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Gyengitett mikroorganizmusok alkalmazasa

fertézések ellen

A talalmany targyat gyengitett mikroorganizmusok képezik,
amelyek vakcina készitményekben alkalmazhatoék baktériumok vagy
virusok altal okozott fertdzések megeldzésére vagy megsziinteté-
sére.

A gyengitd mutacién atment Salmonella mikroorganizmus karo-
sitja egy, az Spi2 patogenicitasi szigeten elhelyezkedd gén ki-
fejezddését és egy tovabbi mutacid folytan karositja a clpp,
sifA, sseC vagy az ssaB gén kifejezddését.

A talalmany targyat képezi a mikroorganizmus terapias alkal-
mazasa szisztémas bakterialis fertdzés ellen haté gydgyszerké-
szitmény eldallitasara pl. tifusz fertdzés ellen, valamint egy
vakcina készitmény, amely a mikroorganizmust, egy adjuvanst és

egy fizioldégiai szempontbél elfogadhatéd higitét tartalmaz.

Tt



s.Ba G-&K- o0 » -, .. .o.. Y] :l-. 00-.
74.956/PA szabadalmi Ugyvivéi Iroda KOZZET”‘ "E.EI.J'I'..' 0s’ ees

H-1062 Budapest, ‘Andrassy ut 113. ®

elefon: 4611000, Fax: 461-1099 PE 2 myis
PU 2 OBlfB 26161000 Fax: 461-1 LDAN{ AZ/

Gyengitett mikroorganizmusok alkalmazasa

fertézések ellen

A talalmany targyat gyengitett mikroorganizmusok képezik,
amelyek vakcina készitményekben alkalmazhaték baktériumok vagy
virusok altal okozott fertdzések megelézésére vagy megszinteté-
sére.

Jé61 ismert, hogy a gyengitett mikroorganizmusok nagyon hata-
sosak vakcinaként és hogy az ilyen vakcinak olyan immunvalaszo-
kat eredményezhetnek, amelyek gyakran nagyobb nagysagrendiek és
hosszabb ideig fennallnak, mint a nem replikalédé immunogén
anyagok hatasa. Ennek egyik magyarazata lehet az, hogy az él6
gyengitett toérzsek korlatozott fertdzést valtanak ki a gazda-
szervezetben és ez a természetes fertdzés korai fazisaira hason-
1it. Ezenkiviil az eldlt mikroorganizmusokat tartalmazé készitmé-
nyektél eltérden az é16 vakcinak erdételjes, a sejtek altal koz-
vetitett valaszokat képesek indukalni, ami azzal fiugghet ossze,
hogy képesek reprodukalédni antigéneket tartalmazé sejtekben,
igy makrofagokban is. Az élé4 gyengitett Salmonella vakcinak al-
kalmazasa hosszii mualtra tekinthet vissza; ezek biztonsagos és
hatékony vakcinakat szolgaltatnak a szalmonellézis emberben és
allatokban valé megelézésére. Az oralisan adhatdé gyengitett
tifoid vakcina /Ty2la (Vivotif), gyartja a Swiss Serum Vaccine
Institute/ nagyon sikeres vakcinanak bizonyult a tifusz-szeri
laz megeldzésére és szamos orszagban alkalmazzak ezt Eurdpaban

és az Amerikai Egyesiilt Allamokban.
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Ennek a térzsnek a gyengitését azonban kémiai eszkozdk
/mutagenezis/ alkalmazasaval érték el és nem teljesen tisztazott
a gyengités hattere. Ennek kovetkeztében a vakcina nem idealis
eszkoz a dbzisok szama /ez jelenleg 4/ és az egyes dozisokban
bevinni sziikséges mikroorganizmusok mennyisége miatt.

A modern molekularis biolégiai technikak és a Salmonella
patogenezisének mélyebb megismerése tébb olyan gén azonositasa-
hoz vezetett, amelyek lényegesek az organizmusok in vivo noveke-
dése és tulélése szempontjabol. igy a gyengitéshez aj cél-
géneket sikeriillt talalni, ami ahhoz a meggondolashoz vezetett,
hogy a jovébeni vakcina toérzsek ,&sszexrden” gyengitheték megha-
tarozott irreverzibilis mutacidknak a kivalasztott génekben vald
1étrehozasaval, amelyekrdl ismert, hogy szerepet jatszanak a vi-
rulenciaban. Ez megkénnyiti javitott vakcinak kifejlesztését,
kiiléondésen az immunogenicitas és igy az alkalmazandd dézisok sza-
ma tekintetében.

Bar jelenleg szamos gyengitett Salmonella térzset ismerink,
kevés latszik alkalmasnak emberben hasznalhatdé vakcina potencia-
lis komponenseként. Ez részben azzal fiigghet‘éssze, hogy meg
kell talalni az egyensulyt a vakcina immunogenicitasa és a
Salmonella mikroorganizmus reaktivalédasanak lehetdsége kozott.

Nyilvanvald, hogy a megfeleld gyengitési célpontok kivalasz-
tasa — ami a vakcina megfeleld hatéanyaganak azonositasahoz ve-
zet - nem egyszeri eljaras és az eredmény nem lathaté eldre.
Szamos tényezd pefolyasolhatja a gyengitett tdérzs mint megfeleld
vakcina alapanyag alkalmassagat és intenziv kutatoémunka folyik a

megfeleld tdérzsek kivalasztasara. Tébb gyengitett torzs pl.,
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amelyet a vakcina céljaira vizsgaltak, a betegben vakcinémiahoz
vagy talyogok képzdédéséhez vezetett.

Szitkkség van tehat olyan vakcina eldéallitasara, amely magas
immunogenicitassal rendelkezik és csokkentett mértékben teszi
lehetdvé a mikroorganizmus térzs aktiv alakba vald visszafejld-
dését.

A talalmany alapja tehat az a felismerés, hogy egy Salmonella
mikroorganizmusban létrehozott gyengité mutacidk tobbféle kombi-
naciéja olyan vakcinat eredményezhet, amely magas immunogenici-
tassal rendelkezik, és alacsony a kockazata annak, hogy a mikro-
organizmus visszatér az aktiv alakba. A kapott vakcina torzsek
kedvezd mellékhatas profilt mutatnak.

A talalmany egyik targya tehat olyan Salmonella mikroorga-
nizmus, amelyben a gyengité mutacié folytan karosodik az Spi2
patogenicitasi szigeten elhelyezkedé egyik gén expresszidja és
egy tovabbi mutacidé folytan megszinik a clpP, clpR, sifA, sseC
vagy az ssaB gén kifejezddése.

A talalmany egy tovabbi targya olyan Salmonella mikroorga-
nizmus, amelyben a gyengité mutacidé folytan karosodik egy aro
gén expresszidja és egy tovabbi mutacié folytan megszinik a clpP
vagy sifA gén expresszidja.

A Salmonella mikroorganizmus felhasznalhaté egy i.v. wvagy
oralisan bevihetd gydgyszer eldallitasara, amely bakterialis
vagy virus-fertdzés /pl. a tifusz/ ellen hasznalhatdé fel.

A talalmany szerinti mikroorganizmusok és vakcina készitmé-

nyek ismert médon allithatdk elé.
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A szakember minden tovabbi kisérletezés nélkiil ki tudja va-
lasztani a konkrét Salmonella mikroorganizmust és a megfeleld
mutaciét. Kitldntetett mikroorganizmus a Salmonella typhimurium.

Egy elsdé mutans sorozat egy elsé mutaciét tartalmaz eqgy, a
Salmonella Spi2 patogenicitasi szigete régidéjaban elhelyezkeds
génben; ezt a régidét a WO-A-96/17951 ismerteti.

Az Spi2 egyike a Salmonella kromoszéman elhelyezkedd pato-
genicitasi szigeteknek. Az Spi2 tébb gént tartalmaz, amelyek egy
III. tipusd szekrécidés rendszert kédolnak, amely az Spi2 altal
kédolt, a virulenciaval &sszefiiggé fehérjék /effektor proteinek/
atvitelében jatszik szerepet a Salmonella baktériumokon kiviil és
potencialisan kézvetlenil a gazda célszervezetekbe, pl. mak-
rofagokba. Az Spi2 egy része /az appardtus gének/ a III. tipusu
szekrécidés rendszer kivalasztdsi apparatusat kédolja. Az Spi2-re
egérben feltétleniil szilkkség van a Salmonella patogeneziséhez és
virulenciajahoz; ezt a megfigyelést tdébb kiilénbézé kutatébcsoport
igazolta a vilag kiilénb6ézé orszagaiban. A S. typhimurium Spi2
mutansok egérben jelentésen gyengithetdk oralis, i.v. és i.p.
bevitel mellett.

Egy kitintetett kiviteli alak szerint az Spl2 régiéban elhe-
lyezkedé gén egy apparatus gén. Az Spi2-n beliil elhelyezkedd ap-
paratus gének 3jo61 ismertek /Hensel et al.: Molecular Micro-
biology 24(1), 155-167, 1997/. A talalmany keretében hasznalhaté
gének a kévetkezdk:
ssaV, ssaJ, ssaK, ssalL, ssaM, ssa0O, ssaP, ssaQ, ssaR, ssas,

ssaT, ssaU és ssaH.
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Az Spi2 tartomanyban a mutaciénak nem kell sziikségszerien
egy génben végbemennie annak érdekében, hogy a funkcidképesség
megszinjon. Egy upstream regulator tartomanyban végbemend muta-
cié pl. ugyancsak karosithatja a gén kifejezddését, ami gyengi-
téshez vezet. A gének koézoétti tartomanyokban végbemend mutacidk
szintén elégségesek lehetnek a gén funkcidjanak karositasahoz.

A talalmany egy kitintetett kiviteli alakjaban az Spi2 gén
az ssaV-vel azonos és a tovabbi mutacidé a clpP-t, ompR-t, sifA-t
vagy sseC-t roncsolhatja. Egy masik kitdntetett kiviteli alak
esetében a mutacidé az ssaT-t és a kévetkezd mutacidé az ssaB-t
karositja.

A clpP gént Gifford et al. /Gen.Microbiol. 139, 913-920,
1993/ irja le. A koédolt protein a stresszreakcid proteaz.

Az ompR gént Chatfield et al. irja le /Immunity 59(1),
449-452, 1991/. A kédolt protein egy kétkomponensii rendszer
/OmpR-EnvZ/ egyik komponense, globalis regulator funkciét lat el
és egyben regulatora az ssrA-ssrB kétkomponensi rendszernek /Lee
et al.: J.Bact. 182(3), 771-781, 2000/.

Az sseC gént Medina et al. irja le /Infection and Immunity
67(3), 1093-1099, 1999/. A kdédolt termék funkcidja nem ismert.

Az ssaB gént Hensel et al. irja le /Molecular Microbiology
36(5), 1015-1023, 2000/. A kbédolt fehérje az Spi2 egyik ismert
szubsztrat proteinje és szerepet jatszik a normalis endoszomalis
forgalom keretében a makrofagokban.

Egy masodik elkiilonithetd mutans sorozat olyan elsd mutaciét
tartalmaz, amely egy aro gént karosit. Ez a mutacié , auxotrdéf mu-

tacidnak” nevezhetdé, mivel az aro gén esszencialis a Salmonella
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bioszintézis rendszerében, de nincs jelen az emldsdkben. Ezért a
mutans a mutacidé hatasanak elkeriilésére nem fiigghet az emberben
talalhaté metabolitoktdl. Az auxotrdf mutacid céljara megfeleld
gének koézé tartozik az aroA, aroC, aroD és aroE. A kitilntetett
kiviteli alak esetében az aroC karosodik.

A masodik mutacidé a clpP vagy sifA gént karositja. A clpP-t
az eldébbiekben irtuk le. A sifA gén ugyancsak ismert /Stein et
al. :Mol.Microbiol. 20(1), 151-164, 1996; Beuzon et al.: EMBO J.
19(13), 3235-3249, 2000/. A sifA gén terméke a 1lizoszdéma
glikoproteint tartalmazé szerkezeteinek termeldédésében jatszik
szerepet az epitélium sejtjeiben.

A mutiaciék a mikroorganizmusokban barmely ismert megoldas
szerint eléidézhetdk. A mutacidé eldényésen delécids mutacio,
amelynek keretében a gén karosodasat nukleinsavak kimetszése
okozza. Egy masik megoldas szerint a mutacidé nukleinsavak beik-
tatasaval vagy pontmutacidkkal idézhetd elé. A meghatarozott ré-
gidékban végrehajtott mutacidés eljariasok a szakember szamara
nyilvanvalodk.

A gén-delécidé pl. ugy hajthatdé végre, hogy a PCR technika és
egy ,hifi” polimeraz alkalmazasaval elészér amplifikaljuk a cél-
gént és a hataros DNS-t. Az amplifikalt termék ezutan egy megfe-
leld klénozdé vektorba klénozhatd be. A PCR primerek a gén kiha-
gyasnak megfelelden tervezhetdék meg inverz PCVR esetében egy ki-
indulasi konstrukcidé létrehozasidhoz. A PCR primerek egy Xbal he-
lyet tartalmazhatnak egy Uj restrikciés hely bevezetéséhez és
igy egy markert biztositanak a gén-delécidhoz. A delécid terméke

ezutan atvihetd egy oéngyilkos vektorba a Salmonella kromoszoémaba
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torténd bevitelhez. Ez a termék elektroporacidéval vagy konjuga-
cidéval a kivant toérzsbe vihetd be és a rekombinansokat, amelyek
a kromoszémaba a homolég helyen /merodiploidok/ integralédva
tartalmazzak a plazmidot, a plazmid altal hordozott antibiotikum
rezisztencia marker alkalmazasaval szelektaljuk. Az ongyilkos
gén tartalmazhatja a sacB gént is, amely a levan-szacharaz enzi-
met kédolja; ez szachardéz Ijelenlétében a legtébb Gram-negativ
baktériumra toxikus. A szacharéz alapon torténd szelekcid ezért
alkalmazhaté olyan telepek elkiilénitésére, amelyekben egy maso-
dik rekombinacidés esemény ment végbe és ez ahhoz vezet, hogy a
plazmid levalik a kromoszémardl. Ez a masodik rekombinacids ese-
mény kétféle eredménnyel jarhat: a vad tipusu allél regenerald-
dasihoz vagy egy delécidés mutans létrejdéttéhez vezethet. A
delécidés mutacidt tartalmazd telepek ezutan telep-PCR-ral azono-
sithatdk és a delécid Southern blot elemzéssel igazolhatd.

A két mutacidén kivil a Salmonella mikroorganizmus heterolég
antigéneket is tartalmazhat. A gyengitett mikroorganizmusok
ezért szAallitd eszkdzként képesek miikédni mas bakteriidlis vagy
virus fertézés elleni antigének iranyitasaban. A szakember sza-
mara nyilvanvalé, hogy melyek az ilyen felhasznalasra alkalmas
antigének; ezek kozé sorolhatdk a
patogén E. coli antigének, pl. az ETEC
hepatitisz A, B és C antigének
Lyme kér antigének
Vibrio cholera antigének
Helicobacter antigének

Herpes simplex virus antigének
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emberi papilloma virus antigének.

A rendszernek van arra is kapacitasa, hogy terapias fehérjé-
ket, peptideket vagy nukleinsavakat vigyen be a szervezetbe, pl.
hepatitisz fertézés esetén. A mutans mikroorganizmusok &altal be-
viheté megfelelé terapias proteinek k&6zé tartoznak pl. a cito-
kinek. A heteroldég antigének vagy terapias proteinek vakcina ké-
szitmények alkalmazasaval torténd bevitele a szakember altal is-
mert médon torténik.

A talalmany szerinti mikroorganizmusok alkalmazasaval eldal-
litott vakcinak human és allati fertézések esetében egyarant
felhasznalhaték.

A kettds mutacidé hatékony eszkdzt jelent a mikroorganizmusok
gyengitésére, biztonsagos vakcinak eléallitasa érdekében.

A vakcina készitmények hatasos védelmet biztositanak még im-
munbeteg egyénekben is és kiilonésen fontos, hogy alacsony kocka-
zattal jardé megoldast képviselnek a lép talyogok kialakulasa te-
kintetében is. A lép talyogokat egyszeri mutacién alapuld vakci-
nak alkalmazasaval azonositottuk, ezért a talalmany szerinti ké-
szitmények lényeges eldnydket jelenthetnek az érintetteknek.

A vakcina készitmények kikészitéséhez a mutans mikroorganiz-
mus valamely megfeleld, gydgyaszatilag elfogadhatdé adjuvanssal,
higitéval vagy segédanyaggal alkotott keverékben lehet jelen. A
szakember szamara nyilvanvald, hogy melyek a megfeleld készitmé-
nyek. A készitmények kikészitése barmely alkalmas beviteli méd
igényei szerint térténhet. Kitilntetett az oralis vagy i.v. bevi-
teli méd és a vakcinadk él6, gyengitett Salmonella mikroorganiz-

musokat tartalmaznak. A készitményekben jelenlevé mikroorganiz-
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musok sziikséges szamat a szakember meg tudja hatarozni és opti-
malizalni. Altaladban azonban az egyénbe kb. 10’-10'°, elényésen
kb. 10%® - 10° telepképzd egység /CFU/ mikroorganizmus vihetd be

egyszeri dbézisban.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Gyengité mutacion Aatment Salmonella mikroorganizmus,
amely karositja egy, az Spi2 patogenicitasi szigeten elhelyezke-
dé gén kifejezdédését és egy tovabbi mutacié folytan karositja a
clpP, sifA, sseC vagy az ssaB gén kifejezddését.

2. Gyengité mutacién atment Salmonella mikroorganizmus,
amely karositja egy aro gén kifejezddését és egy tovabbi mutaciéd
folytan karositja a clpP vagy az sifA gén kifejezddését.

3. A 2. igénypont szerinti mikroorganizmus, amelyben az aro
gén az aroC-vel azonos.

4. Az 1. igénypont szerinti mikroorganizmus, amelyben az
Spi2 gén az ssaV és a tovabbi mutacié a clpP, ompR, sifA vagy az
sseC kifejezdédését karositja.

5. Az 1. igénypont szerinti mikroorganizmus, amelyben az
Spi2 gén az ssaT és a tovabbi mutacié az ssaB-t karositja.

6. Az eldézé igénypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus,
amely egy heterolég antigént vagy egy terapias proteint is tar-
talmaz.

7. A 6. igénypont szerinti mikroorganizmus, amelyben az an-
tigén a hepatitisz A, B vagy C antigén.

8. Az eldzd igénypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus,
a Salmonella typhi Tyi2.

9. Az elézd igénypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus

terapias alkalmazasa.
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10. Vakcina készitmény, amely az 1.-8. igénypontok barmelyi-
ke szerinti mikroorganizmust, egy adjuvanst és egy fiziolégiai
szempontbél elfogadhatdé higitét tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti készitmény, amely adagolasi
egységenként 10’ - 10%° mikroorganizmust tartalmaz.

12. A 11. igénypont szerinti készitmény, amely 10%® - 10° te-
lepképzé egység mikroorganizmust tartalmaz.

13. Az 1.-8. igénypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus
alkalmazasa szisztémas bakterialis fertdzés ellen hatd gyoédgy-
szerkészitmény eldallitasara.

14. A 13. igénypont szerinti alkalmazas tifusz fertdzés el-

len.

A meghatalmazott: \
-« L\\ v
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