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Oblast’ techniky

Tento vynélez sa tyka vakcinového prostriedku a jeho
pouZitia v medicine, najmé pri prevencii malériovych in-
fekeil.

Doterajsi stav techniky

Maléria je jednym z najvatsich svetovych zdravotnych
problémov s 2 aZ 4 miliénmi Tudi, zomierajiicich na tito
chorobu kaZdy rok. Jedna z najakitnejiich foriem tejto cho-
roby je spdsobena protozodlnym parazitom Plasmodium
falciparum, ktory je zodpovedny za vi¢Sinu umrtf, ktoré sa
daju vpripisat’ malarii.

Zivotny cyklus P. falciparum je zloZity, vyZadujici
dvoch hostitel'ov, &loveka a moskyta na dokondenie cyklu.
Infekcia ¢loveka sa iniciuje naotkovanim sporozoitmi v
slinach infikovaného moskyta. Sporozoity migruji do pe-
&ene a tam infikujl hepatocyty, kde dozrejl cez exoerytro-
cytové vnatrobunkové tadium do merozoitového §tddia, v
ktorom infikuji dervené krvné bunky (RBC), aby sa inicio-
vala cyklicka replikicia v nepohlavnom krvnom $tadiu.
Tento cyklus sa uzavrie dozretim viacerych merozoitov v
RBC do pohlavného $tadia gamétocytov, ktoré prijme ako
potravu moskyt, kde sa vyvijajti cez rad Stadii v strednom
Ereve, aby vytvorili sporozoity, ktoré migrujii k slinnej #a-
ze.

Sporozoitové $tadium P. falcifarum sa identifikovalo
ako potencidlny ciel’ maldriovej vakciny. Hlavny povrcho-
vy protein sporozoitu je znamy ako cirkumsporozoitovy
protein (CS protein). Tento protein z kmetia 7G8 sa klono-
val, exprimoval a sekvenoval (Dame a kol., Science 225,
593, 1984). Protein z kmeiia 7G8 sa vyznatuje tym, Z¢ md
centralnu imunodominantna opakovaciu oblast, obsahujicu
tetrapeptid Asn-Val-Asn-Pro, opakovany 37-krét, ale s
roztrasenymi $tyrmi minoritnymi opakovanymi sekvencia-
mi Asn-Val-Asp-Pro. V inych kmefioch sa poget hlavnych
a minoritnych opakovanych sekvencii meni, ako aj ich re-
lativna poloha. Této centralna ¢ast je na okrajoch zakonge-
na N a C terminalnou astou, skladajicou sa z neopakuji-
cich sa aminokyselinovych sekvencii, oznatovanych ako
neopakujuca sa &ast’ CS proteinu.

Ukézalo sa, Ze ofiarené sporozoity mbu poskytnuf
vyznamnii ochranu proti experimentalnej Fudskej maldrii
(Am. J. Trop. Med. Hyg. 24, 297 a% 402, 1975). Ale vyrob-
né problémy spdsobuju, Ze pouZitie oZiarenych sporozoitov
je nepraktické z hfadiska vyroby vakeiny.

Niekolko skupin navrhlo podjednotkové vakeiny na
zéklade cirkumsporozoitového proteinu. Niekolko z tychto
vakcin preslo klinickym testovanim; jednou je synteticky
peptid, druhou je rekombinantny protein (Ballou a kol.,
Lancet, i 1277, 1987 a Herrington a kol., Nature 328, 257,
1987).

Tieto vakciny boli Gspesné pri stimulovan{ antisporo-
zoalnej odpovede. Napriek tomu sila odpovede bola neu-
spokojiva, pritom niektoré vakciny nevyvolali odpoved’
vobec. Dalcj, neptitomnost’ ,,zvySenia*® hladin protilatok pri
naslednych injekcidch a vysledky testov proliferécic lymfo-
cytov in vitro viedli k predpokladu, Ze T-bunky valsiny
tychto dobrovolnikov nerozpoznali imunodominantna
opakovanii sekvenciu. Napriek tomu pri jednej vakcine v
kaZdcj $tidii sa nevyvinula parazitémia.

Medzindrodna patentové prihléska & WO 93/10152
(Smithkline Beecham Biologicals) opisuje a nérokuje si
hybridny protein, obsahujici v podstate celi C-termindlnu
Zast’ CS proteinu, 3tyri alebo viaceré tandemové, opakujice

sa sekvencie imunodominantnej oblasti a povrchovy anti-
gén (HBsAg) z virusu hepatitidy B. Hybridny vyhodne za-
hffta sekvenciu, ktor4 obsahuje najmenej 160 aminokyselin,
ktoré je v podstate homologické s C-termindlnou Eastou CS
proteinu. CS protein mdZe byt zbaveny poslednych 12 a-
minokyselin z C-konca.

Najmi sa tam opisuje protein, ktory zahruje tast’ CS
proteinu P. falciparum, v podstate zodpovedajicu amino-
kyselinam 210 a2 398 P. falciparum 7G8, fizovani v ramci
cez linedrnu spojku k N-koncu HBsAg. Spojka mbZe zaht-
tiat’ &ast’ preS2 z HBsAg.

Konkrétnym  uskutotnenim, opisanym vo WO
93/10152, je hybridny protein, oznateny ako RTS. Tento
hybrid pozostava z:

- metioninového zvysku, kédovaného nukleotidmi 1059
a? 1061, ziskaného zo Saccharomyces cerevisice TDH3
génovej sekvencie (nukleotidy 1 aZ 1058 v tomto ¢itacom
rdmei tvoria TDH3 prométor samotny) (Musti A.M. a kol,,
Gene 25, 133 az 143, 1983).

- troch aminokyselin, Met Ala Pro, ziskanych z nukle-
otidovej sekvencie (1062 az 1070), vytvorenej klonovacim
postupom, pouZitym na konstrukciu hybridného génu;

- refazca 189 aminokyselin, kédovaného nukleotidmi
1071 az 1637, reprezentujiceho aminokyseliny 210 aZ 398
cirkumsporozodlneho protefnu (CSP) Plasmodium falcipa-
rum kmetia 7G8 (Dame a kol., pozri);

- aminokyseliny (Arg), kédovanej nukleotidmi 1638 az
1640, vytvorenej klonovacou procediirou pouZitou na kon-
§trukciu hybridného génu

- Styroch aminokyselin, Pro Val Thr Asn, kédovanych
nukleotidmi 1641 a2 1652 a reprezentujicich Styri karboxy
koncové zvyiky protefnu (9) preS2 virusu hepatitidy B
(adw serotyp)

- refazca 226 aminokyselin, kodovaného nukleotidmi
1653 a2 2330 a 3pecifikujiiceho S protein virusu hepatitidy
B (adw serotyp)

WO 93/10152 d’alej opisuje expresiu hybridného pro-
teinu v prijimajicom kvasinkovom kmeni, ktory uz nesie
vo svojom genéme niekolko integrovanych képii kazety S
expresie hepatitidy B. Vysledny kmett syntetizuje dva po-
typeptidy, S a RTS (alebo iny hybridny protein podFa tohto
vynélezu), ktoré sa spontanne spoja do zmiesanych (napri-
klad RTS, S) lipoproteinovych Zastic. Tieto &astice vyhod-
ne prezentujit CSP sekvencie hybridu na svojom povrchu.

Podstata vynélezu

Cielom tohto vynilezu je dodat’ imunitu proti zamore-
niam P. falciparum a/alebo P. vivax imuniziciou prostried-
kom, zahffiajicim viaceré antigény v kombindcii s adju-
vans, ktoré je vyhodnym stimulstorom TH1 bunkovej od-
povede.

V stlade s tym tento vynlez poskytuje vakcinovy
prostriedok na pouZitie pri prevencii alebo lieteni malérie,
zahfitajci viaceré, pri malérii vytvorené antigény v kombi-
nécii s adjuvans, ktoré je vyhodnym stimuldtorom THI
bunkovej odpovede.

Vyhodne najmenej jednym z tychto antigénov je hyb-
ridny protein, ako bol definovany, ako je RTS, vyhodnejsie
vo forme zmie$anych tastic, ako uz boli definované, ako je
RTS, S.

Z dalsieho aspektu tento vynalez poskytuje vakcinovy
prostriedok na pouZitie pri prevencii alebo lieteni malérie,
zahmujficu viaceré pri malérii vytvorené antigeny, pridom
najmenej jednym z antigénov je hybridny protein, ako bol
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definovany, ako je RTS, vyhodnejsic vo forme zmie3anych
Castic, ako boli definované, ako je RTS, S.

Mnozstvo antigénu, pritomného v kazdej dévke vakci-
ny, sa zvoli ako mnoZstvo, ktoré vyvol4 imunoprotektivnu
odpoved’ bez vyznamnych nepriaznivych vedl'ajéich u&in-
kov typickych vakein. Toto mnoZstvo sa bude menit v z&-
vislosti od toho, aké ¥pecifické imunogény sa poutiji. Vo
v3cobecnosti sa ofakava, %e kazda davka bude obsahovaf
celkove 1 aZ 1000 pg proteinu, vyhodne 1 a% 200 Ug, nhaj-
vyhodnejSie 10 aZ 100 pg. Optimalne mno¥stvo pre kon-
krétnu vakeinu sa d4 urdit' $tandardnymi $tadiami, vritane
pozorovania imunitnej odpovede subjektov. Po prvej vak-
cindcii subjekty vyhodne dostanti posiliovaciu dévku asi o
4 tyZdne, po ktorej nasledujii opakované posilifovacie dav-
ky kaZdych Sest’ mesiacov tak dlho, kym existuje riziko in-
fekcie.

Dalsi aspekt tohto vynalezu spoiva v sposobe liedenia
pacienta, néchylného na plazmédiové infekcie, podanim
Winncho mnoZstva vakeiny, ako sme uZ opisali.

Adjuvans, ktoré si schopné stimulovaf THI bunkovii
odpoved,, sii opisané v medzindrodnych patentovych pri-
hlaskach & WO 94/00153 a WO 95/17209.

ZvIa3t vyhodné adjuvans zahfita QS21, Hplc &istend
netoxicku frakeiu, ziskant z kéry Quillaja Saponaria Moli-
na, a 3 de-O-acylovany monofosforylovy lipid A (3D-
-MPL), volitel'ne spolu s nejakym olejom vo vodnej emul-
zii.

3 De-O-acylovany monofosforylovy lipid A je zndmy z
GB 2220211 (Ribi). Chemicky je to zmes 3 de-O-
-acylovaného monofosforylového lipidu A so 4, 5 alebo 6
acylovanymi refazcami a vyriba ho Ribi Immunochem
Montana. Vyhodn4 forma 3 de-O-acylovaného monofosfo-
rylového lipidu A je opisana v medzinarodnej patentovej
prihlaske &. 92/116556.

Q821 je Hplc Listena netoxicka frakcia saponinu z kory
Jjuhoamerického stromu Quillaja Saponaria Molina a met4-
da jej pripravy je opisana (ako QA21) v US patente &, 5§
057 540.

Vyhodna emulzia olej vo vode obsahuje metabolizova-
tel'ny olej, ako si skvalén, alfa tokoferol a tween 80. Navy-
$e mb¥e olej vo vodnej emulzii obsahovaf span 85 a/alebo
lecitin.

Pomer QS21 : 3D-MPL bude typicky poriadku 1 : 10
aZ 10 : 1; vyhodne 1 : 5 a2 5: 1 a &asto v podstate 1 : 1.
Vyhodny rozsah na optiméalnu synergiu je25:1axl:1
3D-MPL : QS21. Na podanie Fudom budd QS21 a 3D-
-MPL typicky pritomné vo vakeine v rozsahu 1 ug az 200
Hg, ako je 1 a2 100 pg, vyhodne 10 pg aZ 50 ug na davku,
Typicky bude olej vo vode obsahovaf od 2 do 10 % skva-
Iénu, od 2 do 10 % alfa tokoferolu a od 0,3 do 3 % tween
80. Pomer skvalén : alfa tokoferol sa vyhodne rovna alebo
je mendi nez 1, ked¥e toto poskytuje stabilnejiiu
emulziu. Span 85 méZe byt tie2 pritomny na Grovni 1 %. V
niektorych pripadoch méZe byt vyhodné, ked’ vakciny pod-
Pa tohto vynalezu budi d’alej obsahovat' stabilizator.

Priprava vakciny je vo vieobecnosti opisand v New
Trends and Developments in Vaccines, editor Voller a kol.,
University Park Press, Baltimore, Maryland, USA, 1978.
Uzavretie do lipozémov opisal napriklad F ullerton, US pa-
tent 4 235 877. Konjugaciu proteinov na makromolekuly
opisali napriklad Likhite, US patent 4 372 945, a Armor a
kol., US patent 4 474 757.

Pri mal4rii vytvorené antigény, uZito&né v tomto vyné-
leze, mo#no vybrat’ z nasledujticeho:

1. Hybridny protein, ako bol definovany, ako je RTS,
vyhodnejlie vo forme zmieSanych &astic, ako boli defino-
vané, ako je RTS, S.

2. TRAP klonovaného izolitu z P. falciparum z Thaj-
ska, zndmeho ako T/9/96, a proteiny, ktoré maji najmenej
80 % homolégie k nemu, a imunogénne derivaty, vratane
ich fragmentov (opfsané v medzinarodnych patentovych
prihlaskach & WO 90/01496 a WO 91/11516 (3i Exploita-
tion Limited) a vo WO 92/11868 (US Navy)).

3. 16kD protein, opisany v medzindrodnej patentovej
prihlatke ¢. WO 91/18922, a proteiny s najmenej 80 %-nou
homolégiou k nemu, a imunogénne derivaty vratane ich
fragmentov.

4. Vrcholovy membréanovy antigén-1 (AMA-1) z P.
JSalciparum alebo P. vivax a proteiny s najmenej 80 %-nou
homolégiou k nemu, a imunogénne derivaty vrétane ich
fragmentov.

5. Cirkumsporozodlny protefn (csp) z P. falciparum a-
lebo P. vivax a proteiny s najmenej 80 %-nou homolégiou
k nemu, a imunogénne derivaty vratane ich fragmentov.

6. MSP-1z P. falciparum alebo P. vivax (US patent &. 4
837 016) a proteiny s najmenej 80 %-nou homolégiou k
nemu, a imunogénne derivéty vratane ich fragmentov.

7. Iné proteiny exoerytrocytového Stadia a imunogénne
derivéty vrétane ich fragmentov.

8. VolitePne proteiny krvného t4dia a imunogénne de-
rivity vritane ich fragmentov.

Vyraz imunogénne derivity“ zahmuje akfkolvek
molekulu, ako je odrezany alebo iny derivat proteinu, ktory
si zachova schopnost vyvolat imunitni odpoved’ na tento
protein po vnitornom podani &oveku. Takéto iné derivaty
sa daji pripravit adiciou, vypustenim, substiticiou alebo
preusporiadanim aminokyselin alebo ich chemickou modi-
fikciou.

Imunogénne fragmenty proteinu, ktoré mézu byt uZi-
to¢né pri priprave podjednotkovych vakcin, sa mé¥u pri-
pravit' expresiou prisludnych génovych fragmentov alebo
peptidovou syntézou, napriklad s pouitim Merrifieldovej
syntézy (The Peptides, zv. 2, Academic Press, NY, str. 3).

Imunogénnym derivitom méZe byt hybrid, to jest
fazny polypeptid, obsahujici daliie sekvencie, ktoré mdu
niest’ jeden alebo viaceté epitopy pre iné plazmédiové imu-
nogény alebo iné neplazmddiové imunogény. Alternativne
mdZe imunogénny derivat podla tohto vynilezu sfizovat
na nosny polypeptid, ako je povrchovy alebo jadrovy anti-
gén hepatitidy B, alebo na iny nosi, ktory mé imuno-
stimulafné vlastnosti, ako je to v pripade adjuvans, alebo
ktory in&¥ zosiliuje imunitni odpoved’ na protein alebo
jeho derivét, alebo ktory je uZitoény pri expresii, &isteni
alebo formulovani proteinu alebo jeho derivatu,

Proteiny alebo ich imunogénne derivaty, ktoré st u%i-
toéné podla tohto vynalezu, mé3u chemicky konjugovat na
makromolekulu s pouZitim bezného spojovacieho Cinidla,
ako je glutaraldehyd (Geerlings a kol., I. Immunol. Met-
hods 106, 239 az 244, 1988).

Nasledujtici priklad ilustruje tento vyndlez:

Priklady uskutofnenia vynalezu

Konstrukcia a expresia rekombinantného TRAP
Tento sa pripravil, ako je opisané vo WO 90/01496.

KonStrukcia a expresia RTS, S.
Tento sa pripravil, ako je opisané vo WO 93/10152.

Adjuvanticia
Pripravili sa dve adjuvantné formulécie, z ktorych kaz-
dé obsahovala nasledujiicu zlozku emulzie oleja vo vode.
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SB26: 5 % skvalénu, 5 % tokoferolu, 0,4 % tween 80; vel-
kost’ &astic bola 500 nm. :

SB62: 5 % skvalénu, 5 % tokoferolu, 2,0 % tween 80; vel-
kost tastic bola 180 nm.

Priprava emulzie SB62 (2-nasobny koncentrat)

Tween 80 sa rozpusti vo fosfitom pufrovanom fyziolo-
gickom roztoku (PBS), aby vznikol 2 %-ny roztok v PBS.
Aby vzniklo 100 ml dvojnasobne koncentrovanej emulzic,
5 g DL alfa tokoferolu a 5 ml skvalénu sa viria, aby sa do-
konale zmie%ali. Prid sa 90 ml roztoku PBS/Tween a sta-
rostlivo sa premiedaji. Vyslednd emulzia sa potom nechd
prejst’ injekénou strickatkou a nakonicc sa mikrofluidizuje
s pouzitim mikrofluidizatného pristroja M110S. Vysledné
kvapdeky oleja maja velkost priblizne 180 nm.

Priprava emulzie SB26

Tito emulzia sa pripravila analogickym spdsobom s
pouZitim 0,4 % tween 80.

DalSie emulzie, ako je uvedené v tabulke, sa pripravili
analogickym spdsobom.

Ku kazdym 100 mi emulzie sa pridali dva antigény (10
mg kazdého antigénu, ekvivalentnych 50 ug na davku) a
mieali. Toto sa skombinovalo so 100 pg/ml 3D-MPL a
100 pg/ml QS21, aby vznikla konetna formulécia. Pufer sa
nastavil podl'a obsahu soli a pH.

Tabulka

Dvojnasobne koncentrované vehikula

Evoin S0 | Taofra % | Skvabn% | Tween80% | Spands % | Lectin% | Vefost
[ 26 5 ] 04 0 0 500 am
90-100 %
800 nm
100%
01 500 nm
500 nn
500 nm
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04 1 01 500 nm
300 am
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04 2 0 500 nm
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Referenény priklad: Rozne formulédcie RTS, S

RTS, S je opisana v medzinérodnej patentovej prihlas-
ke & WO 93/10152 a formulovala sa na vakcinéciu balb/c
mysi. V kadej skupine bolo 5 zvierat. 7 skupin zvierat do-
stalo nasledujice formulcie
Skupina 1 RTS, S SB62
Skupina2 RTS, S QS21 3D-MPL
Skupina3 RTS, S QS21 3D-MPL SB62
Skupina4 RTS, S 3D-MPL Al(OH),

Skupina 5 RTS, S Al(OH)
Skupina 6 norméina
Skupina 7 negativna kontrola

(RTS, S - 5 pg/davku, 3D-MPL - 5 pg/davku, QSs21-5
ug/davku)

Zvieratd sa naotkovali a odobrala sa im krv po 15
ditoch po prvej imunizécii a na 7. a 15. defl po druhej imu-
nizécii a testovala sa na anti-HBSAg protilatkovy podtyp.

Emulzia SB62, ked sa formulovala s QS21 a 3D-MPL, zo-
siliiovala prednostne a synergickym spdsobom IgG2 a pro-
tilstkova odpoved v porovnani s SB 62 samotnym.

Zosilnen IgG2 a protiltkové odpoved’ u my3i je mie-
rou schopnosti adjuvantného systému stimulovat’ odpoved’
THI typu.

PATENTOVE NAROKY

1. Vakcinovy prostriedok, vyznalujici sa
ty m, Ze obsahuje najmenej dva pri malérii tvorené anti-
gény v kombinécii s adjuvans, ktoré je vyhodnym stimul4-
torom TH1 bunkovej odpovede, a kde najmenej dva anti-
gény malérie st vybrané zo skupiny:

a) hybridny protein, zahfitajici celd C-koncova ast’
cirkumsporozoitového proteinu, $tyri alebo viac tandemo-
vych opakujicich sa sekvencii imunodominantnej oblasti a
povrchovy antigén (HBsAg) z virusu hepatitidy B;

b) TRAP z klonovaného izolétu z P. falciparum z Thaj-
ska, zndmeho ako T/9/96, a proteiny s najmenej 80 %-nou
homolégiou k nemu a imunogénne derivaty vratane ich
funkénych fragmentov;

¢) MSP-1 z P. falciparum alebo P. vivax (US patent &
4 837 016) a proteiny s najmenej 80 %-nou homolégiou k
nemu a imunogénne derivty vratane ich funkZnych frag-
mentov.

2. Vakeinovy prostriedok podl'a ndroku I, vyzna-
tujici sa tym,zZeadjuvans obsahuje MPL.

3. Vakcinovy prostriedok podfa néroku I alebo 2,
vyznaujici sa tym, Zc adjuvans obsahuje
Qs21.

4. Vakcinovy prostriedok podla ktoréhokol'vek z pred-
chadzajéicich narokov, vyzna&ujici sa tym,
%e adjuvans obsahuje emulziu olej vo vode.

5, Poutitie vakcinového prostriedku podra ktoréhokor-
vek z narokov 1 aZ 4 na vyrobu lietiva na lictenie alebo
profylaxiu malarie.

Koniec dokumentu
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