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Vakcina

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykd nové vakciny ajejiho pouziti v Iékaistvi, zvIasté pro prevenci
infekce malarie.

Dosavadni stav techniky

Maldrie je jednim z hlavnich svétovych zdravotnich problémi, kdy na tuto nemoc umiraji kazdy
rok 2 az 4 miliony lidi. Jedna znejakutngj$ich forem tohoto onemocnéni je zplsobena
parazitickym prvokem Plasmodium falciparum, ktery je odpovédny za v&tsinu umrti, ktera je
moZno pripsat malarii.

Zivotni cyklus P. falciparum je komplexni, vyzadujici pro ukonéeni dva hostitele, ¢lovéka
a moskyta. Infekce ¢lovéka je zapo€ata naotkovanim sporozoitd ve sling infikovaného moskyta.
Sporozoity migruji do jater a tam infikuji hepatocyty, kde se diferencuji pfes exoerytrocytické
intraceluldrni stadium do stadia merozoitd, které infikuji ervené krvinky (RBC) pro iniciaci
cyklické replikace v asexuélnim krevnim stupni. Cyklus je ukonéen diferenciaci velkého po&tu
merozoitd v ¢ervenych krvinkach na gametocyty sexualniho stupné, které jsou nasity moskytem
a v ném se vyvijeji pfes fadu stupiii ve stiedni ¢asti stfeva za vytvofeni sporozoitd, které migruji
do slinnych zlaz.

Stadium sporozoitl P. falciparum bylo identifikovano jako potencialni cil vakciny proti malarii.
Hlavni povrchovy protein sporozoita je znam jako cirkumsporozoitalni protein (protein CS).
Tento protein z kmene 7GB byl klonovén, exprimovan a sekvenovan (Dame a dal3i. Science 225
(1984), str. 593). Forma proteinu kmene 7GB je charakterizovana pfitomnosti centralni
imunodominantni opakujici se oblasti obsahujici tetrapeptid Asn-Ala-Asn-Pro opakovany 37
krat, ale preruSeny ¢tyfmi mensimi opakujicimi se Gseky Asn-ValAsp-Pro. U jinych kmeni se
poCet hlavnich a vedlejSich opakujicich se aseki lisi stejné jako jejich relativni poloha. Tato
centralni ¢&ast je obklopena N aC-koncovou ¢asti sloZzenou zneopakujicich se
aminokyselinovych sekvenci oznadovanych jako &ast ,,repeatless“ proteinu CS.

Bylo ukéazano, Ze ozafené sporozoity mohou poskytnout vyznamnou ochranu proti experimen-
talni malarii ¢lovéka (Am. J. Trop. Med. Hyg. 24: 297 - 402, 1975). Av3ak nesnéaze pfi vyrobé
zpusobuji neprakti¢nost pouziti ozatenych sporozoiti z hlediska vyroby vakciny.

Nekolik vyzkumnych skupin navrhovalo podjednotkové vakciny zaloZené na cirkumsporozoital-
nim proteinu. U nékterych z téchto vakcin se provadélo klinické testovani, jedna z nich byla
synteticky peptid adruhd rekombinantni protein (Ballou adaldi. Lancet: i1277 (1987)
a Herrington a dal$i. Nature 328:257 (1987).

Tyto vakciny mély uspéch pii stimulaci antisporozoitalni odpovédi. Nicméné velikost této
odpovédi byla zklaménim, pti¢emZ né&které vakciny nevyvolavaly odpovéd’ vibec. Navic
nepfitomnost ,,zesilovani® (,,boosting) hladin protilatek pfi nasledujicich injekcich a vysledky
testii proliferace lymfocytd in vitro naznaCovaly, Zze T-buiiky vétSiny téchto dobrovolniki
nerozpoznaly imunodominantni opakujici se sekvenci. Nicméné u jedné vakciny v kazdé studii
se parazitemie nevyvinula.

Mezinérodni patentova pfihlaska WO 93/10 152 (Smith Kline Beecham Biologicals) popisuje

a narokuje hybridni protein obsahujici v podstaté veskerou C-koncovou &ast proteinu CS, &tyfi
nebo vice tandemovych opakujicich se sekvenci imunodominantni oblasti a povrchovy antigen
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viru hepatitidy B neboli HBsAg. Hybridni protein s vyhodou obsahuje sekvenci, ktera obsahuje
alespofi 160 aminokyselin akterd je v podstaté homologni s C-koncovou &asti proteinu CS.
Proteinu CS miiZe chybét alespoti 12 aminokyselin od C-konce.

Konkrétné se popisuje protein obsahujici &ast proteinu CS P. falciparum v podstaté odpovidajici
aminokyselinam 210 az 398 P. falciparum 7GB fuzovany ve &tecim ramci prostrednictvim
linearniho linkeru k N-konci HBsAg. Linker miize obsahovat &4st preS2 z HBsAg.

Konkrétni provedeni popisované ve WO 93/10 152 je hybridni protein pojmenovany RTS.
Hybrid se sklada z:

- Methioninového zbytku kédovaného nukleotidy 1059 - 1061, odvozeného z genové sekvence
TDH3 Saccharomyces cerevisiae (nukleotidy 1-1058 vtomto &tecim ramci tvori samotny
promotor TDH3). (Musti A. M. a dal3i. Gene 1983 25 144 - 143).

- Tti aminokyselin Met, Ala, Pro, odvozenych z nukleotidové sekvence 1062 az 1070 vytvolené
klonovacim postupem pouzitym pro konstrukei hybridniho genu.

- Sledu 189 aminokyselin kodovanych nukleotidy 1071 az 1637 reprezentujicich aminokyseliny
210 az 398 cirkumsporozoitélniho proteinu (CSP) Plasmodium falciparum kmen 7GB (Dame
a dalsi, vyse).

- Aminokyseliny (Arg) kédované nukleotidy 1638 - 1640 vytvofené klonovacim postupem
pouzitym pro konstrukci hybridniho genu.

- Ctyf aminokyselin Pro, Val, Thr, Asn kédovanych nukleotidy 1641 - 1652 a piedstavujicich
Ctyfi karboxykoncové zbytky viru hepatitidy B (sérotyp adw) proteinu preS2 (9).

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

WO 93/10 152 dale popisuje expresi hybridniho proteinu v hostitelském kvasinkovém kmenu,
ktery jiZ nesl ve svém genomu n&kolik integrovanych kopii expresni kazety hepatitidy B. Ziskany
kmen syntetizuje dva polypeptidy. S a RTS (nebo jiny hybridni protein podle vynalezu), které se
spontanné uspofadaji do smésnych (napiiklad RTS, S) lipoproteinovych &astic. Tyto &astice
vyhodné prezentuji sekvence CSP hybridu na svém povrchu.

Pfedmétem predklddaného vynalezu je vyvolat imunitu proti napadeni P. falciparum a/nebo P.

vivax imunizaci prosttedkem obsahujicim v&t§i mnoZstvi antigenii vkombinaci s adjuvans,
kterym je preferenéni stimulator odpovédi bungk THI.

Podstata vynilezu

Predkladany vynélez tedy poskytuje vakcinu pro pouziti pfi prevenci nebo lé&eni malarie, ktera
obsahuje v&t3i mnoZstvi antigenii odvozenych zmalarie v kombinaci s adjuvans, kterym je
preferen¢ni stimulator odpovédi bunék THI.

Vakcina obsahuje alespoii dva antigeny odvozené z malarie, zvolené ze skupiny:
a) hybridni protein obsahujici v podstat& veskerou C-koncovou &ast proteinu CS, &tyii nebo vice

tandemovych opakujicich se sekvenci imunodominantni oblasti a povrchovy antigen viru
hepatitidy B, neboli HBsAg;
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b) protein TRAP klonovaného izolatu P. falciparum z Thajska znamého jako T/9/96 a proteiny,
které jsou s nim z alespoii 80 % homologni a imunogenni derivaty v¢etné jeho fragmenti;

¢) antigen MSP-1 P. falciparum nebo P. vivax podle US patentu 4 837 016 a proteiny, které jsou
s nim z alespofi 80 % homologni a imunogenni derivéty vetné jeho fragmenti.

Alespoti jeden z antigenti je s vyhodou hybridni protein, jak definovano vy3e, jako napiiklad
RTS, vyhodné&ji ve formé smésnych &astic jak je definovano vyse, jako napiiklad RTS, S.

Dalsi hledisko vynalezu poskytuje vakcinu pro pouZiti pii prevenci nebo lé¢eni malarie,
obsahujici v&t§i mnozstvi z malérie odvozenych antigend, kterd se vyznaCuje tim, Ze alespon
jeden zantigend je hybridni protein jak definovano vyse, jako RTS, vyhodnéji ve formée
smésnych &astic jak definovano vyse, jako RTS, S.

Mnozstvi antigenu piitomného v kazdé davce vakciny je zvoleno jako mnoZstvi, které indukuje
imunoprotektivni odpovéd’ bez vyznamnych nepfiznivych vedlejsich Gginki u typickych vakein.
Toto mnozstvi bude kolisat v zavislosti na tom, kterych specifickych imunogeni se pouZije.
Obecné se otekava, ze kazda davka bude obsahovat celkem 1 az 1000 pg proteinu, s vyhodou 1
az 200 pg, nejvyhodngji 10 az 100 pug. Optimalni mnoZstvi pro konkrétni vakcinu je mozno ur€it
standardnimi studiemi zahrnujicimi pozorovéani imunitnich odpov&di u pacientli. Po pofate¢ni
vakcinaci budou dostavat pacienti s vyhodou zesilujici davku pfiblizné po Ctyfech tydnech
nasledovanou opakovanymi zesilujicimi davkami kazdych Sest m&sicii, dokud trva riziko infekce.

Adjuvans schopna preferen¢né stimulovat odpovéd’ buné¢k THI se popisuji v mezinarodnich
patentovych prihlaskach WO 94/00 153 a WO 95/17 209.

Zvlasté vyhodné adjuvans obsahuje QS21, netoxickou frakci ¢idténou HPLC odvozenou z kiry
Quillaja Saponaria Molina a3 De-O-acylovany monofosforyllipid A (3 D-MPL), poptipadé
spole¢né v emulzi typu olej ve vodé.

3 De-O-acylovany monofosforyllipid A je znam z GB 2 220 211 (Ribi). Chemicky jde o smés 3
De-O-acylovaného monofosforyllipidu A s 4, 5 nebo 6 acylovanymi fetézci, vyrdb&nou firmou
Ribi Immunochem Montana. Vyhodna forma 3 De-O-acylovaného monofosforyilipidu A se
popisuje v mezinarodni patentové piihlasce WO 92/ 16 556.

QS21 je netoxicka frakce saponinu &i§ténd HPLC zkury jihoamerického stromu Quillaja
Saponaria Molina a zpiisob vyroby se popisuje (jako QA21) v US patentu 5 057 540.

Vyhodna emulze typu olej ve vodé obsahuje metabolizovatelny olej, jako je skvalen, alfa-
tokoferol a tween 80. Emulze typu olej ve vodé miiZe navic obsahovat span 85 a/nebo lecitin.

Pomér QS21, 3D-MPL bude typicky fadové 1:10 az 10:1, s vyhodou 1:5 aZ 5:1 a asto v podstaté
1:1. Vyhodné rozmezi pro optimalni synergicky G&inek je 2,5:1 az 1:1 3D MPL: QS21. Typicky
bude pro podavani ¢lovéku QS21 a3D MPL pfitomno ve vakciné v rozmezi 1 pg az 200 pg,
naptiklad 1a% 100 pg, s vyhodou 10 pg az 50 pg na davku. Olej ve vodé bude typicky obsahovat
od 2 do 10 % skvalenu, od 2 do 10 % alfa-tokoferolu a od 0,3 do 3 % latky tween 80. S vyhodou
je pomér skvalen: alfa-tokoferol roven nebo mensi nez 1, protoZe se tak dosahne stabilnéjsi
emulze. V koncentraci 1 % muZe byt také pfitomen span 85. V nékterych pfipadech miize byt
vyhodné, e vakciny podle pfedkladaného vynalezu dale obsahuji stabilizator.

Vyroba vakcin se obecné popisuje v New Trends and Developments in Vaccines, ed. Voller
a dalsi. University Park Press. Baltimore. Maryland. USA, 1978. Zapouzdieni do lipozomi se
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napfiklad popisuje v US patentu 4 235 877 (Fullerton). Konjugace proteinii na makromolekuly se
popisuje naptiklad v US patentu 4 372 945 (Likhite) a US patentu 4 474 757 (Armor a dal3i).

Antigeny odvozené z malarie pouZitelné v ramci pfedkladaného vynalezu mohou byt zvoleny
z nasledujicich:

1. Hybridni protein jak definovano vys3e, jako je RTS, vyhodnéji ve formé smésnych Eastic jak
definovano vyse, jako RTS, S.

2. Protein TRAP klonovaného izolatu P. falciparum z Thajska znamy jako T/9/96 a proteiny,
které jsou s nim alespoti z 80 % homologni a imunogenni derivaty obsahujici jeho fragmenty
(popsané v mezinarodnich patentovych pfihlaskich WO 90/01 496 a WO 91/11516
(3i Exploitation Limited) a WO 92/11 868 (US Navy).

3. 16 000 protein popsany v mezinarodni patentové ptihlaice WO 91/18 922 a proteiny, které
s nim maji alespoii 80 % homologii a imunogenni derivaty véetné jeho fragmenti.

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

5. Cirkumsporozoitalni protein (csp) P. falciparum nebo P. vivax, které jsou s nim alespoil
z 80 % homologni a jeho imunogenni derivaty véetné fragmenti.

6. Antigen MSP-1 P. falciparum nebo P. vivax (US patent 4 837 016) a proteiny, které jsou
s nim alespoii z 80 % homologni a jeho imunogenni derivaty véetné fragmentu.

7. Jiné proteiny exoerytrocytalniho stupné a imunogenni derivéty véetné fragmentd.
8. Poptipadé proteiny krevniho stupné a imunogenni derivéty véetné fragmenti.

Termin ,,imunogenni derivat zahrnuje jakoukoliv molekulu jako je zkréceny nebo jiny derivat
proteinu, ktery si zachova schopnost indukovat imunitni odpovéd’ na protein po vnitfnim podani
¢lovéku.

Takové ostatni derivaty mohou byt pfipraveny adici, deleci, substituci nebo pfeusporddanim
aminokyselin nebo jejich chemickou modifikaci.

Imunogenni fragmenty proteinu, které mohou byt pouzitelné pii piipravé podjednotkovych
vakcin, mohou byt pripraveny expresi vhodnych genovych fragmentti nebo peptidovou syntézou
(napf. pouzitim Merrifieldovy syntézy (The Peptides, dil 2, Academic Press. NY, str. 3).

Imunogenni derivat mize byt hybrid, tj. fuzni polypeptid obsahujici dalsi sekvence, které mohou
nést jeden nebo vice epitopii pro daldi imunogeny Plasmodium nebo dalsi neplasmodiové
imunogeny. Alternativné miZe byt imunogenni derivat podle vynalezu fazovan k nosnému
polypeptidu jako je povrchovy antigen nebo antigen jadra hepatitidy B nebo k jinému nosi¢i
s imunostimulaénimi vlastnostmi, jak je tomu v pfipadé adjuvans, nebo k nosici, ktery jinak
zesiluje imunitni odpovéd’ na protein nebo jeho derivat, nebo kde je to uzitetné pfi expresi,
¢isténi nebo formulaci proteinu nebo jeho derivatu.

Proteiny nebo jejich imunogenni derivéty, které jsou pfi vynalezu pouzitelné, mohou byt
chemicky konjugovany s makromolekulou s pouzZitim bé&znych spojovacich €inidel jako je
glutaraldehyd (Geerlings a dal$i, (1988) J. Inmunol. Methods, 106, 239 - 244).

Vynélez ilustruji nasledujici pfiklady.
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Priklady provedeni vynalezu

Konstrukce a exprese rekombinantniho TRAP

Pti pfiprave se postupuje podle popisu v WO 90/01 496.
Konstrukce a exprese RTS, S

Pti piipravé se postupuje podle popisu v WO 93/10 152.
Piidavek adjuvans

Byly pfipraveny dvé formulace obsahujici adjuvans, kazda obsahujici nasledujici emulzni slozku
typu olej ve vodé.

SB26:5 % skvalen, 5 % tokoferol, 0,4 % tween 80; velikost &astic 500 nm
SB62:5 % skvalen, 5 % tokoferol, 2,0 % tween 80; velikost &astic 180 nm

Ptiprava emulze SB62 (dvojnasobna koncentrace)

Tween 80 se rozpusti ve fyziologickém roztoku s fosfatovym pufrem (PBS) za poskytnuti 2 %
roztoku v PBS. Pro ziskani 100 ml dvojnasobné koncentrace emulze se rozmixuje pro dikladné
promichani 5 g DL alfa-tokoferolu a 5 ml skvalenu. Potom se p¥ida a diikladng rozmixuje 90 ml
roztoku PBS/Tween. Ziskana emulze se potom protladi stfikatkou a nakonec mikrofluidizuje
pouZitim mikrofluidizaéniho pfistroje M110S. Ziskané olejové kapi¢ky maji velikost 180 nm.

Pfiprava emulze SB26

Tato emulze byla pfipravena analogickym zpilisobem s pouZitim 0,4 % tweenu 80.

Dal3i emulze ukazané v tabulce byly vyrobeny analogickym zplisobem.

Vidy ke 100 ml emulze byly pfidany dva antigeny (10 mg kazdého antigenu, ekvivalent 50 pg na

davku) a rozmichany. Tato smés byla spojena s 100 pg/ml 3D-MPL a 100 pg/ml QS21 za ziskani
kone¢ného prostfedku. Podle koncentrace soli a pH bylo pouzito pufru.

Tabulka
Emulze | Tokoferol Skvalen Tween 80 Span 85 Lecitin Velikost
SB % % % % %
26 5 5 0,4 0 0 500 nm
90 - 100 %
800 nm
10-0%
26,1 5 5 0,4 0 0,1 500 nm
63 5 5 0,6 0 0 500 nm
64 5 5 0,6 0 0 500 nm
61 5 5 1 0 0 250 - 300 nm
62 5 5 2 0 0 180 nm
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Tabulka - pokracovani

Emulze | Tokoferol Skvalen Tween 80 Span 85 Lecitin Velikost
SB % % % % %
40 5 5 0,4 1 0 500 nm 80 -
100 % 800
nm20-0%
40,1 5 5 0,4 1 0,1 500 nm
60 5 5 1 1 0 300 nm
65 5 5 0,4 1,5 0 500 nm
66 5 5 0,4 2 0 500 nm

Referenéni ptiklad (Riizné formulace s RTS, S)

RTS, S se popisuje v mezindrodni patentové piihlaS5ce WO 93/10 152 abyl obsaZen
v prostfedcich pro vakcinaci mysi balb/c. V kazdé skuping bylo 5 zvifat. Sedm skupin zvifat
dostalo nasledujici vakciny:

skupina 1 RTS, S SB62

skupina 2 RTS, S QS213D-MPL
skupina 3 RTS, S QS213D-MPL SB62
skupina 4 RTS, S 3D-MPL Al(OH);
skupina § RTS, S AI(OH);

skupina 6 prazdna

skupina 7 negativni kontrola

(RTS, S - 5 pg/davka, 3D-MPL 5 pg/davka QS215 pg/davka)

Zvitata byla otkovana a byly jim odebirdny vzorky krve 15 dnii po prvni imunizaci a 7 a 15 dnii
po druhé imunizaci a byly provadény testy na protilatky subtypu anti HBSAg. Emulze SB62 pti
formulaci sQS21 a3D-MPL preferenéné asynergickym zplisobem zvySovala odpovéd
protilatky IgG2a ve srovnani se samotnym SB62.

ZvySena odpovéd’ protilatky IgG2a u mysi je méfitkem schopnosti adjuvantniho systému
stimulovat odpovéd’ typu TH1.

PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje alespoii dva antigeny odvozené
z malarie v kombinaci s adjuvans, kterym je preferenéni stimulator odpovédi bunék TH1 a kde
alespoii dva antigeny malarie jsou zvoleny ze skupiny:

a) hybridni protein obsahujici v podstaté veskerou C-koncovou &ast proteinu CS, &tyfi nebo vice

tandemovych opakujicich se sekvenci imunodominantni oblasti a povrchovy antigen viru
hepatitidy B, HBsAg;
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b) protein TRAP klonovaného izoldtu Plasmodium falciparum z Thajska znamého jako T/9/96

a proteiny, které jsou snim zalespofi 80 % homologni aimunogenni derivaty vCetné jeho
fragmenti;,

c) antigen MSP-1 Plasmodium falciparum nebo Plasmodium vivax a proteiny, které jsou s nim
z alespoti 80 % homologni a imunogenni derivaty véetné jeho fragmentd.

2. Vakcina podle niroku 1, vyznaédujici se tim, Ze adjuvans obsahuje 3DE-O-
acylovany monofosforyllipid A.

3. Vakcina podle naroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze adjuvans obsahuje
¢isténou saponinovou frakci QS21.

4. Vakcina podle nékterého z pfedchazejicich naroki, vyznacujici se tim, Ze
adjuvans obsahuje emulzi typu olej ve vodé.

5. Pouziti vakciny podle nékterého z naroki 1 az 6 pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro
1é¢eni nebo prevenci malarie.

Konec dokumentu
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