
Referenéni pfiklad RGzné formulace s RTS S )
5 RTS S se poplsu1e v mezinarodni patentové prlhlasce No. WO

93/10152 a by| obsazen Y prostredcnch pro “vakcinaci mys$i- balb/c.

V kazdé skupiné bylo 5 zvifat. Sedm skupin zvifat dostalo nasledujici

. vakciny:
skupina 1 RTS,S SB62
w0 skupina2 RTS.S QS21 3D-MPL

skupina 3. RTS,S QS21 3D-MPL SB62
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skupina 4 | RTS,S 3D-MPL AI(OH)3
skupina 5 RTS,S Al(OH)3

skupina 6 prazdna

skupina 7 negativni kontrola

(RTS,S - 5 pg/davka, 3D-MPL 5 pg/davka Q821 5 pg/davka)

Zvitata byla o&kovana a byly jim odebirany vzorky krve 15 dnl
po prvni imunizaci a 7 a 15 dnl po druheé imunizéci a byly provadeny
testy na protilatky subtypu anti HBSAg. Emulze SB62 pfi formulaci
s QS21 a 3D-MPL preferen&éné a synergickym zplisobem zvy$ovala

odpovéd protilatky 1gG2a ve srovnani se samotnym SB62.

Zvy$ena odpovéd protilatky lgG2a u mysi je méfitkem

schopnosti adjuvantniho systému stimulovat odpoved typu TH1.

15

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Vakcina, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
alespoit dva antigeny odvozené z malarie Vv kombinaci
s adjuvans, kterym je preferenéni stimulator odpovédi bunék
TH1 a kde alespoii dva antigeny malarie jsou zvoleny ze

skupiny:

a) hybridni protein obsahujici v podstaté veskerou C-koncovou
gast proteinu CS, ¢&tyfi nebo vice tandemové opakujici se
sekvence imunodominantni oblasti a povrchovy antigen viru
hepatitidy B (HBsAg);
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b) TRAP klonovaného izolatu P. falciparum z Thajska znamého
jako T/9/96 a proteiny, které jsou s nim z alespon 80 %

homologni a imunogenni derivaty véetné jeho fragmentd;

c) MSP-1 P. falciparum nebo P. vivax podle US patentu No.
4,837,016 a proteiny, které jsou s nim z alespori 80 %

homologni a imunogenni derivaty véetné jeho fragmentd.

Vakcina podle naroku 1, vyznadujici se tim,

7 e adjuvans obsahuje MPL.

Vakcina podle ‘naroku- 1 nebo-2, - vy znadujici _se .

tim, 2ze adjuvans obsahuje QS21.

Vakcina podle néktereho z - pfedchazejicich narokd,
vyznadujici se tim, Ze adjuvans obsahuje

emulzi typu olej ve vodé.
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Vakcina podle nékterého z pfedchazejicich narokd pro pouziti

v lékarstvi.

Pouziti vakciny podle nékterého z narokti 1 az 5 pfi vyrobé
farmaceutického prostfedku pro pouziti pfi 1é&eni nebo

prevenci maléarie.

Zplsob 1é¢eni nebo prevence malarie, ktery zahrnuje podavani

aginného mnozstvi vakciny podle nékterého z narokll 1 az 5

pacientovi v pfipadé potfeby.

Zastupuje:




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

