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zpusoby jejich pripravy a pouZiti
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Tcnte—vyné&ez—se;tYké~imunogennich“a~imunostimuiaénich
oligosacharidovych kompozic, zplUsobu jejich pripravy

a jejich pouziti. Vynalez se zejména tyka imunogenni
kompozice obsahuji oligosacharidy kovalentné vazané

k nosic¢i, kde vysledny konjugadt vyvolava imunoprotektivni

odpovéd. Imunostimulaéni_ kompozice zahrnuji oligosacharidy

STTpneumococcus” Sérotypu 8, kovaléntné vazané K nosic¢i nebo

jako prisadu v kompozici.
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Imunologické odpovédi na polysacharidy; poeulilomen o

Heidelberger a Avery (1923) dokdzali, ze typoveée
specifické antigeny pneumokokd jsou polysacharidy. -
Bakteridlni kapsuldarni polysacharidy jsou_ antigeny bunécného
povrchu, slozené z identickych opakujicich se Jjednotek,

které tvori_prodlouzené sacharidové retézce. Polysacharidove

struktury jsou pritomny na patogennich bakteriich a byly
identifikovany na druzich Escherichia coli, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae, Streptococcus skupiny

A.a. skupiny B, Streptococcus pneumoniae a dalsich. druzich

.(Kenne a Lindberg, 1983).

Specifické determinanty krevnich skupin a "nadorové
doprovodné" ("tumor associated") antigeny jsou priklady
karbohydratl (timto vyrazem se zde budou oznadovat prislusne
cukry) povrchu savcéich bunék. onkogenicky transformované

bunky ¢asto maji povrchove karbohydraty zretelné odlisné od

“povrchovych karbohydratl netransformovanych bunék. Tyto

glykany sestdavaji pouze z nékolika monosacharida (Hakomori
a Kannagi, 1986). Glykanové struktury samy o sobé jsou
obvykle neantigenni, ale vytvareji hapteny v konjunkci

s proteinovymi nebo glykoproteinovymi matricemi.

VéggpecnYm rysem sacharidovych-antigenu je jejich
neschopnost vyvolat signifikantni hladiny protilatek trid
IgG (IgG iso;opﬁ)'nebo paméﬁqy?ﬁcdpovédi.JPfedka}édé*se,,Ze
jde o antigeny nezévislé:ngaprzlikg;(thympsﬂindependentni,ﬂ
- TI). Konjunkce po1ysacharidoy?ghmantigenﬁ&ngbo;ipqno}ogic—
Ky inertnichwkarpohydrétnggbghgptenﬁ k antigenﬁm;zévisl?m
na brzliku (thymusﬁdepgndentnimin»TD),wjakeynapfiklaqm;J
k proteinim, zvysuje jejich imunogenicitu.vProtein stimuluje

prenase¢ - specificke Tw—ppqmognémpgﬁky,»které;hraji_dlohu;




vV indukci syntézy antikarbohydratovych protilatek (Bixler
a Pillai, 1989).

Mnoho 2z nasi soucasné znalosti o TI a TD odpovédich
pochazi ze studii, které se vztahuji k my$im modeltGm (Stein
a kol. 1983, Stein 1992, Stein 1994). TI antigeny vseobecné

vyvelavaji—nizkou—afinitu protilatek omezend t¥ridy

a neprodukuji imunologickou pamét. Adjuvans maji maly vliv
na odpovéd na TI antigeny. Na rozdil od nich, TD antigeny
vyvolavaji heterogenni a vysokou afinitu protilatek

S imunizaci a produkuji imunologickou pamét. Adjuvans
zvysuji odpovéd na TD antigeny. Sekunddrni reakce na TD
antigeny ukazuji zvysSeni poméru IgG ku IgM, zatimco pro TI
antigeny sekundarni reakce pomeéru IgG ku IgM je 1:1, podobné
Jako je tomu u primdrni reakce (Stein a kol. 1982, Stein
1992, Stein 1994). U mys$i a 1idi TD antigeny vyvolavaji
predominantné IgG, isotopy a ddle také urcité mnozstyi
isotopl IgG, a IgG5. TI odpovédi na polysacharidy jsou
omezeny na IgG; z IgG isotopud (Perlmutter a kol., 1978,
Slack a kol., 1980).

Soucasné pneumokokové vakciny

Pneumokoky jsou v sou¢asné dobé rozdéleni do 84
sérotypd, zalozZenych na jejich kapsularnich polysacharidech.
ACkoliv s geografickou polohou existuje urc¢ita variabilita
bézne se vyskytujicich seérotypu, vSeobecné sérotypy 1, 3,

4, 7, 8, a 12 vice prevladaji u dospélé populace. Sérotypy
1, 3, 4, 6, 9, 14, 18, 19 a 23 casto zpusobuji zapal plic
u deti (Mandell, 1990, Connelly a Starke, 1991, Lee

a kol.,1991, Sorensen, 1993, Nielsen a Henricksen, 1993).

V soucCasne dobé je nejvice pouzivana antipneumokokova



vakcina, sloZend z purifikovanych kapsularnich polysacharida
z 23 kmenu pneumokoku (PneumovaxR 23, Merck Sharp & Dohme).
Pneumokokové kapsularni typy, ktereé Pneumovax® 23 obsahuje,
jsou 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,

15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, 33F (danska

nomenklatura). O téchto sérotypech se uvadi, Ze jsou

zodpovédné za 90 % vaznych pneumokokovych nemoci na svété.

O u¢innosti vakciny PneumovaxR 23 se v literature vede
uré¢éita polemika (Borgano a kol., 1978, Broome a kol.,
1980, Sloyer a kol., 1981, Shapiro a Clemens, 1984, Bolan
a kol., 1986, Simberkoff a kol., 1986, Forester a kol.,

' 1987, -Shapiro,-1987, Sims_a kol,, 1988, Simberkoff, 1989,

Shapiro, 1991). Pneumokokova vakcina je uc¢inna pro indukci
protilatkové odpovedi u zdravych mladych dospélych jedincu
(Hilleman a kol., 1981, Mufson a kol., 1985, Bruyan a van
Furth, 1991). Bylo prokadzano, Ze tyto protilatky maji in
vitro opsoninovou aktivitu (Chudwin a kol., 1985). Avsak
existuje vyrazna variabilita v intenzité odpovédi

a v pretrvavani titra protilatek k riznym sérotypim

(Hilleman a kol., 1981, Mufson a Kkol., 1987).

Déti mladsi dvou let jsou nejrizikovéjsi skupinou,
pokud se tyc¢e systémovych chorob, zanétu stredniho ucha
a akutniho respiraéniho infekc¢niho onemocnéni dolnich cest
dychacich zpusobenych pneumokoky, protoze tyto pneumokoky na
takovou vakcinu nereaguji (Sell a kol., 1981, Hazelwood
a kol., 1993, Saunders a kol., 1993). Kromé toho starsi
a imunosupresovani jedinci maji oslabené nebo ruznorode
odpovedi na PneumovaxR 23 (Siber a kol., 1978, Schildt
a kol., 1983, Forester a kol., 1987, Simberkoff, 1989,
Shapiro, 1991). Tyto populacni skupiny nereaguji dobre na

polysagharidové antigeny této thymus independentni vakciny.




Charakteristické pro thymus independentni antigeny je, ze
trida protilatek zménéna z isotopu IgM na isotop IgG neni
obvykle pozorovana ani neni anamnesticka odpovéd na booster

imunizaci (Borgano a kol., 1978).

Nedavné vyskyty kmenu pakterii rezistentnich na

antibrotika—kiadeu—dﬁ£az—na~potfebnﬁyyyinout u¢inné vakciny

pro prevenci detskych infekci. Nepochybné jsou treba noveé
vakciny proti pneumokokum, obzvlasté pro vysoce rizikové

skupiny a pro déti.

Konjugované vakciny

Avery a Goebel byli prvnimi, kteri pripravili vakciny
proti bakterialnim infekcim (Avery a Goebel, 1929, Goebel
a Avery, 1929). Pozdeji bylo vyvinuto nékolik proteinovych
nosiéa konjugatu, které vyvolavaji thymus dependentni
odpovédi na velky pocet pakterialnich polysacharidu.
Doposavad nejvétsi pozornosti dosahl vyvoj konjugovanych

vakcin na Haemophilus influenzae, typ b (Hib). Schneerson

" a kol. kovalentné kondenzovali Hib polysacharidy

(polyribitol- fosfat) k toxoidu zaskrtu. Tato skupina take
vyvinula Hib vakcinu derivovanim polysacharidu dihydrazidem
kyseliny adipoveé jako vymezovacim ¢inidlem (spacer)

a kondenzovanim této latky k toxoidu tetanu s karbodiimiden
(schneerson a kol., 1986). Podobny postup byl pouzit

k pripraveé kénjugétﬁ, obsahujicich toxoid zaskrtu jako nosic
(Gordon, 1986 a 1987). Bifunkéni spacer byl Vyuzit ke
spojenl proteinu vnéjsi membrany druhu Neisseria meningiti-
dis skupiny B s Hib polysacharidy (Marburg a kol., 1986,
1987 a 1989). Koneé¢né Anderson (1983 a 1987) vytvoril

“konjugovanou vakcinu tim, Ze pouZzil Hib oligosacharidy

kondenzované reduktivni aminaci k netoxickému zkrizené




reaktivnimu mutantnimu toxinu zaskrtu CRM; 97 -

Zpravy o uc¢innosti téchto vakcin se v literature 1isi
a mnohé studie stale jesté probihaji. Avéak o oligosachari-
dovych konjugatech (Anderson a kol., 1985a, 1985b, 1986,
1989, Seid a kol., 1989, Madore a kol., 1990, Eby a kol.,

1994-)—a—polysacharidovych konjugatech (Barra a kol., 1993)

se referuje, Ze Jjsou imunogenni u malych déti a vyvolavaji
thymus dependentni odpoveéd . Haptenovy obsah je klicovym
faktorem konjugované imunogenity (Anderson a kol., 1989, Eby
a kol., 1994).

Da15i4konjugevangevakcinyubylymyyvinutywaennlng§em

a kol. (1985 a 1989), ktery vyuzil aktivaci jodistanu ke
kondenzaci polysacharida druhu Neisseria meningitidis

k nosicdum toxoidu tetanu nebo zaskrtu. Porro (1987) popsal
metody kondenzace oligosacharidu esterifikované N.
meningitidis k proteinovym prenasecum. Byly vyvinuty
konjugované vakciny, obsahujici polysacharidy druhu
Pseudomonas aerugihosa, kondenzované jodistanovym postupem
‘k detoxifikovanému proteinu ze stejného organismu (Tsay

a Collins, 1987). Cryz a Furer (1988) pouzili dihydrazid
kyseliny adipové jako rameno vymezovaciho c¢inidla (spacer

arm) k vytvoreni konjugovanych vakcin proti P. aeruginosa.

Polysacharidy spe01f1ckych sérotypu S. pneumonlae byly
také kondenzovany k osvédcenym proteinovym nosiéim, jako
napriklad k toxoidum tetanu a zaskrtu (Schneerson a kol.
1984, Fattom a kol., 1988 a 1990, Schneerson a kol., 1992),
k membranovym proteinum N. meningitidis (Marburg a kol.,
1987, Giebink a kol., 1993) a k pneumolysinovému mutantnimu
nosiéi (Paton a kol., 1991, Lock a kol., 1992, Lee a kol.,

1994). Byla vyvinuta technologie pro kondenzaci




oligosacharida S. pneumoniae K proteinu CRM; g7y (Porro,
1990). Tyto konjugované vakciny maji variabilni ¢i dosud
neurc¢ité imunopotentni vlastnosti. Nejvétsim problémem
v soucasné dobé pri vyvoji uc¢innych glykokonjugovanych
vakcin u S. pneumoniae je reprodukovatelnost téchto
vazebnych technologii s udrZenim imunogennich epitopu.

Optimalni imunogenni velikost oligosacharidu se jevi byt

razna, zavisla na sérotypu, urcujici konformaéni aspekt
urc¢itych imunogénnich epitopa (Eby a kol., 1994, Steinhoff
‘a kol., 1994).

Jsou potreba nové vakciny proti DTP, tuberkolébze,

“u_m_détskééobrné+_spalniékém+Ahepat1;;g¢L*Haemophilu influenzae

typu b a zapalu plic, ktereé vyvolaji dlouhotrvajici ochranu.
Aby byla vyvolana ochrana proti S. pneumoniae u déti, je
vyzadovan multi-haptenovy proteinovy konjugat, ktery
obsahuje vysokou hladinu oligosacharida v optimalni

imunogenni velikosti pro kaZzdy sérotyp.

Mnozi vyzkumnici navrhli zvyseni imunogennosti
konjugované vakciny podavanim adjuvans. Napriklad sul
hliniku je pro pouziti u 1idi schvalena. Take karbohydratové
podily, jako napr. B—glukanové'ééstice a nizkomolekularni
dextran, maji vlastnosti projevujici aktivitu adjuvans, jak

bylo referovano. Adjuvax (Alpha-Beta Technology) je

.—.. kompozice adjuvans, které obsahuje B-glukanové castice. Lees

a kol. (1994) referovali o uziti konstrukcnich prvku na bazi
nizkomolekuldrniho dextranu jako o adjuvans. Penney a kol.
(1992) ohlasili slouceninu s dlouhym alkylovym retézcem

s imunologickou aktivitou.

Prehled obrazkl na vykresech
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Obr. 1 ilustruje opakujici se jednotkové struktury

polysacharidu, pouzivané v prikladech tohoto vynalezu.

Obr. 2 ukazuje separacéni profil kapsularnich poly-
sacharida sérotypu 8 druhu Streptococcus pneumonlae na

koloné BioGel P-10 po kyselé hydrolyze (0,5-M kyselina

trifluoroctova,—dale téz TFA, teplota 100 °C, doba 20

minut). Vysledkem jsou rozeznatelné oligosacharidy

s opakujicimi se jednotkami od jedné do osmi.

Obr. 3A az 3D ukazujl relativni velikost opakujicich se

P

jednotek kapsularnich polysacharidﬁ hydrolyzovaneho sérotypu

‘§*afﬁhu'Streptococcus~pneumoniaewn_piku 1 (obr. 3A), 2 obr-=

3B), 3 (obr. 3C) a 4 (obr. 3D), mérenou pomoci analyzy HPLC.

Obr. 4 ukazuje HPLC retenéni doby glukézovych, M-3
maltotriézovych, M-7 maltoheptdzovych a M-10 maltooligo-
sacharidovych staridarda, pouzitée K uréeni relativni

velikosti ruznych opakujlcich se jednotek oligosacharidﬁ.

Oobr. 5 je prikladem retenénich dob ribitolu, rhamnézy,
. galaktozy, fukdézy a mannozy jako monosacharidovych standar-
dua, pouzitych k urcovani obsahu uhlohydratu hydrolyzovan?ch

opakujicich se jednotek.

Obr. 6 ukazuje separacni profil polysagharidov?ch
hydrolyzatu S. pneumoniae sérotypu 6B V kyseliné fluoro-

vodikové pri pruchodu kolonou P-10 BioGel.

Obr. 7 ukazuje separaéni profil polysacharidonch
hydrolyzata S. pneumoniae sérotypu 6B V kyseline trifluor-

octové pri pruchodu kolonou P-60 BioGel.




Obr. 8 ukazuje separac¢ni profil polysacharidovych
hydrolyzatd S. pneumoniae sérotypu 14 v kyseliné trifluor-

octové pri pruchodu kolonou P-30 BioGel.

Obr. 9 ukazuje separac¢ni profil polysacharidovych
hydrolyzatd S. pneumoniae sérotypu 19F v Kkyseline octové pri
prichodu-kolonou-P=10 BioGel.

Obr. 10 ukazuje separacni profil polysacharidovych
hydrolyzatl S. pneumoniae sérotypu 23F Vv kyseliné trifluor-

octové pri pruchodu kolonou P-10 BioGel.

*A“-Obrfwil~ukazuje~separaéniAprofilMpolysacharidu+s,a

pneumoniae sérotypu 8 Stépeného celulazou pfi pruchodu
kolonou P-10 BioGel.

Obr. 12 ukazuje separac¢ni profil polysacharidovych
hydrolyzatd pneumokokové C-substance Vv kyseliné fluoro-

vodikové pri prichodu kolonou P-10 BioGel.

Obr. 13 ukazuje vysledky inhibice ELISA pri pouziti
my$iho antiséra ke konjugatu proteinovy nosi¢ - oligo-

sacharid sérotypu 8 Streptococcus pneumoniae.

Obr. 14 vyobrazuje okyseleni oligosacharida pro

= karbodiimidovou kondenzaci.

Obr. 15 ukazuje separaci redukované a jodistanové
frakce polysacharidu (23-valentni polysacharidovéa vakcina

PneumovaxR 23, Merck Sharp & Dohme).

Obr. 16 ukazuje separaci redukované a jodistanové

frakce oligosacharidl druhu Streptococcus pneumoniae,
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sérotypu 6B.
Obr. 17 ukazuje separaci redukované a jodistanové
frakce oligosacharidi druhu Streptococcus pneumoniae,

sérotypu 19F.

Obr.._18 zobrazuje chemické reakce pri kondenzaci

jodistanu a EDC.

Obr. 19 ukazuje mono-hapten 8-oligosacharidovy konjugat
toxoidu tetanu, inhibovany anti-8 sérem, vazanym na 8

polysacharidem pokrytou ELISA desku.

Obr. 20 zobrazuje isotopy protilatek IgG, vyvolané
polysacharidem S. pneumoniae sérotypu 8 po imunizaci 8:14

dihapten—oligosacharid—TT-konjugétem.

Obr. 21 ukazuje zvys$enou hladinu isotopu protilatky
IgG,, vyvolanou polysacharidem po imunizaci 8:14 dihapten-
-oligosacharidovym konjugatem, typickou pro thymus

dependentni. odpovéd.

Obr. 22A a 22B ukazuji vyvolané IgG isotopy ze skupiny
my$1 imunizovanych 14-polysacharidovymli a oligosacharidonmi'
konjugaty s adjuvans a bez adjuvans.

Nyni bude uveden kratky souhrn vynalezu.

Jeden aspekt vynalezu je, Ze vynalez skyta kompozice,

které obsahuji

a) karbohydratovy hapten, obsahujici alespon jeden

imunogenni epitop a separovany podle velikosti, a




b) nosi¢, ve kterém vyse zminény hapten je kovalentne
kondenzovan k vyse zminénému nosic¢i a kde konjugat
haptenu s nosicem je protektivné imunogenni.

NS

Jiny aspekt vynadlezu poskytuje zpusoby pripravy

___ xonjugovanych _sloucenin, které spoc¢ivaji v tom, Ze se

[

a) Stépi bakterialni polysacharid na oligosécharidy, aby
byly chranény imunogenni epitopy na vyslednych
oligosacharidech, b) separuji vysledné oligosacharidy
na zakladé velikosti, }

c) provede selekce téch oligosacharidl, ktereé obsahuji
imunogenni epitopy, zaloZena na inhibici ELISA, d)
aktivuji oligosacharidy selektované v bodé c), a e)

kondenzuji aktivované oligosacharidy k purifikovanému

LB

nosiéi, kde vysledna sloucenina obsahuje imunogenni

C epitopy a je protektivné imunogenni.

" Dalsi aspekt vynalezu spoc¢iva v tom, Ze vynalez
poskytuje zpusoby zajistujici ochrannou imunizaci proti
bakterialnimu patogenu tim, Ze se podava savci, potfebujici-

nu takové ofetrfeni, u¢inné mnozstvi vakcinové kompozice

*

popsané vyse.

Jesté dalsim aspektem vynadlezu Jje, Ze vynalez skyta
kompozice vhodné pro stimulovani imunitni odpovédi na
antigen, pri¢emz vysSe zminéné imunostimula¢ni kompozice
zahrnuji oligosacharid S. pneumoniae sérotypu 8, ktery
obsahuje imunogenni epitop, Jak byl stanoven inhibici ‘ELISA,
a vhodné farmaceutické vehiculum, kde vys$e zminény

oligosacharid poskytuje imunostimulac¢ni efekt.
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Jesté dalsim znakem vynalezu je, ze vynalez poskytuje

zpusoby zajistovani protektivni imunizace proti bakterialni-

mu patogenu. Tyto zpusoby zahrnuji podavani savei, Vv pripadé
potfeby takového léceni, d¢inného mnoZstvi kompozice

sérotypu 8, popsané vyse.

Jesté dalsim znakem vyndlezu je, Ze vynalez poskytuje
zpusoby zvysSeni imunogenni odpovédi na antigen, které
zahrnuji podavani oligosacharidu S. pneumoniae sérotypu 8, -
ktery obsahuje imunogenni epitop, jak byl stanoven inhibici

ELISA, spoleéné s vyse zminénym antigenem.

Jiny dalsim aspektem vynalezu je, ze vynalez poskytuje
zpusoby pripravy imunostimulaénich kompozic popsanych vyse,

které zahrnuji

a) Stépeni polysacharidu S. pneumoniae sérotypu 8 na
oligosacharidy, aby byly chranény imunogenni epitopy na
vyslednych oligosacharidech,

b) separovani vyslednych oligosacharidu podle velikosti,

c) selekci téch oligosacharidl, kterée obsahuji imunogenni

epitopy, ktera je zaloZena na inhibici ELISA, a

da) smiseni selektovanych oligosacharidi s vhodnym farma-

ceutickym nosicen.
Nyni se uvadi podrobny popis vynalezu.

Tento vyndlez se vztahuje ke zlepSenym zpusobum

pripravy konjugatu oligosacharido-proteinovych nosicu.




Konjugovany produkt mize byt sloZen z ruznych haptenu nebo

nosicél. Mohou byt pripraveny mono-, di- a multihaptenové
konjugaty. Jsou popsany zpUsoby urceni pritomnosti
imunogennich epitopd na haptenu nebo nosic¢i vysledného
konjugatu. Takové konjugaty maji vyuziti jako vakciny,
terapeutické a profylaktické prostredky, imunomodulac¢ni

diagnostické prostredky a prostredky pro vyvoj a vyzkum.

Tento vynalez je obzv1lasté vhodny pro vyvijeni

’konjugétﬁ jako vakcin proti takovym bakteridlnim patogenun,

které zahrnuji Streptococcus pneumoniae, Neisseria

meningitidis,— Haemophilus—influenzae B, Streptococcus

" skupiny B, Streptococcus skupiny A, Bordetella pertusis,

Escherichia coli, Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Cryptococcus neoformans,
Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae, na které
vsak vycet neni omezen. Konjugaty podle tohoto vynalezu
preménuji slabé imunogenni nebo neimunogenni molekuly na
molekuly, které vyvolavaji specifické imunoprotektivni

protilatkové nebo bunécné odpovédi.

U vysoce rizikovych skupin, jako napriklad starsich
osob a déti do 2 let, byly pozorovany slabé imunitni

odpovédi na polysacharidové vakciny (thymus independentni

antigeny, TI). Nékolik vyzkumniki se pokusilo vyvolat thymus

" dependentni odpovédi (TD) na velky pocdet bakterialnich

polysacharidl, kdyZz pouzili proteinové nosice. Integrita

kritickych imunogennich epitopu a nepevna kovalentni vazba

mezi karbohydratem a proteinem jsou velkd omezeni u téchto

konjugovanych vakcin. Tento vyndlez sméruje k objeveni

kondenzaéni technologie, ktera poskytuje dobrou reprodukova-

telnost s ohledem na pomér uhlohydratu a nosic¢e v konjugatu.

Tento vynalez také poskytuje zplUsoby ovérovani pritomnost

i
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imunogennich epitopl na' oligosacharidovych haptenech:aZna

konjugadtech hapten - nosiéi "+ R tety e, T e
AR BT S RCGaY sl R e AR AT Y, el
Polysacharidové konjugaty vyvolavaji- nezvysovatelné

odpovédi protilatek IgM, obvyklé: pro:-TI antigeny. Antisérunm,

vytvorené jako odpovéd na tyto polysacharidové konjugaty,

nema opsoninovou aktivitu. V tomto:vyndlezu oligosacharidy
pripravené Stépenim polysacharidd z raznych bakteridlnich
kmenl jsou separovany podle velikosti a pouéity k produkci
- mono-haptenovych konjugati. Tyto konjugaty vyvolaji isotypy
IgG protilatek s imunoprotektivni opsonizac¢ni schopnosti.-

Tato—protilatkova—odpovéd e vyvolana bez pouziti

jakéhokoliv adjuvans. A tak zpusoby podle tohoto vyndlezi
jsou idedlné vhodné pro vytvareni imunogennich konjugatu
oligosacharidovy hapten - nosié¢, které vyuziji slabé
imunogenni nebo neimunogenni polysacharidy riznych Kmenu.
Zjistilo se, Ze kritickou pro vyvolani imunoprotektivni
odpovédi je pritomnost imunogennich epitopd na téchto

oligosacharidech.

Podet bakterialnich antigenu potrebnych k vyvoji
uéinnych antipatogennich vakcin vzrlistda. AvsSak opakované
podavani toxoidl tetanu nebo zaskrtu (které jsou casto
uzivany jako proteinové noside ve vakcinovych kompozicich
a-jako -profylakticka mira nasledujiciho traumatu) muze
zpusobit fenomén, ktery se:nazyva nosic¢em indukovana
epitopova suprese. Epitopova: suprese. byla popsana v litera-
ture u konjugatl :syntetického+peptidura sacharidového
toxoidu (Gaursarkol:,.:1990,. Peeters a kol., 1991).
Imunologické odpovédi~na hapten kondenzovany s proteinovym
nosicenm mbhourbYtrfedukovény.nebo mohou:chybét, kdyzZ

prijemce byl predtim imunizovan nosic¢em.
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Cilem mnoha vyzkumnika Je vyvinout vakciny, které
vyvolaji ochranu k hlavnim bakterialnim sérotypum, které
zpisobuji akutni respira¢ni infekéni onemocnéni, zanét
stredniho ucha, bakteriemii u deti, bez vyvolani suprese
nosicem. Zplisoby podle tohoto vynalezu mohou byt vyuZity

k vytvareni multi-haptenovych konjugatua s optimdlnimi

imunogennimi—epitopy ke Kazdému bakteridlnimu sérotypu. Tyto

'konjugéty, které obsahuji niz$i mnozstvi proteinového nosice

nez tradiéni konjugaty, snizuji vyskyt fenomenu (jevu)
suprese nosicem. SniZena davka antigenu P¥i mozném pouziti
teéchto konjugatu minimalizuje antigenni kompetici, pozoro-
vanou u tradic¢nich konjugatu.

Jiz drive puvodci tohoto vynalezu uvedli, Ze povrchové
vrstvy (S-vrstvy) krystalické bakteridlni bunky jsou vhodné
Jako nosice pro Vyvoj prototypovych konjugovanych vakcin
(Malcolm a kol., 1993a) a jako prostredek pri vyhnuti se
jevu suprese nosicem (Malcolm a kol., 1993b). V laboratori
majitele patentu se rozpoznalo nekolik glykoproteinu
S-vrstvy, které vyvolavaji nezkrizené reagujici protilatkové
a bunécéné odpovédi. Pri pouziti S-vrstev, izolovanych
z raznych bakterialnich kmena, mohou byt vyvinuty vakciny
proti mnoha chorobam, a tim se vyhne supresi mosicen,
pPozorovane u toxoidu tetanu a zaskrtu. Avsak S-vrstvy je
obtizné izolovat a purifikovat, dale je drahé je vyrobit,
takze nelze dosahnout jejich Sirokého vyuziti jako nosice
vakcin. Tento vynalez popisuje zpUsoby pro pripravu mono-,
do a multi-haptenovych oligosacharidovych konjugatl, které
snizuji mnoZstvi nosice nezbytného k vyvolani zvlastni
odpovédi, a tim klesa riziko nosicem indukované epitopové
suprese dokonce i tehdy, kdyz je jako nosié pouzit toxoid
tetanu nebo zaskrtu.



VyuzZitelnost

Jedno zvlastni pouziti technologie podle tohoto
vynalezu spoc¢iva ve vyvoji d¢innych vakcin pro prevenci
infekci zapalu plic u déti. Jinou aplikaci vyndlezu je

vyvinout vakcinu pro ochranu proti kmenum Streptococcus

skupiny B, Streptococcus skupiny A, Haemophilus influenzae
B, Streptococcus pneumoniae a N. meningitidis, které
prevladaji u déti a u osob starsich a imunosupresovanych.
Déléi pouzitli zahrnuji vyvoj konjugatu pro vyvolani ochrany

proti riznym bakteridlnim nebo virovy patogenum.

Puvodci tohoto'vynélezu Zjistili, Ze'pouZiti podminek,
ktere stépi specifické vazby (napriklad 1 aZ 4 vazby), ale
nechajl monosacharidy a dal$i imunologicky dulezité slouce-
niny jako napriklad fosfaty neporusené, ma za néasledek

zlepsenou imunogennost vyslednych konjugatu.

Puvodci tohoto vyndlezu zjistili, Ze velikost a struk-
tura oligosacharidu jsou dulezZité pro maximalizovani
imunogennosti konjugovaného preparatu. Razné velikosti
oligosacharidl jsou separovany z hydrolyzovanych smési
polysacharidli a izolovany podle velikosti frakce. Obsah
monosacharidl a relatavni velikost separovanych oligosacha-
ridad se méri napriklad HPLC. analyzou. Opakujici se jednotky
rizné velikosti jsou testovany za pouziti inhibice ELISA.
Pivodci vynadlezu zjistili, Ze inhibice ELISA je primo umérna
imunogennosti oligosacharidového preparatu a vysledného

konjugatu.

V laboratori puvodcu byly pouzZivany zejména
oligosacharidy, pripravené ze Stépeni polysacharidli druhu S.

pneumococcus, kmenui 3, 6B, 8, 14, 19F a 23, pneumokokové



C-substance, a C-polysacharidy N. meningitidis. Pro nékteré

sérotypy S. pneumococcus a pneumokokovou C-substanci jsou

preferovany nasledujici opakujici se jednotky (R.U.):

Sérotyp 3: 4-8 R.U.
6B: 4-10 R.U.

8+—2=8—R:U-
14: 4-6 R.U.

19F: 4-10 R.U.
C-substance: 6-10 R.U.

Preferované opakujici se jednotky pro C-polysacharid N.

meningitidis jsou 6-10 R.U.

Bylo nalezeno, zZe vytvarejici se nabité skupiny na
sacharidovych haptenech usnadnuji vazby haptena k nosici.
K umoznéni vazby oligosacharidu k nosic¢i pri vyssim poméru
cukru k nosic¢i je uc¢inné pouziti kationovych nebo anionovych
vyménnych kolon. Toto zajistuje vice haptenu na nosic
a snizuje jev (fenomén) suprese nosic¢em. Redukované frakce

karbohydratu jsou pouzZity pro vazbu k nosici.

" Jiny dulezity aspekt pri pripravé uc¢innych konjdgova-
nych vakcin je pouziti purifikovaného nosice. Necistoty
Vv preparatu nosice mohou vadit v procesu kondenzace. Shluky
nosicovych proteinl, nalezenych v preparatu nosice, mohou
mit nepriznivy vliv na optimdlni pomér haptenu a nosice,
nezbytny k vyvolani pozZadované odpovédi. Nosic¢e jsou
zpravidla purifikovany na velikosti vylucujici kolonoveé
chromatografii, ackoliv muZe byt pouzZita jakakoliv

standardni metoda, kterda odstranuje necistoty a shluky.

Pro ziskani idealniho poméru uhlohydratu a konjugované-
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ho nosic¢e jsou kritické:doba_kdﬂenzaéni;reakce,;mnoéstvi
oligosacharidu, kondenza¢niho;i¢inidla: a;.nosic¢e. POvodci
tohoto vynalezu -vyvinuli. zpisoby, které méri poméry,.uhlo-
hydratu k nosi¢i pomoci opakovatelnych.itestd. K pripravé
uc¢inného konjugatu je také dilezité béhem kondenzadni reakce

udrzovat optimdlni hodnotu. pH a teplotni,.podminky.::K, vytvo-

[ 3T

ridech/polysacharidech. Puvodci tohoto vynalezu zjistili, ze

rent uéinnYCh*kUnjugévanyqn;Kompozlc;jewznpodobnenghn;edlska
dulezité uzZiti Uc¢innych blokovacich &inidel:,. ktera, zastavi
kondenzadéni reakci, ale mnezakryyvajij-imunogenni :skupiny.,..
YLt o sng vasdoeho inuneslobulieawdsn e o
L Je nezbytne,vyuzitiykondenza¢nich ichemickych-yx i

vlastnostis, .kterér udrzuji imunogenni epitopy na oligosacha-

kondenzace EDC s jodistanem, jak je popsdna niZe, miZe byt
pouzita pro kondenzaci oligosacharidl a nosiél. Kromé primé
kondenzace cukru. k nosici.:se- mohou pouzit rtzné spojovniky
(linkefy)¢ které- oddeli rsacharidi'od povrchu proteinu.
Prislusné linkery mohou také zajistit nabité nebo nenabité
casti, jak jegpoZadovénovgImunqgegnostxkondenzqyané;Kompozi—

ce cukr = nosic¢ se uréi-inhibici-¢ELISA%svvch foonoti

SR LT oLaTGE met e, T oy

Pri pouzivani zplUsobu podle vyndlezu puvodci objevili
moznosti produkovat di-haptenové a multi-haptenové konjuga-
ty, které si.jesté zachovavajiysvé;rimunogennis.epitopy. Mohou
byt vyrdbény : konjugaty ss:cruznymi-ycoligosacharidovymis. .,
sekvencemi a/nebo velikostmi--Podobné.mohou. byt isyntetizova-
ny konjugaty, obsahujiciwoligosacharidové a polysacharidové
kompozice. Takové konjugdty jsou schopny sniZovat nebo

eliminovat antigenni:.kompetici.i wweg - Comae o e

PRI 4 § . U L SE P R
o A tak vhodpé:forma,konjugﬁtunzajisﬁuje~schopnost
redukovat supresi: epitopu indukovanou-nosic¢em. ‘Klicem

vi.tomto ohledu  jsou-identifikace -a: pouziti ,imunogennich
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oligosacharidovych epitopu a ucinnéjsi kondenzace cukru
k proteinu. Vazani véts$iho poc¢tu imunogennich epitopu na
molekulu proteinu znamena, Ze je k zajisténi ochranneé

imunizace potreba mens$i mnozZstvi nosice.

Puvodci tohoto vynadlezu vyvinuli zplsoby, které méri

ot

V3

rozsah imunoprotektivni protilatkové odpovédi na konjugovanée
kompozice pomoci isotopovani ELISA, baktericidnich

a opsonizac¢nich testu. Toto dovoluje urcit, které konjugaty
budou vyvolavat odpovéd vhodného imunoglobulinového isotypu,
napriklad IgG isotypt, pokud se pouzijl u protektivne

imunizovanych savcu.
Definice

Dale vysvétlené terminy maji ndsledujici vyznamy, pokud

jsou zminovany . v tomto dokumentu:

Oligosacharid znamend karbohydratovou slouceninu,’
sestavenou z malého po¢tu monosacharidovych jednotek.
Oligosacharidy mohou vzniknout zejména Stépenim

polysacharidd.

Polysacharid znamena karbohydratovou slouceninu,
obsahujici velky pocet sacharidovych skupin. Polysacharidy,
nalézajici se na vnéjs$im povrchu bakterii nebo viru, jsou

obzvlasté vyhodné pri tomto vyndlezu.

Nosié¢ znamena latku, kterda vyvolava thymus dependentni
imunologickou odpovéd, a ktera mize byt vazana k haptenu
nebo antigenu za vzniku konjugatu. Zejména mizZe byt pouzito
riznych proteinovych, glykoproteinovych, karbohydratovych

nebo podjednotkovych nosic¢u vcetné toxoidu/toxinu tetanu,




toxoidu/toxinu zdskrtu, proteind vnéjsi membrany bakterie,
povrchovych vrstev krystalické bakterialni bunky, séroveého

albuminu, T-globulinu nebo hemocyaninové prilepKy.

Imunogenni znamena byt pric¢inou imunitni odpovédi.

Imunogenni epitop znamena, ze cGast molekuly, ktera je

rozpoznana imunitnim systémem, zapric¢inuje imunogenni

odpovéd.

Hapten znamena antigen, obsahujici nekompletni nebo
¢astecény antigen, ktery nenusi byt sam schopny zpusobit
produkci protilatek. Di - a multi-hapten, pro uc¢ely tohoto
‘patentu, "se uvadi ve vztahu ke kompozicim, obsahujicim dva " -
(di) nebo vice (multi) oligosacharidové hapteny, konjugované

k nosicéi.

Protektivné imunogenni neboli imunoprotektivni znamena
stimulujici imunitni odpovéd, ktera zabranuje infekci
patogenen. '

Imunostimulac¢ni znamena stimulujici nebo zvysujici
‘imunitni odpovéd k slabsim imunogennim haptenim nebo
antigenim.

Novorozené znamenda nové narozeny zivoc¢ich, vcéetné déti.
Metodologie
Priprava a separace $tépenych polysacharidu

Polysacharidy, které jsou dostupné ze sbirky American

Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA, nebo se

mohou dostat postupy izolace, znamymi v tomto oboru, se




Stépi na oligosacharidové jednotky za pouziti vhodnych
koncentraci chemikalii. Mezi tyto chemikdlie se zahrnuje
kyselina trifluoroctova, kyselina octova, kyselina
fluorovodikova, kyselina cholorovodikova, hydroxid sodny

a octan sodny, trebaZe na né vycet neni omezen. V zavislosti

na jednotlivych chemickych vlastnostech a koncentracich a na

poZadovanych vyslednych oligosacharidech se mohou pouzit
rizné dlouhda c¢asova obdobi a teploty. Dale se mohou

k pripraveé oligosacharida z polysacharidl pouzZit komercné
dostupné enzymy (napriklyd celuldaza a B-galaktosidaza) nebo
izolované endoglykany souvisejicli s bakteriofdgem, znameé

v oboru nebo pripravené podle dosavadniho stavu techniky.

Obr. 1 ukazuje opakujici se jednotkové struktury
polysacharidu, pouzité v prikladech podle tohoto vynalezu.
Odbornikovi v tomto oboru jsou znadmy dals$i bakteridlni
a virové polysacharidy, které mohou byt pouZity pri
zpUsobech a v kompozicich podle tohoto vyndlezu. Mohou se
Stépit ruzné polysacharidy, mezi které se zahrnuje
pneumokokovy skupinovy antigen (C-substance) a kapsularni
polysacharidy sérotypu Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae, Streptococcus skupiny
A a Streptococcus skupiny B, na které vsak vycet neni

omezen.

Po rozstépeni se vysledné oligosacharidové smési
separujl podle velikosti za pouziti P-10 (frakcionacni
rozsah molekulové hmotnosti 1500 az 20 000), P-30
(frakcionaéni rozsah molekulové hmotnosti 2500 aZz 40 000)
a P60 (frakcionac¢ni rozsah molekulové hmotnosti 3000 az
60 000) BioGel kolony. Pritomnost karbohydrati v rGznych
frakcich kolony se urcuje rozbory za pomoci kyseliny

fenolsirové nebo kyseliny sialové a chromatografie na tenké



vrstvé (TLC). Frakce kolony, které obsahuji karbohydraty, se

potom analyzuji pomoci HPLC.

Pritomnost imunogennich epitopu ve frakcich stépenych
polysacharida separovanych podle velikosti je urcovana

inhibici ELISA, jak je popsano dale. JestlizZe priprava nema

za—ﬂés&edek~eligesaehaﬁidové_ﬁrakceT_kteréminhibuﬁi pri

testu ELISA, postupy S$tépeni mohou byt modifikovany zménou
enzymd nebo chemikalii, molarity, doby reakce nebo teploty,

aby se vytvorily imunogenni epitopy.

Stanoveni imunogennich epitopl v oligosacharidavych

pf’I pravc ich - - - T

Pritomnost imunogennich epitopu ve frakcich kolony se
potvrzuje inhibici ELISA a testovanim fosforu, jak Jje
uvedeno dale v experimentalni casti. Oligosacharidové

frakce, které obsahuji imunogenni epitopy [definovany jako

ty, které zpusobuji alespon priblizné 25% redukci a spise

priblizné 50% redukci v O.D.405'(optické hustota) pri
koncentraci 12,5 pg], jsou selektovany pro kondenzaci

S nosicenmn.
Kondenzace Kk nosici

Oligosacharid nebo polysacharid, ktery ma byt pouzit
pro kondenzaci s nosicem, je okyselen nebo redukovan
v preparatu pro EDT nebo jodistanovou oxidaéni kondenzaci.
Napriklad oligosacharidovy preparat miuze byt redukovan
pomoci RexynTM 101 (H) kationoménicéové kolony na bazi
organické kyseliny, k okyseleni cukru pro EDC kondenzaci.
Podobné mohou byt redukovany cukry pr¥i pouziti normalizova-

nych zpusoblli pro jodistanovou oxidacni kondenzaci. KdyzZ se
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pripravuji di-haptenové nebo nulti-haptenové konjugaty,
kazdy oligosacharid je aktivovan jednotlivé pro. EDC nebo

jodistanovou konjugaci.

Mezi vyhodné dihaptenové oligosacharidoveée konjugaty se
zahrnuje 3:8-TT, 6:8-TT, 6:14-TT, 8:14-TT, 8:19-TT, 8:23-TT

1
a—314-+19-TT

Nosic

MtZe se pouzit raznych proteinovych, glykoproteinovych

~ karbohydratovych nebo podjednotkovych nosicéu vcéetné

’“”““““““““*‘toxoidu%toxinu~tetaﬂu7&toxoidu#toxinquéékrtn,mprgteinﬁ

vnéjs$i membrany bakterie, povrchové vrstvy krystalické
bakteridlni bunky, sérového albuminu, T-globulinu nebo
hemocyaminové prilepky. Ve zvlastnich pripadech tohoto
vynadlezu se jako nosic pouziva toxoid tetanu. Preparaty na
bazi toxoidu tetanu bézné obsahuji shluky a nizkomolekularni
nec¢istoty. Cistota nosice je nezbytna pro ziskani pevnosti

v kondenzaénich reakcich. K ziskani purifikovaného preparatu

nosice se pouziva vylucovacil chromatografie podle velikosti.

Oligosacharidy obsahujici imunogenni epitop, separované
podle velikosti, se kondenzuji k purifikovan?m nosicum
karbodiimidovou (EDC) nebo jodistanovou aktivaci, pri
pouziti zplsobu popsanych v experimentdlni casti. Libovolné
oligosacharidy zbavené heptenu se separuji od konjugatu
hapten - nosi¢ pomoci kolonové chromatografie. Pomer
uhlohydratu k proteinu v konjugatech se stanovi Lowryho
proteinovymi testy a testy na bazi kyseliny fenolsirové nebo
kyseliny sialovou. Obvykle maji konjugaty pripravované EDC
kondenzaci pomér uhlohydratu a nosice 1:2, zatimco konjugaty

pripravené pouzitim jodistanové oxidac¢ni kondenzace maji




poméry uhlohydratu k nosic¢i v rozsahu od 1:5 do 1:10.

Uréovani imunogennich epitopu na konjugatech

Jak jiz bylo drive uvedeno, integrita kritickych

imunogennich epitopu je problémem drive znamych konjugacnich

technologii. V_tomto vynalezu je pouzivan test inhibice

ELISA k urceni potencialni imunogennosti raznych konjugatq,
produkovanych konjugac¢nimi postupy podle tohoto vynalezu.
pavodci tohoto vynalezu zjistili, Ze konjugaty, které
prokazuji inhibici pri tomto testu (alespon asi 25% redukci
a vyhodnéji asi 50% redukci v 0.D.455 pri koncentraci 6,25

<. Lg), pti pouziti zpusobi uvedenych dale v prikladech,

zajistuji ochrannou imunogennost, kdyZ se pouzivajl jako
vakciny u savcu. A tak tento test je pouzivan k vysSetreni

vhodnych konjugovanych kompozic.
Imunizace k vyvolani imunoprotektivnich odpovédi protilatky

Obvykle se my$i imunizuji ve dni 0 (prvni neboli
primarni imunizace), ve dni 7 (druhd neboli sekundarni
imunizace) a ve dni 28 (treti neboli terciarni imunizace)
podkozZni injekci (100 pl do 2 boénich stran) s antigeny
(polysacharidové konjugaty, oligosacharidové konjugaty,
nekondenzovany polysacharid nebo oligosacharid nebo
nekondenzovany toxoid tetanu).v davkach 0,1, 0,5, 1, 2,5
a 5 pg, vztazZeno na obsahu uhlohydratu pro EDC konjugaty

a obsahu proteinu pro jodistanové konjugaty.

Antigeny se zredi na ruzné davky v 0,9% roztoku
chloridu sodného. Jako negativni kontrolni vzorky se pouziji
my$i, kterym se aplikuje 0,9% roztok chloridu sodného. MyS$im

se odebere krev 7 az 10 dni po 2. a 3. imunizaci, aby bylo
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ziskano sérum ke zkoumani imunoprotektivnich'odpoveédi

protilatky. V tabulce 1 je béZné imunizaéni schéma pro S.
pneumoniae sérotypu 3. Jde o konjugaty polysacharidu
a oligosacharidu s toxoidem tetanu, pripravené za pouziti

x

EDC kondenzace. .

Ué¢inna_jsou_i_r0zna _jind schémata vcetné: den:0 (1.

imunizace), den 14 (2. imunizace) a den 44 (3. imunizace), -
a den_0.(1. imunizace), den 30 (2. imunizace) a den»éo (3.
imunizace).
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Kbhﬁﬁgéty podle tohoto vyndlezu mohou byt pouzity jako

fklasickégvakeinyTWjakemimunogeny,,které,vyvolévaji
specifickou produkci protilatek nebb stimuluji specifické
bunkou zprostredkované imunitni odpovédi. Mohou byt také
vyuzity pro terapeutické metody, napriklad ke stimulaci
imunniho systému, aby rozpoznal tumor - doprovodné ‘antigeny,
jako imunomodulatory, napriklad ke stimulaci produkce -
lymfokini/cytokinu aktivovanim specifickych bunéénych
receptorti, jako profylakticka agens, napriklad k blokovani
na bunééné membrané a prevenci bunécéné adheze, jako '~
diagnostickd agens, napriklad k identifikovani urc¢itych
bunék, jako nastroje vyvoje a/nebo vyzkumu, napriklad ke

stimulaci bunék pro produkci monoklonalni protilatky.

Urc¢ovani odpovédi

Jak jiz bylo dfive diskutovano, protilatkové odpoveédi
ma TI a,TD antigeny se 1lisi. U my$i je odpovéd:na
polysacharidovy, (TI) antigen obvykle 'slozena'zi:IgM a IgG
v poméru 1:1..-VSeobecné: jsou IgG isotopy omezeny. s IgGsy,
ktery.je! prilis vytlacen do anti-polysacharidového séra.

Isotypy .IgA mohou byt také pritomny. TI antigeny vyvolavaji
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protilatky s nizkou afinitou a imunologicka pamét neni

vytvarena.

U TD antigenu jsou zjistény zvysené sekundarni odpovédi

IgG protllatek (anamnesticka odpovéd) s vysSSim pomérem IgG

ku IgM. Zretelné “hladiny IgA obvykle ne]sou'prltomne~—TD—

antigen vyvolava_heterogenni—edpeved-IgG_lsotypu _Predomi-

nantni isotyp, kterym jsou isotypy I9G;., IgG,, 2@ IgGyp nmize
zpUsobit expresi, zatimco hladina IgG; isotypu je obvykle

relativné nizka. TD antigeny vyvolavajl imunologickou pamét

a-protllatkova afinita se zvysuje s 1munlza01 A tak -analyza

imunoglobulinovych isotypt, produkovanych jako odpovéd na
podavani’ konjugata;, umoznr'urc1t -zda konjugat bude -

protektivneé imunogenni nebo takovy nebude.

pavodci tohoto: vynalezu zjistili, z2e konjugaty podle
vynalezu indukuji odpovéd typickou pro TD, spise nez TI
antigeny, jak bylo stanoveno primym a isotypovym ELISA

pbaktericidnim a opsonizaénim testem.

Konjugaty pripravovane pomoci zpisobu EDC kondenzace

podle tohoto vynalezu vyvolavaly 1eps1 protilatkové

odpovédi, nez konjugaty prlpravovane jodlstanovou “aktivaci.
Davky 1 ug byly nejvice imunogenni. oligosacharidové
konjugaty, pripravene z nosi¢u toxoidu zadkrtu, vyvolavaly

podobné protilatkove odpovédi jako oligosacharidove

konjugaty, pripravovaneé z nosicéd toxoidu tetanu.

Jak bylo zminéno vyse, nékolik vyzkumnikua se pokusilo
zvy$Sit imunogenitu a vyvolat thymus dependentni protilatko-
vou ochranu pomocl kondenzace polysacharidové latky
k toxoidum tetanu a zaskrtu. Vysledky ukazuji, Ze tyto

konjugaty jsou jen o malo vice imunogenni, neZ nekondenzova-
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ne kapsularni polysacharidy (CPS). Jedno mozné vysvétleni

pro tento ukaz miZe byt ve skutecnosti, ze toxoidy c¢erného
kasle, zaskrtu a tetanu (v hlinité soli jako adjuvans) jsou
Casto profylakticky podavany détem v imunizacénim rezimu ve
¢tyrech davkdch. Tento reZim mohou déti tolerovat, avsak

u déti zpUsobuje neschopnost vyvolat protektivni odpovéd‘

pfetiiétky—k~haptenu?antigenu7—kbnaenzovanym K témto
toxoidovym nosic¢im (suprese nosicem). Jiny mozZny duvod pro
selhani indukce ochrany miZe byt strukturalni. Proteinové
nosice vyvblévaji a zvysuji imunitni odpovéd na hapteny, ale
v pripadé konjugadtu CPS-protein, je podil CPS relativné
velky k TI antigenu. Imunitni systém nemusi rozpoznat

CPS=protein jako konjugat, ale jednoduse jako dva odlisné
subjekty, coZ md za nasledek thymus independentni odpovéd na
CPS a thymus dependentni odpovéd na nosic.

Zda se, Ze tomu tak je pripadé zde popisované studie,
jJak je ukdzano v tabulce 2. Imunitni systém rozpoznava
polysacharid z konjugatu polysacharid - toxitoid tetanu (TT)
podle tohoto vyndlezu jako TI antigen. MoZna TD indukujici
schopnost noside s ohledem na protilatky k polysacharidu
neni pozorovana. Nutné se predpoklada, Ze imunogenni epitopy
karbohydratovych haptenti (oligosacharidi) musi byt v tésné
blizkosti u TD indukujicich epitopl nosice, aby konvertovaly

odpovéd TI na odpovéd TD.

K pripravé konjugatu je zde pouzita také technologie
"linker arm". Jako linker se podle tohoto vynalezu pouzila
napriklad kyselina 6-amino-n-hexanova. Bylo shledano, Ze
vysledné konjugaty jsou méné udinné ve vyvolavani
protilatkovych odpovédi, nez konjugaty pripravené primo
kondenzaci EDC aktivovanych oligosacharidovych haptenu
k nosicum. Toto zjisténi podporuje hypotézu puvodca tohoto



vyndlezu, Ze k vyvolani TD odpovédi je treba, aby hapten

" a nosic¢ byly v tésné blizkosti.

Pivodci tohoto vynalezu také vyvinuli zpusoby stanoveni
hladiny imunoprotektivni protilatky vyvolané konjugaty podle

tohoto vynalezu, pri pouziti baktericidnich nebo opsonizac-

s rsge
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nich testi. Tyto testy ukdzaly, Ze konjugatypodle—tohoto
vyndlezu jsou u¢inné ve vyvolavani protektivnich protilatek,

jak bylo zméreno pomoci téchto testu.

‘Jak bylo uvedeno drive, u studili s nosicem S-vrstva,

provedenych v laboratori majitele tohoto vynalezu i u jinych

vyzkumnikl, byl pozorovan fenomén epitop = nosic suprese
(Malcolm a kol., 1993b). Multi-haptenové konjugaty podle
tohoto vynalezu snizuji nebo zmari tuto supresi, protoze
tyto konjugaty budou obsahovat vétsi mnozZstvi imunogenniho
epitopu na molekulu nosice, neZ obvykle konjugované vakciny.
S konjugaty podle tohoto vynalezu nebude imunni systém
"prestimulovan" nosic¢em. Napriklad tri-haptenovy konjugat,
pripravovany zpusoby podle tohoto vynalezu, bude vyZadovat
jen tri injekce k vyvolani specifickych imunitnich odpovédi
na tr¥i rtzné cilové patogeny. Na rozdil od néj, pri pouziti
béznych monohaptenovych konjugdti, je treba aplikovat devet
injekci k vyvolani podobnych odpovédi. To znamena, Ze by se

pozadovalo trojnasobné mnoZstvi proteinu.

Dale, vyuZitim konjugatu podle tohoto vynalezu mohou
byt navrZeny imunizaéni rezimy, které konvertuji anti-
-polysacharidovou TI odpovéd na TD odpovéd. Ekonomicka
poééteéni‘expozice na polysacharid (napriklad pouzitim latky
Pneumovax® 23), nasledovana jednou aplikaci konjugatu podle

tohoto vynalezu, by indukovala hladiny IgG protilatek

' (anamnesticka odpovéd). Takovy imunizaéni reZim by



neindukoval supresi nosice. V takovych pripadech, imunitni

systém zpocatku vyskoleny na ruzné karbohydratové epitopy
a antigeny (TI odpovéd), by byl indukovan multihaptenov?miQ
konjugaty k vyvolani silnéjs$ich imunogennich odpovédi na
patogeny c¢asto zpusobujici nemoci u zvlastnich populac¢nich
skupin (napriklad sérotypy 1, 3, 4, 6, 9, 14, 18, 19 a 23

TR T

u—déti)
Farmaceutické kompozice

K vyvolani- protilatek na specifické_patogeny a/nebo na
razné podily uhlohydratl se konjugaty podle tohoto vyndlezu

mohou podavat ruznymi zpusoby K dorudeni na misto urceni,
tedy intraperitonedalné, intramuskularné, intradermalné,

subkutdnné, oralné nebo nasalné.

Slozeni kompozic podle tohoto vyndlezu muZe zahrnovat
vhodné farmaceutické nosice. Konjugaty podle tohoto vynalezu
jsou imunogenni bez adjuvans, ackoliv adjuvans mohou zvysit
titry imunoprotektivnich protilatek nebo bunkou zprostredko-
vanou imunitni odpovéd. Takova adjuvans mohou zahrnovat dale
uvedené pripravky, na které vsak nejsou omezeny: Freundovo
kompletni adjuvans, Freundovo nekompletni adjuvans, hydroxid
hlinity, dimethyldioktadecylamoniumbromid, Adjuvax
(Alpha-Beta Technology), Inject Alum (Pierce),
Monophosphoryl Lipid A (Ribi Immunochem Research), MPL + TDM
(Ribi Immunochem Research), Titermax (CytRx), toxiny,
toxoidy, glykoproteiny, lipidy, glykolipidy, steéeny
bakterialni bunky, podjednotky (bakteridlni nebo virové),
karbohydratové podily (mono-, di-, tri-, tetra-, oligo-

a polysacharidy), ruzna sloZeni liposomu nebo sapdniny.
K pripravé imunogenni latky mohou byt s konjugatem pouzity

kombinace ruznych adjuvans.



Presna sloZeni kompozice budou zaviset na jednotlivém

konjugatu, na druhu, ktery md byt imunizovan a na cesté

podani.

Takové kompozice jsou vhodné pro imunizovani kterého-

koliv—zZivocicha, ndchyIného kbakteridlni nebo virové
infekci, jako jsou napriklad hovézi, ovéi, kozi, konské,
zajec¢i, prasec¢i, psi, kodi¢i a ptaé¢i druhy. Mohou byt
imunizovana domaci i divoka zvirata. Lidé mohou byt témito

konjugovanymi kompozicemi také imunizovani.

Zpusobem podavani muZe byt kterykoliv vhodny zpasob
a miZe se ménit v zavislosti na bakterii nebo viru, na
zivoc¢ichu, ktery ma byt imunizovdn a na jinych okolnostech.
Prednost se dava parenterdlnimu podani, jako napriklad
subkutannimu, intramuskuldrnimu nebo intravendznimu podani.
Nejvice se preferuje subkutdnni podani. MiZe byt pouzZito
také oralni podavani, mezi které se zahrnuji oralni davkové

formy, které jsou enterdlné povlecené.

Rozvrh podavani se mizZe ménit v zavislosti na
bakterialnim nebo virovém patogenu a na Zivoc¢ichu, ktery ma
byt imunizovan. Zivo¢ichové mohou dostat jednu davku nebo
mohou dostat dalsi booster davku nebo davky. Pro trvalou
ochranu mohou byt pouzity kazZdoroc¢ni boostery. K poc¢atec¢nimu
vyvolani protilatkové odpovédi jsou zejména preferovany tri
davky ve dnech 0, 7 a 28.

Priklady provedeni vyndlezu

Dale zarazené priklady nemaji v umyslu jakymkoli

zpusobem omezit rozsah vynalezu.
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Pfiklady

Priklad 1

-

Zpusob pripravy a separace polysacharidovych hydrolyzatu

Obr. 2 ukazuje separacéni profil kapsularnich polysacha-
rida sérotypu 8 druhu Streptococcus pneumoniae na koloné
BioGel P-10 po kyselé hydrolyze (0,5-M kyselina trifluor-
. ! octova, teplota.loo Oc, doba’ 20 minut). Vysledkem jsou

rozeznatelné oligosaéharidy opakujicich se jednotek od jedné

do osmi.C¢islta—od—jednédo-osmi—se—shoduji-s—¢isly —
opakujicich se jednotek, nalezenych v kazdém piku, pricemz
pik devét obsahuje oligosacharidy vét$i nez osm opakujicich
se jednotek. Oligosacharidy odvozené od hyaluronové kyseliny

byly pouzity k normalizaci chromatografického systému.

s Relativni velikost opakujicich se jednotek u piku 1,
-2, 3 a 4 byla stanovena pomoci analyzy HPLC (obr. 3). Obr.
4 ukazuje HPLC retenc¢ni doby glukdzy, - M-3 maltotridzy, M-7
maltokeptézy a M-10 maltooligosacharidu (Sigma Chemical
Co.), pouzivané -jako standardy k urceni relativni velikosti
riznych oligosacharidovych opakujicich se jednotek. Obsah

monosacharidu opakujici se struktury se stanovi dalsi

=== ~""hydrolyzou oligosacharidovych opakujicich se jednotek

s 2,0-M kyselinou trifluoroctovou (TFA) prfi teploté 100 °C
po dobu 2 hodin. Pfikladvretenénich doby ribitolu, rhamndzy,
galaktozy, fukézy a manndzy jako monosacharidovych
standardd, pouZitych k urc¢ovani obsahu karbohydratu
hydrolyzovanych opakujicich se jednotek je znazornén na obr.
5. Chemicka struktura jednoho sérotypu 8 opakujici se
jednotky byla urcena jako B-glukdéza (1 —> 4) B-glukdza (1
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—> 4) a—galaktéza (L —> 4) a-glukuronova kyselina (1
- ——> 4) pomoci analyzy GC-MS a NMR. Toto souhlasi
s opakujici se jednotkou struktury citovaneé v literature
(Jones a Perry, 1957) .

EL

Obr. 6 az 10 jsou priklady separacnich profilu

<€ polysachariaovycn nydrotyzétﬁ—{kyselina_trifloroctové,

kyselina octova nebo kyselina fluorovodikova) S. pneumoniae,
sérotypu 6B, 14, 19F a 23F na kolonach P-10, P-30 nebo P-60
BioGel.

Obr. 11 ukazuje separacli enzymenm Stépeného polysachari-

du (sérotyp 8 gtépeny ceIﬁTézouﬁﬁmSeparace-oligosachazi@ﬁM_m

c-substance je ukazana na obr. 12.
Priklad 2

zpusob inhibice ELISA k urceni imunogennich epitopu oligo-

‘ed sacharidovych preparatu

s ‘ zakladni. postup vyuzity pro ihibici ELISA k testovani
na pritomnost imunogennich epitopl na oligosacharidonch
preparatech a oligosacharidov?ch nebo polysacharidov?ch

konjlgatech se uvadi dale-

v "'*j%ifnﬁokryje se 96 jamek EIA plotny (NUNC) s 1 ug
Véuﬁ\iQSLég) na jamku-za pouziti 0,05=.M NA,COj pokryvaciho
-~ pu 100 s . N 3 .
puiru ‘%g@ﬁﬁ;w?ﬁg¥u) a inkubuje pri teploté 4 Oc pres noc.

-

e 2. Ten -samy den ‘e p

-,

A lﬁﬁ%gﬁﬁé@é«Ag;;KumaVKy

s (napriklad s riznymi olig tidovymi hydrolyzaty) pri

Tween 20 jako redidla.

pouziti 1 x PBS - 0,01 %
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- provede se sedmindsobné seriové redéni ve zkumavkach
(po¢inaje 25 ug na jamku, az do 0,391 .ug/jamku ve trojim.
provedeni), celkovy objem Vv kaZdégzkumavcgvby mél byt 175

pl po seriovém redéni.

- Pripravi se redéni antiséra specifického typu’

(naptiklad-Diagnostic_anti=serum 14, které bylo ziskano

u kralik, Statum Seruminstitut) v poméru 1 : 1000, v 1
x PBS + Tween. . NS TR RLRRNE SV

Lr, b,

L;

kS
-.Pridad se 175 pl tohoto roztoku QQekazde zkumavky .

Celkovy objem.v kazdé zkumavce je nynic350:plseZkumavky se

udrzuji pri konstantni teploté

3. Dalsiho den se blokuji EIA plotny, pomoci blokovaci-
ho pufru (100 pl/jamku, 1 x PBS + 1 % BSA) a udrzujil pri
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Lo s 4

: S JaanntiorT

4. Odeberou se plotny, obsah kaZdé,zkumavky;geipfenese
do jamek (100 +¢pl/jamku) a inkubuje za.-teploty jmistnosti-.po
dobu 2 hodin.w r & . fassiar 5o Coviddit, fa opatejiel

s G DA S SO R

5. Trikrat se promyji . plotny promyvacimsroztokem (0,01

% Tween + 1 X PBSY). S cot probl téih, vaAE L
. e L. LR e L e AnOROQITIL an liup.
A .6. Pripravi se redéni konjugétuwkozizantikréliéimcnebo

antl druhovych - serotypu specifického. séraypouzitého.v: ‘bode
2) IgG -alkalické :fosfatazy - (TAGO). 'V L X PBS, +:1 % :(Tween
pufru (100 pl/jamku) v.pomeru:1p: i1500:airinkubuje prii. .
teploteé mistnosti po dobu 22 ghodin. ©Eit Toa wdivaly. T

e et oe L maebharicosh by Voot p b osmy cwaanTser

Gt 7. étyrikrat se promyji plotny promyvacim roztokem

a oklepe se prebytecna kapalina.




8. Rozpusti se substratové tablety alkalické fosfatazy

(#104 - Sigma) v diethylenaminovém (DEA) pufru, hodnota pH
= 9,98, 5 ml/tabletu, 100 pl/jamku.

e e e e — e e e e« e e e

9. Inkubuji se plotny v temnu a odec¢te se absorbance

T pri vInové délce 405 mm kazdych 15 minut. =~

V tomto testu mohou byt pouZita riznd komercné a labo-

ratorné pripravend antiséra, zahrnujici séra, ktera

—vytvareji mysi,krysy, kralieci, kozy, prasata, opice,——— —————

paviani a lidé, na které vsak vycet neni omezen.

Obr. 13 ukazuje vysledky inhibice ELISA pri pouziti
mysSiho antiséra ke konjugatu proteionovy nosié¢ - oligosacha-
ridy sérotypu 8, Streptococcus pneumoniae (2 aZ 4 opakované
jednotky kondenzované pri pouziti EDC k toxoidu tetanu).
Inhibice byla testovana s opakujicimi se jednotkami 1, 2,

3 3, 4, 6 a 8+ oligosacharidd typu 8 (0,5 M kyseliny trifluor-
octové, teplota 100 °Cc, 20 minut priprava) a polysacharidy
p typu 8. Z téchto vysledki mazZze byt vidét, Ze opakujici se

___Jednotka 1 (retézec se 4 monosacharidy) neobsahuje

imunogenni epitop. Opakujici se jednotka 2 (retézec s 8
e monosacharidy) byla schopna inhibovat protilatky, vazané na
ELISA plotnu, co udava, Ze obsahuje imunogenni epitop.
" ' Molekulovad hmotnost opakujici se jednotky 2 byla urcena
pomoci FAB-MS analyzy v hodnoté 1365. Toto dobre koreluje
s teoretickou molekuldrni hmotnosti 8 sacharidu. Opakujici
se jednotky 3, 4, 6, 8+ a cely polysacharid také inhibovaly
protilatky vazané na ELISA plotnu. Opét tak udavaly, Ze na
téchto oligo/polysacharidech byly pritomny imunogenni
epitopy.



I
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Tabulka 3 ukazuje podobné vysledky, zjisténé za pouzZiti

krdli¢iho anti-S. pheumoniae sérotypu 8 specifického séra
(Sstatems Seruminstitut). Opakujici se jednotka 1 neinhibuje
zretelné vazbu, opakujici se jednotky 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8+
a cely polysacharid inhibuji vazbu. =
" Inhibice ELISA byla také pouzivana k urceni pritomnosti
imunogennich epitopd na oligosacharidech, pfipravenych pri
pouziti raznych postupl hydrolyzy na ruznych polysachari-

dech. Tabulka 4 ukazuje vysledky s metodami pouZivanymi

———————podle-dosavadniho-stavu techniky; napriklad-kanadsky patent——

133

¢. 2 052 323, puvodce Porro, k hydrolyzovani polysacharidu
S. pneumohiae sérofypu 6 (0,01 M kfseliny octové, teplota’
100 °c, doba 30 hodin). Cely polysacharid blokoval vazbu pri
nizké koncentraci antigenu (Gc¢inny pri koncentraci 0,39
ug),'zatimco hydrolyzat kyseliny octové neblokoval. Je treba
povSimnout si, Ze pavodci tohoto vynalezu nemohli separovat
hydrolyzovany preparat podle velikosti, protoZe byl

"karamelizovan".

Pivodci tohoto vyndlezu zjistili, Ze ruznd hydrolyzacéni

_ ¢inidla (napriklad kyselina trifluoroctova), doba redukce

a teplota vytvareji oligosacharidy s imunogennéjsimi
epitopy, jak je ukadzadno v tabulce 5. 0,5 M kyseliny tri-
fluoroctové, teplota 70 Oc a doba 1 nebo 2 hodin hydrolyzo-
vani Géinné inhibuji vazani protilatky pri 3,13 ug koncen-
traci, avsak pri ¢étyrhodinové pripravé tomu tak neni. Také
tabulky 6 a 7 ilustruji vliv doby pripravy 6B oligosacharidu
S imunogennimi epitopy nebo bez imunogennich epitopt.
Dvouhodinova priprava s kyselinou octovou blokuje vazani
protilatek (pri koncentraci 3,13 ug), pripravy po dobu 24

a 48 hodin toto neblokuji. Podobné priprava s kyselinou

trifluoroctovou po dobu 1,5 hodiny uc¢innéji blokuje vazani



ne? priprava po dobu 3 hodin. . Dol
AR . . .
Jak je ukdzano v-tabulce 8, shydrolyza sérotypu 14 S.
pneumoniae v 0,5 M kyselinéptrifluoroctoVé pfilteploté»70\oc
po dobu 7 hodin,-jak bylo»zjiéténo.pfi.dosavadnim;StaVu,

techniky (Porro, kanadskyi patent -¢ 2 052 323), neni - vyhodna.

LepSi-pro-pripravu imunogennich 14 oligosacharidui je sniZena

molarni koncentrace kyseliny trifluoroctove (napriklad 0,1
M) . NETEE \ .

_Tabulkai9: ilustruje.dalezitost vybeéru oligosacharidq,

které obsahuji imunogenni epitopy, Ppro kondenzaci k nosici.

StrukturaAepakujieiAse~jednotky“3*oliqosacharidu;sgrgnggimm7

14 nemiZe inhibovat vazani protilatky. AvSak opakujici se
jednotky 4 a 8 obsahuji imunogenni epitopy a u¢inné ;blokuji

vazani protilatky.

Tabulka 10 ukazuje vliv koncentrace hydrolyzatu
a- reakéniho doby na pripravu 14 oligosacharidi, obsahujicich
imunogenni epitopy. Imunogenni epitopy se pri sedmihodinoveé
hydrolee_pomocibkyseiiny;trifluprpcxoyé;zgchovaﬂir@ale;pfi

hydrolyze po dobu 24 hodin jsou zniceny.

Tabulka“1&ailustﬁrjewdﬁle21tosttpopéitigpptimélnich
tepelnych podminek pro vytvareni o;iqpsacharidﬁglpF,
obsahujicich imunogenni epitopy;eImunogenniqepitgpy_se;zniéi
hydrolyzou provadénou kyselinou chlorovodikoveou pri teplote
mistnosti, ale.jsou zachovany;- kdyz; hydrolyza, se: provadi pri
teploté 70 QC: iet, i hEss w0 poterds ROmL T Lo

Yo, ou wtee, 0w hodnota pH o vafe n o Derva.

Jak~jeiukézénojv;tabulcetLZy:sigbé;inhibice vazani
protilatky se pozorujeauuhydrolyzétﬁ-ZJprolysacharidﬁ
s 0,25-M kyselinou-fluoroctovou pfi teploté 70 ©c po dobu
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3 hodin (Porro, kanadsky patent & 2 052 323). Tabulka 13
ukazuje vliv ¢asu na vytvareni imunogennich -23-oligosachari-
da. Oligosacharidy, vytvarene {hydrolyzou{pomoci 0,1 M
kyseliny.trifluoroctové;;pfiéteploté'ZOAQC po.:dobu.3thodin,
inhibuji vazani protilatky; avsak oligosacharidy.:pripravené

ukazuje pritomnost imunogennich oligosacharidi po hydrolyze
0,5 M kyselinou trifluoroctovou pri teploté 70 °C po dobu
15 minut nebo pri hydrolyze 5 molarni kyselinou octovou pri
teploté 70 °C po dobu 5 hodin. Tyto hydrolyzaty G¢inné

inhibuji do koncentrace 0,78 pg. S LAL

Tabulka 15 ukazujé uzitecnost inhibice ELISA k rozpoz-
nani imunogennich oligosacharidd Neisseria meningitidis
seérotypu C. Hydrolyzaty pripravené pomoci octanu sodného
blokuji vazani protildtky stejné ucinné, ,jako cely .
polysacharid. [T LT

Joole hyfootialuy oob g
Priklad 3 Gy noNLmtn oW L%,
_ £ dnin I oawdiny. o
Zpusob acidifikace karbohydratovych.¢astiprorkarbodiimido-

vou kondenzaci ( ] R IR F =~ s DU PR -y

reggepuh A ftane s oapg e
Pripravi se.kationménicova ‘kelona: (‘FisheritScientific)

s naplni Rexyn 101 (H, organickd kyselina) a promyje
deuterovanou vodou (dHZO). Polysacharidové a oligosacharido-
vé vzorky.rozpusténé v deuterované «vodéii(hodnotapHind vace
neutralni) .sexvedou tuto kolonourattzachycujis.rychlostii ‘jedné
kapky..za 6 'sekund. Acidifikace se potvrdi pomoci indikatoro-
vych ty€inek, u kterych se hodnota pH vaZe na barvu.
Pfebyteénémdeqterované1voda~seqpquZije;kvprothiwkolony.
Acidifikovane frakce se .spoji-a lyofilizuji /pro-pouziti pri

kondenzac¢nich reakcich. S AN



Obr. 14 popisuje Stépeni provadéné pomoci kyseliny
trifluoroctové mezi B-D-Glcp (1 —> 4) B-D-Gal
oligosacharidové struktury. Jako vysledek vznikne aldehyd
a hydroxylova skupina. Dal$i oxidaci aldehydu vznika

- karboxylova skupina.- KdyZ  tato latka. projde_kationoménicovou. . _

kolonou, vytvori se skupina COO™ .

Zpusoby kondenzace a kvantitativni testy

~ Zpusob. kondenzace karbodiimidu,(EDC)

"Priklad 4

Ve 2 ml 0,1-molarniho dihydrogenfosforec¢nanu draselného
se rozpusti vzorek ionem nabitého karbohydratu (polysachari-
du nebo oligosacharidu) (napriklad 3 mg) a EDC (3 mg)

v poméru 1:1. Pomoci 1-normalniho roztoku hydroxidu sodného
nebo kyseliny chlorovodikové se udrzuje hodnota pH 4,5. Tato
smés se micha pri teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Potom
se prida nosié¢ (3 mg) k EDC aktivovanym karbohydratum a dale

micha pri teploté mistnosti po dobu 4 hodin. Tato reakce se

" zastavi pridanim 200 pl 10 % ‘hydrogenuhlici tanu amonneho: - o

Vznikla smés se dale micha pri teploté mistnosti po dobu 1

hodiny.

Vysledny konjugat se dialyzuje proti deuterované vodé
pfés noc za pouziti dialyzac¢ni trubice s hranou molekuldrni
hmotnosti (MWCO) 50 000.

Konjugaty se lyofilizuji a potom testuji pomocl Lowryho
proteinu, kyseliny fenolsirové, Kkyseliny sialové a testuji

na fosfor, aby se stanovilo sloZeni (zplUsoby Jjsou popsané
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nize). Konjugaty pripravené témito kondenzacénimi metodami

maji obvykle pomér karbohydratu a nosice 1:2.

Testovani pomoci kyseliny fenolsirové pro kvantitativni

stanoveni karbohydratu

Réékcn1‘fﬁjﬁxthj“r“E%"roztok—feno&um%STS—mlmkapainéhom"_—"“m__—w—

fenolu (90%) pridaného do 94,5 ml destilované vody].

Standard : Zasobni roztok glukézy, 1 mg/ml. Pro
standardni krivku se pFipravi 2 aZ 60 pg/200 ul vzorku

pufru.

Postup: Prevzato z publikace Handbook of Micromethods
for the Biological Sciences, G. Keleti a W. H. Lederer
(vyd.), 1974, Van Nostrand Reinbold Co., New York.

1. Umisti se 200 pl vzorkad do velmi c¢istych zkumavek.
2. Prida se 200 pl fenolového c¢inidla.

,3{”Rygh;ewgg*pgigé7}Mp}hkoncentrované kyseliny sirové.

4. Reakéni smés se necha dobre virit.

5. Reakéni smés se necha stat pri teploté mistnosti po

dobu 30 minut.

6. Pri teploté mistnosti je barva stabilni 2 aZz 30

hodin.

7. Odecdte se absorbance pri vlnové delce 490 mm. Slepy

vzorek se zkumavkou obsahujici pouze vodu se oznac¢i jako
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vzorek # 1.
»
i Kvantitativni stanoveni pomoci kyseliny sialové
. Reak¢ni ¢inidla :
"“ a)ye g“Uktahydrétu—sfranu"h&fnitéhom%Ai2450443+18H204 — e

se rozpusti a doplni destilovanou vodou na objem 20 ml.

b) 1 g p-dimethylaminobenzaldehydu se rozpusti a doplni
6-normalni kyselinou chlorovodikovou na objem 20 ml. (Ulozi

se ve tmavé lahvicce v chladniéce).

Standard : N-acetylneuraminova kyselina Vv koncentraci
o, 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 a 50 ug/ul,
celkovy objem je 350 ul. PouZije se destilovana voda

k doplnéni na 350 pl.
Postup: ‘

1. PouZije se 200 pl vzorku duplicitné. Doplni se

2. Prida se 700 pl reakéniho ¢inidla A do kazdé

zkumavky a vSe se protrepe.
3. Pridad se 350 pul Ehrlichova reakénihd ¢inidla B.
4. Zakryjli se vsechny zkumavky mramorovou destickou.

5. Zkumavky se zahfivaji po dobu 30 minut na teplotu

100 °C pri pouziti modulu Pierce Heatings.




6. Zkumavky se rychle ochladi na teplotu mistnosti na

ledové lazni.
7. Odecte se optickad hustota pri vlinové délce 530 nm.

Testy na fosfor--- --

Reakc¢ni ¢inidla:
a) 2,5% molybdenan amonny

b) 10% kySelina‘askérbové

c) kyselina chlorista a
d) 1-mmolarni fosforeénan sodny jako standard.

Postup: Prevzato z G. Rouser, A. N. Siakotos a S.
Fleischer, Lipids 1, 85-86 (1996).

1. Vzorky a standardy (0, 25, 50, 100 a 200 ul, 25 az
+ 200 nmol) se umisti do Cistych zkumavek.

2. Vzorky se su$i v ohfivacim bloku v digestori po dobu

5 minut prfi teploté 180 ©c.

3. Do kazdé zkumavky se prida 450 pl kyseliny
chloristé, kazda zkumavka se zakryje mramorovou destickou
a zahfiva po dobu 30 az 60 minut na teplotu 180 °c.

4. Po ochlazeni zkumavek se pridad 2,5 ml deuterizované
vody.
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5. K reak¢ni smési se prida 0,5 ml molybdenanu amonného

a ihned michd vytvarenim viru.

6. K reakéni smési se prida 0,5 ml kyseliny askorbové

; a ihned micha vytvarenim viru.

— 7.

e Zkumavky se umisti-—po--debu--15-minut-na—vodnou Tazen
o teploté 95 ©c,

H

8. Po ochlazeni zkumavek se odedtéte absorbace pri

v vlinové délce 820 nmn.

~

.-~ ---9. Pred odectenim-mohou byt vzorky nechany nékolik

hodin.
Testovani Lowryho proteinu
Reakéni c¢inidla:

a) 2 % (hmotnost/objem) uhliditanu sodného

v 0,1-molarnim roztoku hydroxidu sodného (1 litr)

~b) 0,5% siran médnaty v 1% roztoku citratu sodného
(100 ml)

i o c) Folin-Ciocalteuovo fenolové &inidlo (2 x)
d) hovézi sérovy albumin (BSA) (1 mg/ml)

Postup:

1. Pripravi se standardni krivka, ktera sestava z o0,
12,5, 25, 50, 100 a 200 ug BSA v konecném objemu 200 pl.




2. Vnese se vzorek neznamého proteinu do 200 ul

deuterované vody.

3. Smichaji se reakéni c¢inidla A a B v objemovém poméru

. 50:1 a‘pfidéji se 2 ml do kazdého vzorku.

4. Michd se virenim a vSe nechd stat pri teploté

mistnosti po dobu 10 minut.

5. Folin-Ciocalteuovo fenolové c¢inidlo se zredi
v poméru 1:1 deuterovanou vodou a pridd v objemu 200 pl do

‘kazdého vzorku. =

6. VSe se michd virenim a ponechd stat pri teploté

mistnosti po dobu 30 minut.
7. Odeéte se absorbace pri vlnové délce 660 nmn.
Kondenzac¢ni zplsob jodistanové oxidace

) Vzorky polysacharidu nebo oligosacharidu (napriklad 3
mg) se rozpusti ve 3 ml Cerstvé pripraveného 60-milimolarni-
ho jodistanu sodného v 50-milimolarnim octanu sodném. Tento
pripravek se potom michd pres noc pri teploté 4 ©c.

K zastaveni reakce se prida ethylenglykol (300 pl)." Tato smés
se potom micha pri teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a poté
lyofilizuje. Vzorky rozpusténé v 1,5 ml 0,03-molarniho
hydrogenuhli¢itanu amonného (hodnota pH = 8,0) se vedou pres
kolonu s naplni P-2 Bio-Gel. Testy kyselinou fenolsirovou
nebo kyselinou sialovou se pouZiji k urceni frakci,
obsahujicich jodistanem redukovanou formu vzorku, a tyto

vzorky se potom lyofilizuji.



Aﬁstreptococcus,pneumoniae.

_50_

Obr.
frakce (23-valentni polysacharidova vakcina - PneumovaxR
23, Merck Sharp & Dohme) frakce. Obr. 16 a 17 ukazuji
Separaci redukovanych oligosacharidu sérotypl 6B a 19F druhu

15 ukazuje separaci redukované polysacharidové

3 mg redukovaného sacharidu a 3 mg nosice se rozpusti
ve 3 ml 0,l-molarniho dekahydratu tetraboritanu sodném,
hodnota pH = 8,9.
borhydrid (H + zdroj) a vsSe se micha po dobu 48 hodin pri

Do této smési se potom prida natriumkyan-

teploté 50 ©¢. Tato reakce se zastavi Upravou hodnoty pH na
3 az 4 pomoci 80% kyseliny octové. Vznikly'konjugét“se‘potoﬁ’
dialyzuje po dobu 48 hodin proti deuterované vodé (2 az 3
vymény deuterované vody) pri pouziti dialyzac¢ni trubice

S 50 000 MwcCoO.

Konjugat se lyofilizuje a slozeni konjugatu se urcsi
testovanim Lowryho proteinu a testy pomoci kyseliny
fenolsiroveé, kyseliny sialové a testem na fosfor. Konjugaty
pPripravené pouzitim téchto kondenzaénich zpusobl maji pomér
karbohydratu a nosice od 1:5 do 1:10.

Obr. 18 pPopisuje jodistanovou a EDC kondenzaéni chemic-

kou reakci.

" Priklad 5

Konjugované nosice

Priklad 4 popisuje zplsoby pouzZivané k priprave
imunogennich oligosacharidonch/polysacharidonch konjugatua
Ze slabeé imunogennich nebo neimunogennich polysacharidun.




Toxoid tetanu se ¢isti pro pouziti jako nosic
sloupcovou chromatografii. Tento purifikovany toxoid
vyvolava vysoké hladiny isotop IgM (napriklad 50 wg/ml
mysiho séra) a IgG (napriklad IgG, 100 ug/ml séra, IgGy,,
38 ug/ml séra, IgG,y, 68 pg/ml séra, a IgGsz, 105 png/ml

séra)

ek
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Priklad 6

Zpusob stanoveni imunogennich epitopu na oligosacharidovém/

polysacharidovém konjugatu

Pouzije se inhibice ELISA, jak je popsana Vv prikladu
2. Pomoci inhibice ELISA se potvrzuje pritomnost
imunogennich epitopl na mono-hapten g-oligosacharidovém
konjugatu toxoidu tetanu. Tento konjugat inhibuje anti-8
sérum, které se vaze k 8 polysacharidu, pokryvajicimu ELISA
plotnu (obr. 19). Volny toxoid tetanu vazani neinhibuje. Je
také prokazana pritomnost imunogenniho 8 oligosacharidu na
di-haptenovych konjugatech 6:8, 14:8 a 19:8. Tento obrazek
ilustruje reprodukovatelnost kondenzac¢nich postupa podle
tohoto vynalezu, protoze konjugaty g-mono-haptenové
a di-haptenové blokovaly vazani protilatek stejné, coz
vyjadruje, Ze kazdy konjugat obsahuje ekvivalentni mnoZstvi

- 8 oligosacharidu.

Tabulka 16 ukazuje vysledky inhibice ELISA, kdyZ se
jako inhibujici antigeny pouziji 6B polysacharid, 6B
oligosacharidy, konjugat 6B:8-di-hapten-oligosacharidu
a toxoidu tetanu a samotny toxoid tetanu. Toxoid tetanu
neinhibuje vazani anti-6B-séra k 6B-polysacharidu,

pokryvajicimu ELISA plotnu. Volny 6B-oligosacharid nebo
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polysacharid inhibuje vazani. Konjugat 6B:8-di-hapten-
-oligosacharid-TT také inhibuje vazani. To potvrzuje
pritomnost imunogennich 6B epitopl na kojugatu 6B:8-di-

-hapten-TT.

Podobné konjugat 14:8-di-hapten-TT inhibuje anti-14

sérové—vazani,—co_dokazuje pritomnost imunogennich epitopu

sérotypu 14 (tabulka 17). Za povéimnuti stoji, Ze pri
vysokych koncentracich existuje nespecificka inhibice
samotnym tetanovym toxoidem. Puvodci tohoto vynalezu

zjistili, ze toto je artefakt anti-14 v tomto testu.

K toxoidu tetanu byly kondenzovany ruzne oligosachari-

" dové frakce 23F hydrolyzatu. VSechny imunogenni epitopy,

které obsahoval sérotyp 23F, Jsou uvedeny v tabulce 18.

Imunogenni epitopy oligosacharidu N. meningitidis
(priprava s NaOAc) byly zachovavany podobné, kdyz
kondenzovaly k toxoidu tetanu (viz tabulka 19).

priklad 7

Zpusob stanoveni hladin isotopl protilétek, vyvolanYch‘
thymus independentnimi (TI) a thymus dependentnimi (TD)

antigeny

7Zakladni postup Kk méreni hladin protilatkovych isotopu
je zaloZen na kvantitativnim stanoveni isotopl IgM, IgG

a IgA, vyvolanych riznymi konjugaty.

1. Pokryji se EIA plotny (NUNC, IMMUNOSORB) 1 wg/jamku
Ag V 0,05-molarnim pufru uhli¢itanu sodného a hydrogen-
uhlic¢itanu sodného, hodnota pH = 9,5, v objemu 100 pl/jamku.
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2. Inkubuje se pres nocC pri teplote 4 Oc.

3. pal&i den se blokuji plotny se 100 wl/jamku
blokovaciho pufru (1 x PBS + 1 % BSA) a inkubuje se za
teploty mistnosti priblizné béhem 1 hodiny.

4. Rozredi se mysi sérum Vv pracovnim pufru (1 x PBS +
0,1 $ Tween) Vv pomeru 1:25, prida se 100 pl/jamku do
prislusné Jjamky a udrzuje po dobu 2 hodin pri teplote

mistnosti.

5. Plotny se trikrat promyji promyvacim pufrem (1 x PBS
+ 0,05 % Tween) a prebytec¢na kapalina se odklepe poklepem

ploten o pracovni desku stolu.

6. Rozredi se EIA Grade Mouse Type (kraliéi anti-mysi
IgM, IgGq, IgG,4, 19G,),, IgG3 a IgA, Bio-Rad) Vv pracovnim
pufru v poméru 1:2 pri 100 pl/jamku a inkubuje 2 hodiny pfi

teploté mistnosti.
7. Plotny se trikrat promyji promyvacim pufrem.

8. Rozredi se konjugat kozi anti-kraliéi IgA alkalické
fosfatazy (TAGO) v pracovnim pufru v poméru 1:1500 pri 100
pl/jamku a inkubuje béhem 2 hodin pri teploté mistnosti.

9. Plotny se &tyrikrat promyji promyvacim pufrem.

10. Pripravi se enzymovy substrat za pouziti tablet
Sigma # 104 Alkaline Phosphatase Substrate (jedna tableta/5
ml 10% dietanolaminového substratového pufru) pri 100

pl/jamku a inkubuje v temnu pri teploté mistnosti a odecet




se provadi kazdych 30 minut pri vlnové délce 405 nm.

11. Prepocitad se odectena absorbance na ug
protildtek/ml séra za pouziti krivek davka-odpovéd,
vytvorenych z ELISA odpovédi, krali¢ich anti-mysich isotopu

protilatek na ruzné koncentrace imunoglobulinu zvlastnich

i

M7
y-

ich—trid-a-podtrid (Zymed Labs. Inc.).

Tabulka 2 ukazuje protilatky vyvolané u mys$i po
imunizaci oligosacharidovymi a polysacharidovymi konjugaty
S. pneumoniae sérotypu 8. Pouze 8 oligosacharidovy konjugét
vyvolava IgG protilatky véech isotop, nekonjugovany |
oligosacharid neni imunogenni, polysacharid a polysacharido-
vy konjugat vyvolava protilatky isotopu typické pro TI
odpovédi (prevainé isotopy IgM, IgA a IgG3). Adjuvans neni
nezbytné k vyvolani IgG 1sotopu s konjugatem oligosacharid-
-toxoid tetanu podle tohoto vynalezu. Konjugaty obsahujici
relativné malé oligosacharidy, hapteny o 2 az 4 opakujicich
se jednotkach (8 az 16 sacharidi), vyvoléavaji nejlepsi

protilatkové odpovedi,- jak je zméreno primou metodou ELISA.
Pracovni postup primé ELISA

1. Pouzije se NUNC Maxisorp Immunoplate.

2. Rozredi se pokryvaci antigen v. uhli¢itan-hydrogen-
uhli¢itanovém pufru na 1,0 ug/100 pl. Pouziji se sklenéné

zkumavky, protoze antigen by se k plastické hmoté prilepil.

3. Prida se 100 pl do kazdé jamky plotny a ulozi pres
noc pri teploté 4 °cC.

4. Promyje se trikrat v PBS s 0,05 % Tween a prebytecné




PBS se odklepe poklepem-na Kimwipes papirové ruéniky.

5. Prida se 100 ul/jamku blokovaciho.c€inidla (1 x PBS
- 1 % BSA) a inkubuje pri teploté mistnosti po dobu 60
minut.

6. Provede_se trojnasobné promyti .jako v bodé 4.

b f
7. Prida se testovana protilatka prislusné zredéna PBS
- 0,01 % Tween Vv mnozstyi_loo pl/jamku a inkubuje pri

teplote mistnosti#pqudobu;90MminutL,- S

: R . U T
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8. Provede se trojnasobné promyti jako v bodé 4.

9. Rozredi se alkalickou fosfatazou konjugovany
anti-mysi Ig (TAGO Cat # 4653) PBS Tween Vv poméru 1:1500,
prida se 100 pl/jamku a inkubuje v temnu.po dobu 90 minut.

. .

10. Provede se trojnasobné promyti jako v bodé 4.

T B R .

11.. Prida se :Sigma, 104 fosfqtézoersubstrétx(tablety-
s obsahem dinatriumep-nitrofenylfosfétu) v mnozstvi 100
wl/jamku. Pridaji se 2 tablety (5 mg/tabletu) substratu do
10 ml dietanolaminového pufru. Vse se udrzZuje v temnu,
protoze subsgrépﬁjg.svétlem inaktivovan.nInkubace se provadi
za teploty mistnosti v temnu. Vyvoj. reakce -je ruzny
v zévislost%,qqﬂprot;létce. AbsorbanceqmﬁZeabYt'odeéiténa
pristrojem Microelia, Auto Readerf(4051qg)ay\pfibliZné 30
minutovych intervalech. . . . = ¢ s Lartdmr :
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Vysledky v tabulce- 20 ukazuji srovnani- hladin IgG,

a IgGz u my$i imunizovanych- 8-konjugatem: ve véku 3. tydna

a ve véku 8 tydnua.. Signifikantni hladiny IgGy byly: vyvolany




i

ru

- IgG5. isotopu na polysacharidovy imunogen. Kontrolnim mySim

g8-oligosacharid-TT-konjugatem u my$i imunizovanych ve stari
3 tydnt (0,273 pg/ml) a ve stari 8 tydnt (0,700 ug/ml).
prizna&né pro TD odpovéd je, zZe ajduvans (napriklad FCA),
zvysuije specificky hladinu IgG, (1,22 ug/ml). 8-Polysacharid
indukuje nadmérnou expresi IgG; a nizkou hladinu IgG,,
typickou pro pleééchariddvou TI odpovéd. 8-Polysacharid-TT

hladiny IgG, s nadmérnou expresi IgGsy, charakteristické pro
TI polysacharidové antigeny. Tedy adjuvans v kombinaci
] 8—polysacharid—TT—konjugétem nezvysuje hladiny IgG,, ale

-zvysuje protilatky IgGs-(jako TI odpovéd). O nékterych

polysacharidovych konjugatech je znamo, Ze vyvolavaji
kombinace diagrami TI a TD protilatkovych odpovédi- (Stein, —
1992, Stein, 1994). ’

Obr. 20 zobrazuje IgG protilatkové isotopy vyvolané
8:14 di-hapten-oligosacharid-TT—konjugétem na 8 polysacha-
rid. Podobné jako 8-mono-hapten konjugat, tento di-hapten
konjugat mize indukovat mnohem vy$si hladiny specifickych
IgG, protilatek (TD odpovéd), neZ 8-polysacharidovy konjugat

nebo 8-polysacharid samotny. Je prokdzana nadmérna exprese

se injektuje samotny toxoid tetanu.

Vysledky, ziskane s oligosacharidovymi konjugaty
sérotypu 14, jsou ukazany v tabulce 21. 14-0Oligosacharid-TT-
-konjugat, pripraveny hydrolyzou 0,1-molarni kyselinou
trifluoroctovou, vyvolava IgGy, Goa, Gpp @ G5 isotopy. Davka
1 uwg je nejvice imunogenni. Oligosacharid-TT—konjugéty,
pripravené za pouziti karbohydratovych frakci separovanych
pikll 7 a 8 z hydrolyzatu s 0,5-molarni kyselinou trifluor-
octovou, vyvolavaji nizs$i hladiny IgG isotopu. Mensi

oligosacharidy (piky 4 a 5 preparatu ziskaneého s 0,5-molarni
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kyselinou trifluoroctovou) v konjugované formé vyvolavaji
nizké hladiny IgG isotopu. 14-Polysacharid-TT-konjugat
vyvolava relativné vysoké hladiny IgG, isotopu. Nicméné
sérum z mys$i, ockovanych timto polysacharidovym konjugatem,
nebylo imunoprotektivni (jak bude ukazano v prikladu 8,

tabulka 24). Zde se objevuje pozadovand prahovd hladina IgG

séra (NMS).

protilatkovych isotopl; ktera—zajistuje—-imunoprotekei
k patogenu sérotypu 14. Nekondenzovany l4-polysacharid,
samotny toxoid tetanu nebo 0,9% roztok chloridu sodného jako
negativni kontrolni sérum, vsechny vykazuji nizké hladiny

véech isotopu, ekvivalentni k hladinam normalniho my$iho

Obr. 21 ukazuje zvysSenou hladinu protilatky IgG,

- isotopu na 1l4-polysacharid, vyvolanou 8:14 di-hapten-oligo-

sacharidovym konjugatem, typickou pro TD odpovéd. 14-Poly-
sacharid indukuje nadmérnou expresi IgGy (TI odpovéd),
samotny 1l4-oligosacharid neni imunogenni. Nekondenzovany

toxoid tetanu slouzi jako negativni kontrolni stanoveni.

Jako u jednotlivych lidi, ruazné skupiny mys$i prokéazaly

variabilni yqimayqst»nguol;gosacharidové a polysacharidové

konjugaty. U uréitych skupin mysSi byly pozorovany zméhy
hladin u rAznych IgG protilatkovych isotopi. Obr. 22A
ukazuje vysledky ze skupiny "dobrych respondenti" mysi,
které vytvareji IgG,; na l14-polysacharidovy konjugat (jako TD
odpovéd). Presto vsak 14-oligosacharidovy konjugat vyvolava
vy$$i hladiny IgG,. Tento konjugat také vyvolava vyrazneé
hladiny IgG,;, (0,955 ng/ml = oligosacharidovy konjugat,
0,139 pug/ml = polysacharidovy konjugat). Tato odpovéd je
¥izena TD, protoZe FCA zvysuje tyto IgG,y protilatky, viz
obr. 22B (1,509 pg/ml = oligosacharidovy konjugat, 0,474
ug/ml = polysacharidovy konjugat).



Schopnost oligosacharidovych konjugata podle tohoto

vyndlezu vyvolat vétsi TD protilatkové odpovédi nez
polysacharidové konjugaty neni omezena na imunogeny S.
pneumoniae. Oligosacharidové konjugaty druhu Neisseria

meningitidis skupiny c vyvolavaji vétsi hladiny protilatek

I9G, isotopu (7,01 uq7ﬁ17_ﬁé§‘pdlysacharidovy“konjugét
(3,60 pg/ml) nebo polysacharid samotny (0,162 pg/ml).
Zajimavé je, Ze mnoistvi isotopu IgGs, indukovaného

oligosacharidovymi konjugaty, je také vétsi (13,11 pg/ml =

-oligosacharidovy konjugat, 9,84 ug/ml = polysacharidovy

konjugat, 3,81 pg/ml = polysacharid samotny) .

Priklad 8

Baktericidni a opsonizaéni testy k méreni imunoprotektivnich

protilatek vyvolanych konjugaty

zakladni pouzité baktericidni a opsonizacni testy Jjsou

takové, jak je uvedeno dale.

..Baktericidni test

1. Naockuje se plotna krevniho agaru pozadovanymi

gramnegativnimi bakteriemi, opatrenymi z American Type

‘cultur Collection a inkubuje pres noc pri teploté 37 ©c.

2. Pristi den se vezme izolovana kolonie a naockuje se
v 1,0 ml prostfedi Todd-Hewitt Broth (THB) kvasinkovym
extraktem (YE) do sterilni testovaci zkumavky. VSe se

udrzuje pres noc pfi teploté 37 °C.

3. Dalsi den se zmé&ri optickd hustota naoc¢kovanych
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pakterii pri vlnové délce 420 nm. Jako slepy vzorek se

pouzije prostredi s THB + YE.

4. Na sterilni 96-jamkové plotné s plochym dnem se
prida do kazdé jamky sterilni 2,5mm sklenénd kulicka.

5. Do Kazdé jamky se prida: —

a) 5 pl bakterii,

" b) 10 pl mysiho séra, které ma byt testovano.

R " " Y&e se ihkubuje béhem 1 hodiny pri teploté-37-2C.
Poznamka : Body 5 a 6 se provadéji trojnasobne.

i 6. Po 1 hodiné inkubace se provede fedéni exogenniho
komplementu (napriklad Low Tox Rabbit Complement, Cedarlane)
sterilné v THB + YE v poméru 1 : 20 a prida se 50 wl/jamku.
Poté se inkubuje béhem 1 hodiny pri teploté 37 Oc.

7. Po uplné inkubaci se 50ul alikvot rozprostre na

plotny krevniho agaru pomoci sklenéného nanasedla.

B

8. Zabali se vsechny plotny krevniho agaru do
o plastikovych sa¢kd a inkubuji po dobu 12 hodin pri teploté
37 ©c.

9. Daldéi den se spoc¢itaji kolonie tvorici plaky.
Opsonizacni test

1. Naocékuje se plotna krevniho agaru pozZadovanymi




gramnegativnimi nebo grampozitivnimi bakteriemi (opatfenymi
z American Type Culture Collection) a inkubuje se pres noc

pri teploté 37 Oc.

5. Pristi den se vezme izolovanad kolonie, smicha se

58

s 1,0 ml prostredi THB + YE ve sterilni testovaci zkumavce -

a_inkubuje—pfes—noc—pfi—fepieté—aﬂ—gc.

3. Daldi den se pripravi 100 jedn./ml sterilniho

heparinu.

4. Aplikuje se intravenézni injekci 100 pl sterilnihéﬂ

“HEﬁEfihu‘do“ocaSu“kaédé“myéi"(S'a2*10~myéi%.~Po&10—minutéch_~,vq,t\

se retroorbitdlné odebere mySim krev do sterilni zkumavky.

5. Zméri se opticka hustota bakterii pri vlinové délce
420 nm, pric¢emz se pouZije prostfedi THB + YE jako slepy
vzorek. (Ke zméreni optické hustoty se pouZije

spektrofotometru 4040).

6. Na sterilni 96-jamkovou plotnu s plochym dnem se

sterilni sklenénou 2,5-mm kulickou v kazdé jamce se prida:

o a) 50 pl heparinizované krve
b) 10 ul séra
c) 5 pl bakterii.

Tento stupen se provadi triplicitné.

7. Plotna se zabali do tenké folie a inkubuje pri

teploté 37 ©C v inkubatoru po dobu 1 hodiny na trepacce




(s pomalym pohybem).

8. Po jedné hodiné se 50ul alikvot rozprostfe na krevni

agarové plotny pomoci sklenéného nanasedla.

9. Zabali se v&echny plotny do plastikoveého obalu

- “gg.A” -

a inkubujil prI“tépTﬁté—37“°C—po—dobu—ii—hodin.
10. Dal&i den se spoditaji kolonie tvorici plaky.

Jak bylo zméreno opsonizac¢nim testem, o séru z mysi,

imunizovanych oligosacharidovym konjugatem S. pneumoniae

" typu 8, bylo zjisténo, Ze je imunoprotektivni.-Opsonizace ~-- - ~=—=- -

bakterie S. pneumoniae, zprostredkovana specifickymi
anti-kapsularnimi protilatkami, je nezbytna pro hostitelovu
obranu (Saunders a kol., 1993). Tento test je vSeobecné
povazovan za spolehlivou indikaci imunoprotektivni schopnos-
ti in vivo. Vysledky testd prokazuji, Ze protilatky na
g8-oligo-konjugat velmi redukuji rust kolonie tvorici
jednotky S. pneumoniae sérotypu 8 na plotnach krevniho agaru
(tabulka 22). Tato redukce je specificka, protoze rust

kolonii sérotypu 3 a 6B (pouzity jako kontroly specifity)

nebyl inhibovan. Imunizace s nekonjugovanymi oligosacharidy
nebo polysacharidy (které jsou pouzivany v komercné
dostupnych vakcinach proti zapalu plic) nevyvolava zadnou
ochranu. Ochrana vyvolana polysacharidovym konjugatem je
mnohem mensi (39 % redukce), neZ ochrana vyvolana oligo-
sacharidovym konjugatem (98 % redukce). Tyto vysledky
prokazuji, Ze 8-oligo-tetanus toxoidovy konjugat vyvolava
vysoké hladiny imunoprotektivnich protilatek proti patbgenu
S. pneumoniae, sérotypu 8. Hladina imunoprotektivnich

protilatek vyvolana polykonjugdty je nizka.
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8-0ligo-konjugat muze také vyvolat imunoprotektivni

odpovéd protilatky u mys$i, kterym byl predtim podan uplné

samotny polysacharid. Mysi, ockované 2 davkami 8-poly-
sacharidu a potom treti oligo- konjugovanou 1njek01, maji ve
svém séru imunoprotektivni protilatky (70% redukce kolonii
pri opsonizacnim testu). Jako v predchozich experimentech,

nySi—-dostavajici-3_injekce polysacharidu nevyvolavaji Zadné

signifikantni nnozstvi protektivnich protilatek. Oligo-
sacharid specifickych sérotypu, kondenzovany k nosici
proteinu, miZe byt prospésny Jjako pooster ke zvyseni
imunoprotekce vysoce rizikovych skupin, skupinvbez odpovédi
nebo jen s malou odpovédl na 23-valentni polysacharidovou

vakcinu.

puavodci tohoto vynalezu provedli studii imunogennosti
s di-hapten 3 oligo/8-oligo-tetanus toxoidovymi konjugaty.
Oligosacharidy obou sérotypu se pripravuji hydrolyzou
provadénou kyselinou trifluoroctovou. My$i, jimZ byl
aplikovan tento multi- haptenovy konjugat, vyvolavaji
1munoprotekt1vn1 protilatky na sérotypy 3 a 8 (96 az 99 %
redukce kolonii - tabulka 23). 3/8-Polysacharidovy konjugat
vyvolévé malé mnozstvim imunoprotektivni protilatky (10 az

%). Mono-hapten 3-oligo-tetanus toxoidovy konjugat,
pou21ty v této studii, se pripravuje s oligosacharidy,
u kterych bylo urceno inhibici ELISA, Ze majl imunogenni
epitopy a nejsou- schopny vyvolat imunoprotektivni odpovéd.
Mechanismus, ktery dovoluje imunitnimu systému odpovédét na
epitopy na 3- -oligosacharidu Vv di-haptenové formé je ovsem
spekulativni. Nicméné puvodci tohoto vynalezu predpokladajl,
7e 8-oligosacharidy stimuluji klony bunék (napriklad
pridatnych nebo pomocnych bunék), které mohou zvysit odpovéd

na epitopy oligosacharidu sérotypu 3.
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pavodci tohoto vynalezu objevili, Ze struktura
g-oligosacharidu ma aktivitu jako adjuvans nebo aktivitu
podobnou jako adjuvans. Relativné jednoducha struktura
opakujicich se jednotek g-oligosacharidu [B-glukdza (1 —>
4) B-glukdza (1 —> 4) a-galaktéza (1 —> 4) a-glukonova

kyselina] muze specificky nebo nespecificky stimulovat/

aktivovat—imunitni_buniky nebo indukovat receptory nebo

faktory ke zvyseni humoralni/bunééné odpovédi na neimunogen-
ni nebo slabé imunogenni polysacharidy/oligosacharidy.
oligosacharidy sérotypu 8 maji adjuvansovou aktivitu

v konjugované formé nebo jako prisada do prostredku ve formé

vakciny.

Vysledky opsonizace 14—01igosacharid—TT-konjugétu
(0,1-molarni TFA preparat - tabulka 24) ukazuji dobrou
redukci bakterialni kolonie sérotypu 14 (76 %). 14-01igo-TT
0,5-M TFA preparat vyvolava méné imunoprotektivni protilatky
(54 % redukce). Séra 2 polysacharid—TT-konjugétu,
polysacharidu samotného a z toxoidu tetanu injektovana
my$im, prokazuji velmi sniZenou inhibiéni schopnost (18,

2 a 15 %). Sérum 2z kontrolnich mysi (0,9 % roztok chloridu

sodného a NMS) neprokazujil 3adnou redukujici schopnost.

Di—hapten—oligosacharidové konjugaty takeé vyvolavaji
protilatky s opsoninovou aktivitou. Sérum k 8:14-0ligo-TT-
konjugatu redukuje kolonie tvorici jednotky sérotypu 14
o 65 % (tabulka 25). Tento di-haptenovy konjugat je stejné
imunogenni jako mono-haptenovy 14-konjugat (redukce CFU =
68 %). Sérum z mysi, imunizovanych polysacharidov?m

<

konjugatem, redukuje CFU malo, © 37 %.

Priklad ©
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~ Zma¥eni nosicové suprese a redukce antigenni kompetice

V literature byly publikovany redukované odpovédi, za

uréitych podminek, zpusobené antigenni kompetici, kdyZz byly

injektovany mnohocetné antigeny. Vysledky, ziskané
z imunizaénich schémat A a D (tabulka 26), se pouziji

x—urceni—zda—-odpovéd na_kazdou slozku multi-haptenového

konjugatu podle tohoto vynalezu je stejna jako odpovéd

vyvolana jednotlivymi mono-haptenovymi konjugaty.

Jednotkova hmotnost karbohydratoveho antigenu mono-
a multi-haptenovych konjugata podle tohoto vynalezu je
ekvivalentni (napriklad pomér CHO Kk proteinu je roven 1:2
u konjugata EDC). Forma multi-haptenovych konjugath podle
tohoto vynalezu, pouzivajici redukovanou celkovou zatéz
antigenti, minimalizuje potencial pro vyvoj antigenni

: kompetice.

) Schémata B a E urci, zda prvni injekce s konjugatem je
dostatedna k vyskoleni imunitniho systému a k vyvolani
« T dependentni odpovédi, kdyz je posilena nekondenzovanym

polysacharidem nebo polysacharidy.

Schémata C a F stanovi schopnost konjugatu podle tohoto
vynalezu ke zvySeni imunoprotektivnich odpovédi protilatky

u mys$i, které byly predtim senzibilizovany samotnym

2l
..

‘polysacharidem nebo polysacharidy. Jestlize tomu tak je;
multi-haptenova vakcina proti zapalu plic, obsahujici '
oligosacharidy sérotypt 3 a 4 miZe pyt velmi vhodna ke
zvySeni odpovédi na PneumovaxR 23 u vysoce rizikovych

pacienta.

Skupina my$i bude ockovana 3 davkami (1., 2., 3.)
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toxoidu tetanu (titry k toxoidu tetanu maji byt potvrzeny
metodou ELISA) a dale 3 injekcemi ruznych oligo nebo

poly-TT-konjugét& S. pneumoniae jako Vv bodé G (tabulka 26).

Ve vdech studiich budou konjugaty podavany peroralné

a subkutdnni injekci.

Konjugaty podle tohoto vyndlezu budou stimulovat
imunitni odpovédi u malych déti, u déti s nezralym imunitnim
systémem a u imunosupresovanych osob. Jako modely pro tyto
situace, puvodci tohoto vynalezu uréuji imunopotenciaéni
Géinnost konjugatd zde popsanych u mladych my$i, u SCID
a u holych mysi. Jak bylo popsano vyse, tyto my$i budou take
pre-senzibilizovany toxoidem tetanu pred multikonjugovanym
o&kovanim, aby bylo mozné studovat jev (fenomen) suprese

nosicenm.

Modifikace vyse popsanych zpusobu provedeni ruznych
ztélesnéni tohoto vynalezu pbudou zrejme odbornikovi v oboru,
sledujicimu udaje z tohoto vynalezu, jak jsou zde uvedeny.
priklady, popsané vyse nejsou omezenim, a predstavuji pouze
priklady vynalezu, jehoz rozsah je definovan dale zarazenymi

patentovymi naroky.




&

F

Tabulka 1

B&zné imunizaéni

schéma pro konjugované vakciny

Den aplikace

Den odebrani krve

Konjugét*

e 0 17 pSC-TT (A-123)
38
28
0 17 PSC (A-123)
38
} 28
0 17 0SC-TT (A-124)
38
p 28
& 17 osc (A-124)
38
£y 28
17 TT
38
28
0 17 0,9 $ NaCl
7 38
28
8
N/A Normalni mys 74dna injekce
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* skupina péti mysi dostala subkutanni injekce 0,1,
0,5, 1,0, 2,5, nebo 5,0 ug konjugatu v 200 ul 0,9% roztoku
Nacl (100 ul injekce do kazdého boku). PSC-TT (A-123) Je
konjugat polysacharid—toxoid tetanu (Sarze # A-123). OSC-TT
(A-124) je konjugat oligosacharidu (4 az 8 opakujicich se
jednotek) s toxoidem tetanu (&arze # A-124). PSC (A-123) je

elysacharid (Sarze # A-123). OSC (A-124) je oligosacharid

yo}

(4 az 8 opakujicich se jednotek) (sarze # A-124). TT Je

toxoid tetanu.
Tabulka 2

prumérné hladiny protilatek my$iho séra na jednotlive

konjugaty sérotypu 8 S.pneumoniae (posttercidrni imunizace)

T#ida imunoglobulinu isotopu (pg/ml)

Antisérum proti: IgA IgGq IgGy, 19Gyy, IgG; IgM
konjugaty 8-oligo- 3,3 2,7 0,08 0,07 1,7 8,4
sacharid-

-toxoidu tetanu

nekonjugovany 0,3 0,05 0,02 0,02 0,8 0,8

g8-oligosacharid

konjugaty 8-poly- 10,8 0,13 0,07 0,07 1,75 14,6
sacharid—‘

-toxoidu tetanu

nekonjugovany 5,75 0,08 0,05 0,06 2,75 10,4
g8-polysacharid




Tabulka 3 - prvni
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Inhibice ELISA pri pouziti oligosacharida typu 8

Inhibujici 0.D. 405 nm
koncentfaee—~Opakujici_se_ggdnotky, pripravené pomoci O,5-M
antigenu TFA, 100 °C, 20 min

(ng) 8-PS 1R.U. 2R.U. 3R.U. 4R.U.
25,0 0,013 2,575 1,015 0,680 0,733
12,5 0,011 2,583 1,610 1,109 1,190
6,25 0,031 2,542 2,042 1,751 1,878
3,13 0,105 2,591 2,359 2,127 2,456
1,57 0,228 2,585 2,566 2,264 2,748
0,781 0,468 2,602 2,643 2,313 2,761
0,391 0,821 2,919 2,829 2,549 3,000
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Tabulka 3 - druha cast

Inhibice ELISA pri pouziti oligosacharidu typu 8

Inhibujici 0.D. 405 nn

koncentrace Opakujici se jednotky, pripravené pomoci O,5-M
antigenu———TFA;—1002¢;~20-min

(ng) 5R.U. 6R.U. 7R.U. .8+R.U.
25,0 0,698 0,564 0,489 0,177
12,5 0,974 1,008 0,827 0,427
6,25 1,395 1,303 1,243 0,783
3,13 1,845 1,827 1,628 1,204
1,57 2,282 2,234 1,944 1,744
0,781 2,597 2,531 2,219 2,014
0,391 2,814 2,837 2,318 2,865
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Inhibice ELISA, pri pouziti oligosacharidi typu 6B

0.D.
Inhibujici
koncentrace 6B _(0,01-M kyselina
antigenu 6B-PS octova, 100°c, 30 h)
(kg)
25,0 0,018 0,300
12,5 0,023 0,502
6,25 0,025 0,776
3,13 0,054 0,952
1,57 0,109 1,090
0,781 0,207 1,192
0,391 0,331 1,266
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Tabulka 5

Inhibice ELISA, oligosacharidy typu 6B, uzity ruzné

pripravy pomoci TFA
O0.D. 405 nm

Inhibujici

xoncentrace ——————6B_(0,05M TFA, 6B (0,1M TFA, 6B (0,1M TFA,

antigenu 6B-PS 70°c, 1h) 70°c, 2h) 70°C, 4h)

(ng)

25,0 0,016 0,223 0,211 1,897

12,5 0,017 0,281 0,372 2,417

6,25 0,069 0,717 0,702 2,276

3,13 0,370 1,096 1,216 2,674

1,57 0,958 2,411 1,793 2,673

0,781 0,959 2,595 2,243 2,817

0,391 1,216 2,540 2,502 2,563
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Tabulka 6

Inhibice ELISA, oligosacharidy typu 6B, uzity ruzné pripravy

pomoci kyseliny octové O0.D. 405 nm Inhibujici koncentrace
6B (2-M kys. 6B (2-M kys. 6B (2-M kys.

antigenu octova, octova, octova,
(wg) 68-Ps—70°C,—2h) 70°c, 24h) 70°C, 48h)
25,0 0,016 0,341 1,530 2,452
12,5 0,017 0,631 1,849 2,534
6,25 0,069 0,982 2,319 2,613
3,13 0,370 1,504 2,579 2,716
1,57 0,958 2,034 2,748 2,807
0,781 0,959 2,473 2,751 2,732
0,391 1,216 2,533 2,597 2,626
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Tabulka 7
Inhibice ELISA pri pouziti oligosacharidu typu 6B
0.D. 405 nm
Inhibujici
xoncentrace——————————6B (0,05-M TFA, 6B (0,05-M TFA,
antigenu 6B-PS 70°c, 1,5h) 70°c, 3h)
(ng)
25,0 0,100 0,297 0,594
12,5 0,140 0,485 : 0,916
6,25 ‘ 0,215 0,816 1,371
3,13 0,396 1,180 1,852
1,57 0,563 1,702 2,195
0,781 1,060 2,286 2,644
0,391 1,616 2,515 2,551
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Tabulka 8
| Inhibice ELISA pFi pouziti oligosacharidl typu 14
0.D. 405 nm
°* Inhibujici
" koncentrace : 14_(0,1-M TFA, 14 (0,5-M TFA,
antigenu 14-PS 70°c, 3h) 70°c, 7h)
(ng)
¥ 25,0 0,020 0,072 0,201
12,5 0,022 0,229 0,339
- 6,25 0,022 0,362 0,745
3,13 0,065 0,631 1,032
1,57 0,161 1,028 1,341
0,781 0,299 1,277 1,614
. 0,391 0,644 1,691 1,714
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Tabulka 9

Inhibice ELISA pri pouziti oligosacharidu typu 14

O0.D. 405 nm

Inhibujici

koncentrace epakuaiei~semjednotxy¢~pfipravené pomoci
antigenu 0,5-M TFA, 100°C, 15 min

(ng) 3 R.U. 4 R.U. 8 R.U.

25,0 2,011 0,596 0,337

12,5 1,966 1,078 0,517

6,25 1,936 1,425 0,712

3,13 1,891 1,620 0,924

1,57 2,021 1,889 1,242

0,781 2,055 1,923 1,595

0,391 2,089 1,877 1,727




Tabulka 10

Inhibice ELISA pri
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powuziti oligosacharidu typu 14

0.D. 405 nm

Inhibujici

kKoncentrace 34-—(-0-,-01=M 14 (0,05-M 14 (0,05-M
antigenu TFA, TFA, TFA,
(ng) 14-ps  70°C, 7h) 70°c, 7h) 70°c, 24h)
25,0 0,038 0,075 0,163 0,610
12,5 0,055 0,110 0,283 0,986
6,25 0,093 0,191 0,503 1,406
3,13 0,197 0,318 0,857 2,225
1,57 0,330 0,528 1,367 2,562
0,781 0,623 0,945 2,095 2,622
0,391 1,053 1,462 2,429 2,569
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Tabulka 11

Inhibice ELISA za pouziti oligosacharidu typu 19F

0.D. 405 nm

Inhibujici

konceﬁtfaee-—~_,_-.-~l9F(0,2—M HC1, 19F(0,2-M HC1
antigenu 19F-PS nezahfivano, 3h) 70°c, 3h)
(ug)

25,0 0,347 2,335 0,253
12,5 0,380 2,926 0,328
6,25 0,460 3,286 0,495
3,13 : 0,669 3,415 0,691
1,57 0,805 3,405 1,064
0,781 1,000 3,491 1,414
0,391 1,508 3,549 1,827
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Inhibice ELISA za pouziti oligosacharida typu 23F

”f““"““”“”‘*koncentLace

0.D. 405 nnm

Inhibujici

23F(0,5=M TFA, 23F(0,25-M TFA,
antigenu 23F-PS 70°c, 1h) 70°c, 3h)
(ng)
25,0 0,033 0,385 0,435
12,5 0,033 0,586 0,592
6,25 0,027 0,686 0,743
3,13 0,037 0,832 0,870
1,57 0,062 0,952 0,933
0,781 0,128 1,085 1,029
0,391 0,240 1,155 1,099
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Tabulka 13
Inhibice ELISA za pouziti oligosacharida typu 23F
O0.D. 405 nm
Inhibujici
konecentrace ' 23F(0,1-M-TFA, —23F(0,1=M TFA,
antigenu 23F-PS 70°c, 3h) 70°Cc, 5h)
(Lg)
25,0 0,487 0,187 ‘ 2,107
12,5 0,364 0,261 2,517
6,25 0,355 : 0,339 2,623
3,13 0,341 0,545 3,009
1,57 0,358 0,770 2,689
0,781 0,401 0,998 2,624

0,391 0,432 1,366 2,887




Tabulka 14 - prvni

[

Inhibice ELISA za pouZziti oligosacharidu

.

Inhibujici

O0.D.

405 nm

typu 23F

— "~ koncentrace -
N antigenu 23F(0,5-M TFA, 23F (0,5-M TFA,
(ng) 23F-PS 70 °c, 1h) 70 °c, 15 min)
o 25,0 0,127 0,309 0,159
12,5 0,111 0,529 0,149
@ttt 6,25 T T 0,118 T 70,9237 7 0,179
3,13 0,148 1,480 0,242
1,57 0,288 2,118 0,430
0,781 0,480 2,534 0,712
. 0,391 0,940 2,557 1,218
“n

&

&




Tabulka 14 - druha cast

Inhibice ELISA za pouZiti oligosacharidu typu 23F

O0.D. 405 nm
‘Inhibujici ,
koncentrace—— 23F (5=M_kys. 23F (2-M kys.

antigenu ' octova, octova,
(hg) 70 ©c, sh) 70 ©c, 24h)
25,0 0,160 0,241
12,5 0,144 0,405
6,25 0,243 0,750
3,13 0,410 1,172
1,57 0,852 1,662
0,781 1,345 2,361
‘0,391 1,909 2,430
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Tabulka 15

Inhibice ELISA za pouZiti Niimeningitidis-C polysacharidu

O0.D. 405 nm

Inhibujici
koncentrace
antigenu N.meng-C(0,1Mu- . N.meng-C(1M
(1g) N.meng-CPS NaOAc, 50 °C,_6 h) NaOAc, 50.°C, 6h)
‘ R G,y 2, .14
25,0 0,304 1.03269 0, D&s 07269°
12,5 0,240 ' . n,07245 0,070 072589
6,25 0,369 . 0,406 - 53 074121
3,13 0,836 1,088 : 1,151°
1,57 2,402 2,593 : 2,512
0,781 2,679 2,839 - 2,749

0,391 2,434 2,448 o 2,504
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Tabulka 16
Inhibice ELISA za pouziti konjugatu typu 6B
Inhibujici 0.D. 405 nm
koncentrace ' o
————————antigenu————— - - - —-—
) (1g) 6B-PS 6B:8-TT 6B-0S TT
25,0 0,019 0,070 0,037 2,314
¢ 12,5 , 0,022 0,117 0,046 2,289
6,25 0,033 0,205 0,081 2,209
eo= e -3 3T c=escc 0T 058° 7 0,339 ¢ 0,145 ~ ~ 2,173
1,57 0,127 0,533 0,287 2,208
0,781 0,248 0,816 0,534 2,237
0,391 0,435 1,234 0,856 2,249

&



Tabulka 17

Inhibice ELISA za pouziti konjugatu typu 14

Inhibujici 0.D. 405 nm
. koncentrace S ’ . S
antigenu
" (ng) 14-PS 14:8-TT - 14-0S TT
25,0 0,004 0,029 0,026 0,216
‘ 12,5 0,006 0,043 0,037 0,510
6,25 0,017 0,075 0,068 0,769
e T3, 13T T TTTT0,0437 T 0,141 T 0,131 T T T 1 ,018 TrTTmTmo T
1,57 0,078 0,258 0,247 1,242
0,781 0,160 0,447 0,400 1,362
0,391 0,299 0,669 0,655 1,475
ey
[
&y



Tabulka 18 - prvnil cast
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Inhibice ELISA za pouziti konjugatu typu 23F

Inhibujici

O0.D. 405 nm

koncentrace

antigenu 23E=TT 23F=TT
(ng) 23F-PS-TT (F:27-47) (F:32-51)
25,0 0,027 0,348 0,235
12,5 0,038 0,433 0,390
6,25 0,055 0,556 0,547
3,13 ) 0,104 0,659 0,665
1,57 0,189 0,806 0,823
0,781 0,215 0,944 0,861
0,391 0,412 1,029 1,017




e oeoe [ o e oooe
e © X ] [ [ o . .
o eeo e o ® . [
S o o e o see o
. . e o o e o

XX XK eoe e ee ]

- 86 -

Tabulka 18 - druha cast

Inhibice ELISA za pouziti konjugata typu 23F

Inhibujici 0.D. 405 nm
koncentrace

antigenu——23F-TT 23E=TT TT
(ng) (F:32-65) (F:31-51)

25,0 0,397 0,053 1,073
12,5 0,463 0,093 1,017
6,25 0,604 0,161 1,094
3,13 0,698 0,255 1,097
1,57 0,769 0,371 1,098
0,781 0,954 0,548 1,085
0,391 0,978 0,696 1,089
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Tabulka 19
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Inhibice ELISA za pouZiti N. meningitidis-C polysacharidu

O0.D. 405 nm

Inhibujici
koncentrace
antigenu .
(ng) N.meng- N.meng- N.mengC-TT TT

CPS CPS-TT (F:37-49)
25,0 0,038 0,068 0,250 2,222
12,5 0,025 0,042 0,221 1,880
6,25 0,028 0,120 0,297 1,917
3,13 0,058 0,209 0,529 1,894
1,57 0,108 0,212 0,610 1,807
0,781 0,371 0,511 0,762 1,813
0,391 0,393 0,623 1,101 1,849
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Prumérné hladiny protilatek IgG,; a IgG; na konjugaty S.

pneumoniae sérotypu 8 (postterciarni imunizace)

Imunoglobulin isotopu (ng/ml)

1. Imunizace ve:

3 tydnech véku
8-0-TT

8-pP-TT

8-P

TT

8 tydnech véku
8-0-TT

8-pP-TT

8-P

TT

8 tydnech véku + FCA
8-0-TT

8-pP-TT

gp

TT

Ig9G,

0,273
0,036
0,052
0,034

0,700
0,159
0,007
0,003

1,273

0,055

IgG,

0,468
0,213
3,18

1,96
2,89
2,17
0,74

1,74
3,73
5,06
0,295
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Tabulka 21

Pramérné hladiny protilatek my$iho séra na ruzne konjugaty

S.pneumoniae sérotypu 14 (postterciarni imunizace)

Imunoglobulin isotopu (ng/ml)

Antisérum na : . IgM IgG, IgGy, IgG,), IgGj3 IgA
14-0ligo-TT 6,50 50,99 0,178 0,158 37,65 0,078
(0,1M TFA)

1 pg 14-0ligo-TT 2,8 - 0,009 0,018 1,51 -

(0,5M TFA pik 4 a 5)

1 pg l4-o0ligo-TT 3,39 12,35 0,155 0,143 9,32 0,020
(0,5M TFA pik 7 a 8) ’

1 ug 14-poly-TT 5,11 15,25 0,038 0,053 8,95 0,001
1 pg 14-poly 4,70 - 0,008 0,031 9,20 0,077
"1 u TT 3,37 ¢+ - 0,024 0,060 8,36 0,031
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Opsonizac¢ni vysledky testujici antisérum na konjugat

S. pneumoniae sérotypu 8

% redukce

[

jednotek tvoricich

Antisérum na : Typ 8
konjugat 8-oligosacharid 98
-toxoidu tetanu

nekonjugovany 10
8-oligosacharid

konjugat 8-polysacharid 39
toxoidu tetanu

nekonjugovany 11

8-polysacharid




Tabulka 23

Opsonizac¢ni vysledky testujici antisérum na konjugaty

S. pneumoniae sérotypud 3 a 8

- % redukce CFU
Antisérum na : Typ 3 Typ 6B Typ 8
4 konjugat 3/8-oligosacharid 96 0] 99
-toxoidu tetanu
konjugat 3/8- polysacharid 10 0 12
-toxoidu tetanu
PBS kontrola 0 0 0
g : v _
&y
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Opsonizaéni vysledky testujici antisérum na konjugaty

S. pneumoniae sérotypu 14

% redukce CFU

Antisérum na : Typ 14
14-0-TT (0,1-M TFA) 76
‘14-0-TT=(-0,5-M TFA,

piky 7 a 8) 54
1l4-poly-TT 18
l4-polysacharid 2
toxoid tetanu 15
0,9% NacCl 0
NMS 0
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Tabulka 25

Opsonizaéni vysledky testujici antisérum na konjugat

di-hapten S. pneumoniae

% redukce CFU

Antisérum na : Typ 14
14-0-TT : . 68
8:14-0-TT 65
14-P-TT 37
toxoid tetanu 0
0,9% NacCl 0
"
NMS 0

ey
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Tabulka 26

Imunizac¢ni reZimy

.
(A XX KX ]

A: 1. Mono-hapten-oligosacharidovy konjugét
2. Mono-hapten-oligosacharidovy konjugat
3+ Mono-hapten-oligosacharidovy konjugat —
B: 1. Mono-hapten-oligosacharidovy konjugat
Nekondenzovany polysacharid
3. Nekondenzovany polysacharid
‘C: ER Nekondenzované polysacharidy ,
e e e - .2.ﬁMono—hapten—oLigosacharidon*konjugét"”“ T T o
3. Mono-hapten-oligosacharidovy konjugat
D: 1. Multi-hapten—oligosacharidovy konjugat
Multi-hapten-oligosacharidovy konjugat
3. Multi-hapten-oligosacharidovy konjugat
E: i. Multi-hapten-oligosacharidovy konjugat
Nekondenzované polysacharidy
3. Nekondenzované polysacharidy
F: Nekondenzované polysacharidy
Multi—hapten—oligosacharidovy konjugat
3. Multi-hapten-oligosacharidovy konjugat
G: 1. Toxoid tetanu
2. Toxoid tetanu
3. Toxoid tetanu
4. Mono- nebo multi-hapten-oligosacharidové konjugaty
5. Mono- nebo multi-hapten-oligosacharidové konjugaty
6. Mono- nebo multi-hapten-oligosacharidové konjugaty
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PATENTOVE NAROKY

1. Kompozice, vy znaéu j1ci s e t 1m,

Z e obsahuje :

a) alespon - —Jjeden—podle veiikostr“separovany karbo-
hydratovy ollgosacharldovy hapten, obsahujici alespon jeden
imunogenni epitop, kde oligosacharidovy hapten je separovan

podle velikosti na zvlastni opakujici se jednotky,

b) nosig, ktery vyvolava thymus dependentni imunitni
odpovéd v subjektu, pricems hapten je kovalentne kondenzovan
Primo k nosic¢i a kde konjugat hapten - nosic je protektivné

1munogenn1

2. Kompozice podle naroku l, vyznac¢uijici
s e tim, Z e haptenem je oligosacharid bakterialniho

nebo virového polysacharidu.

3. Kompozice podle naroku l, vyznacuijici
s e t im, Z e pritomnost vyse zminéného imunogenniho
epitopu je stanovena pouzitim inhibice ELISA.

4. Kompozice podle naroku 2, vyznac¢uijici
s e t.im, Z e vysSe uvedeny oligosacharid je produkovan

stelou hydrolyzou zminéného polysacharidu.
5. Kompozice podle naroku l, vyznac¢uijici
s e tim, Z e protektivni imunbgennost je stanovena

isotopovou ELISA.

6. Kompozice podle naroku l, vyznac¢uijici
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s e t 1im, Z e protektivni imunogennost je stanovena

baktericidnim nebo opsonizaénim testem.

7. Kompozice podle naroku 2, vy zna & u jici
s e t i m, Z e polysacharid je vybran ze skupiny,

sestavajici z kapsularnich polysacharidl S. pneumococcus

sérotypl -1, —2,—3,4- 5>y 6B 7, 7F, 8, 9N, 9V, 104, 11A, 12,
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22, 23F a 33F.

8. Kompozice podle naroku 1, v Yyznacuijici
s e tim, Z e obsahuje alespon dva hapteny.
- 9. Kompozice podle naroku 1, v Yyznacuijici
s e tim, 2 e neindukuje nosic¢ovou supresi.
10. Kompozice podle naroku 1, v YyZznacuijici

s e t im, Z e neindukuje antigenni kompetici.

11. Kompozice podle naroku 1, v Yyznacuijici

s e t i m, Z e dale obsahuje adjuvans.

12. ZpUsob pripravy kompozice podle naroku 1, v y -

Znacujici s e t im, Z e se

a) stépi bakterialni nebo virovy polysacharid na
oligosacharidy pri zachovani imunogennich epitop na

vyslednych oligosacharidech,

b) separuji se vysledné oligosacharidy na zvlastni

opakujici se jednotky na zakladé velikosti,

c) provede se selektovani oligosacharidli separovanych

podle velikosti, které obsahuji imunogenni epitopy,
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d) aktivuje se alespon jeden oligosacharid, selektovany
ve stupni c), a

e) primo se kondenzuji aktivované oligosacharidy

k nosici, ktery ktery vyvolava thymus dependentni imunitni

odpoveéd v subjektu,

i

-

&

&

pricemz vysledna kompozice je protektivne imunogenni.

13. Zpasob podle naroku 12, vyznac¢ujici
S e t im, Z e sStépeni se provadi pouzitim kyselé
hydrolyzy.

14. Zpasob podle naroku 12, vy znaeé&u jici
s e t 1 m, Z e jako aktivace se pouzZije acidifikace na
kationové kolons.

15. Zpisob podle naroku 12, vvyznacécujici
s e t 1im, Z e kondenzace se provadi pouzitim
1—ethyl—3,3'-dimethyl(aminopropyl)karbodiimidu nebo jodi-
stanu. ’

16. Zpasob podle naroku 12, vyznacé¢ujici
S e t 1 m, Z e kondenzace poskytuje predem stanoveny
pomér haptenu k nosidéi .

17. Zplsob podle naroku 12, vy znaeéuj ici
s e t 1im, Z e stupné a) az d) se Oopakuji za pouziti
alespon jednoho dalsgiho bakteridlniho nebo virového poly-

sacharidu, k dosazeni dj- nebo multivalentniho konjugatu.

18. Zpaisob podle naroku 17, vyznac¢uijici
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se ti1imnm, z e bakterialni polysacharidy se vyberou ze
souboru sestavajiciho z kapsularnich polysacharida S.
pneumococcus sérotypu 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A, 12, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22, 23F
a 33F.

19. Zplisob zajisténi protektivni-—imunizace proti

o

¢

bakteridalnimu patogenu, v yznacuijici s e t i m,
Z e zahrnuje podani u¢inného mnozstvi kompozice podle naroku
1 savci, ktery potrebuje takového osetfovani.

20. Zpusob podle naroku 19, v YyZznacujici
s e t in, Z e podavani se voli ze skupiny sestavajici

z peroralniho a parenteralniho podani.

21. Zpusob podle naroku 19, v Yyznacuijici

S e t 1im, Z e vyse zminénym savecem je novorozenec.

22. ZpUsob podle naroku 19, v Yznac¢cujici
e t 1 m, Z e savec je vybran ze skupiny, sestavajici

0]

imunosupresovanych savcd a savcl pokroc¢ilejsiho véku.

N

23. Kompozice vhodna pro stimulovani imunitni odpovédi
na antigen, vy znac¢uijici S e t 1im, zZ e
imunostimulacéni kompozice obsahuje oligosacharid S.
pneumoniae sérotypu 8, ktery obsahuje imunogenni epitop

a vhodné farmaceutické vehikulum, pric¢emz oligosacharid

24. Kompozice podle naroku 23, vy znaé&u jici
S e t im, Z e oligosacharid je konjugovan k proteino-

vému nosicdi.
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25. Kompozice podle naroku 23, v Yznacuijici

S e tim, Ze neindukuje supresi nosice.

26. Kompozice podle naroku 23, vyznacuijici

S e t 1 m, 2 e neindukuje antigenni kompetici.

27. Zpusob zajiéténiApyotektivni—imunizace‘proti

bakteridlnimu patogenu, vy znaé&ujici s e t im,
Z e zahrnuje podani u&¢inného mnoZstvi kompozice podle naroku
23 savci, ktery potrebuje takového oSetrovani.

28. Zpusob zvyseni imunogenni odpoveédi na antigen,
Vyznacuijici s e t im, Z e zahrnuje podani
oligosacharidu S. pneumoniae sérotypu 8, ktery obsahuje

urceny imunogenni epitop, spolec¢né s timto antigenen.

29. Zpusob podle naroku 28, v Yy2Znacuijici
‘s e t 1 m, Z e podavani se vybere ze skupiny, sestava-

jici z peroralniho a parenteralniho podani.

30. Zpusob pripravy prostr¥edku podle naroku 23,

Vyznac¢cuijici s e t 1m, Z e se

a) stépi S. pneumoniae sérotypu 8 polysacharldu na
oligosacharidech k zachovani imunogennich epitop na

vyslednych oligosacharidech,

b) separuji vysledné oligosacharidy, zaloZené na

velikosti,

c) vyberou takovych oligosacharidy, které obsahuji

imunogenni epitopy, a



(nahradni strana) ¢

- 100 -

d) smisi selektované oligosacharidy s vhodnym farmaceu-

tickym nosicem.

31. Zpusob podle naroku 30, v Y2Znacujici
s e tin, Zz e Stépeni se provadi za pouziti kyselé

hydrolyzy.

32. Zpusob podle naroku 30, v YZnacuijici
s e t im, Z e dale zahrnuje stupné, zarazené pred

stupném d), spoéivajici v

1) aktivovani oligosacharidu, selektovanych ve stupni

c), a

2) kondenzovani aktivovanych oligosacharida k purifiko-

vanému nosiéi. .

33. Zpﬁéob podle naroku 32, vy znaéu jici

S e t im, z e aktivace se provadi acidifikaci na

kationové kolone.

34. Zpusob podle naroku 32, vyznac¢cuijici
s e t 1 m, - 2 e kondenzace se provadi za pouziti
l—ethyl-3,3'—dimethyl(aminopropyl)karbodiimidu nebo jodi-
stanu. |

35. Zpﬁsdb podle naroku 32, vy z n ac¢ujici
S e t 1nm, Z e kondenzace zajistuje predenm stanoveny

pomer haptenu k nosici.

36. Zpusob zvyseni imunogennosti antigenu u savce,
Vyznac¢cuijici s e t 1im, Z e se podava

oligosacharid s. pneumoniae sérotypu 8, ktery obsahuje




L] LA L X ] L
LR ] L ) .0 *
[ e L4 .
[ ] .
[ ] .

e

(ndhradni strana) e

- 101 -

stanoveny imunogenni epitop, spolec¢né se zminénym antigenemn,

pric¢emZ oligosacharid zvysuje imunogenni ucéinek.

37. Zpusob podle naroku 36, v Yyznacuijici
S e t inm, Z e oligosacharidem je S. pneumoniae

‘sérotypu 8, ktery je konjugovan k nosici.

38. Zpusob podle naroku 36, v Yyznacd¢uijici
S e t 1 m, Z e oligosacharidem je S. pneumoniae
sérotypu 8, podavany Jako primés do farmaceutické nebo

vakcinové kompozice.

39. Zpusob podle naroku 36, 37 a 38, vy zna¢dé¢u -
jici s e t 1im, Z e podavani se vybere ze skupiny,

sestavajici z peroralniho a parenteralniho podani.

40. Zpusob specifické nebo nespecifické stimulace sav-
¢ich bunék, vy znaéu j1ci s e tim, 2 e se
témto burnkam podava oligosacharid S. pneumoniae sérotypu 8,
ktery obsahuje strukturu B-glukdéza (1 —> 4) B-glukdza (1
—> 4) a-galaktéza (1 —> 4) a-glukonova kyselina.

41. Zpusob podle naroku 40, v Yznacuijici
s e timn, Z e oligosacharid se konjuguje k nosicéi.

42. Zpusob podle naroku 41, v YzZnac¢cuijici
s e t i m, Z e oligosacharid se podava jako primés do

farmaceutické nebo vakcinové kompozice.

43. Zpusob podle naroku 40, 41 nebo 42, vy znac¢u -~
jicise t 1im, Z e podavani se vybere ze skupiny,

sestavajici z peroralniho a parenteralniho podani.
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44. Zpusob podani adjuvans savci, v YZnacuijici

S e tim, 2 e se podava savci ‘0ligosacharid S. pneumonlae

sérotypu 8, ktery obsahuje strukturu B-glukdza (1 —> 4)
B-glukdza (1 —> 4) a-galaktéza (1 ——> 4) a-glukonova
kyselina.

45, Zplsob podle

s e t inm, 2 e se oligosacharid konjuguje k nosicéi.

~y—Zz-n—a-¢u-j i c i

46. Zpisob podle naroku 44, v YZnacuijici
se tin, Z e se oligosacharid podava jako primés do
farmaceutické nebo vakcinové kompozice.

47. Zpusob podle naroku 44, 45 nebo 46, vy zna ¢ u -
jici s e t 1 m, Z e podéni se vybere ze skupiny,

sestavajici z peroralniho a parenteralniho podani.
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Dionexovd metoda a HLPC profily, ukazujicli retencni doby
glukdézy, maltotridzy (M-3), maltoneotadzy (M-7) a malto-
oligosacharidovych (M-10) stahdard& (Sigma Chemical Co.),
& pouZitych k urceni velikosti oligosacharidovych opakujicich

se jednotek

Obr, 4
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Acidifikace oligosacharidu pro karbodiimidovou kondenzaci

CV{2CV1
0
N, CHyOH
OH \ 0
0\ x
OH 1 C Ay
UH ur |
\L__1/5H
OH TFA
(kyselina trifluoroctovd — CF3 COO/-/)
. ‘ étép?ni-se vyskytuje mezi
Y B-D-Glcp(1-4)B—-D—Gal
CHQCﬁi |
OH (vznikd hydroxyskupina)
OH C"=0 (vznikd aldehydovd skupina)
¢ _ G OH

Aldehydova skupina je ddle oxidovadna

na karboxylovou skupinu (TFA)

CHOH

OH
Rexyn 101 (H) kolona

oy €00~

o on Obr. 14
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Obr'zzA IgG isotopy vyvolané 14AkonjugétY
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Testované skupiny

FCA zvyseni IgG isotopl vyvolané 14 konjugdty

B /gG1
& lgG2a
O /gG2b
N /gG3

7

N

2

14—-0-TT

Testované skupiny

"7

14-P—



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

