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Vakeciny proti produktu genu 63 viru Varicella Zoster

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka prostfedkd k léceni nebo prevenci
pasového oparu (Zoster) u osob infikovanych virem Varicella Zoster
(VZV) ana prevenci nebo Iécbu infekci vyvolanych Varicellou.
Prostiedky podle vynadlezu obsahuji protein kédovany genem 63 viru
VZV nebo jeho imunologicky aktivni derivat. Vynalez se dale tyka
prostfedku obsahujicich DNA nebo RNA odpovidajici genu 63 viru
VZV.

Dosavadni stav techniky

Virus Varicella je lidsky alfa herpeticky virus, ktery zpusobuje
dvé lidska onemocnéni: pfi primarni infekci zpUsobuje VZV détské
plané nestovice (Varicella), poté pfechazi virus do latence, z niz je
dasto aktivovan (mnohdy po desetiletich) a zplsobuje pak pasovy
opar (Zoster). PFi planych nestovicich virus pronika do periferniho
nervového systému, kde pretrvava v latentnim stavu az do
reaktivace za vzniku bolestivé Zoster formy. Zatimco virus je
latentni, exprese vétsiny virovych genl je reprimovana. Ma se zato,
e bunééna imunita hraje rozhodujici ulohu pfi kontrole latence,
nebot reaktivace v podobé pasového oparu je casta u starSich lidi

nebo u osob s oslabenou imunitou.

VZV infekci charakterizuje minimalni pfitomnost volného viru.
Béhem latence a pfi reaktivaci je virus prevazné intracelularni. Z toho
divodu rekurentnimu onemocnéni nezabrani ani vysoké hladiny
neutralizujicich protilatek a kontrola viru zavisi na bunécné imunite.

K navozeni ochrany vakcinaci je proto Zadouci indukovat nejen
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protilatkovou odpovéd, ale téz CTL odpovéd. Uéinna vakcina by
méla aktivovat CTL, schopné pusobit co mozna nejdrive, jakmile se

objevi znamky reaktivace latentniho viru.

Jelikoz mechanismus rozpoznavani antigenu
cytotoxickymi T lymfocyty (CTL) zahrnuje rozstépeni nativniho
antigenu na peptidy, vazbu téchto proteolytickych fragmentt
k molekulam MHC a export komplexu na bunéény povrch,
potencialnim cilem T-bunééné odpovédi muze byt jakykoli virem
kédovany polypeptid, nejenom integraini membranové proteiny jako
jsou glykoproteiny. Vzhledem k tomu, Zze VZV genom kdéduje kromé
vnéjsich glykoproteini i nékolik nestrukturalnich proteind a vnitfnich
proteinli virionu, je potencidinich cili CTL velky pocet a neni

znamo, ktery protein by mohl byt nejrelevantnéjsi.

Genom VZV viru obsahuje 71 otevienych ¢&tecich ramcd,
kédujicich 68 bilkovin proteind. Sekvence virové DNA je znama
(J.Gen.Virol. 67, 1759-1816). Gen 63 viru VZV koéduje okamzity Casny
protein o predpokladané molekulové hmotnosti 30,5 kDa (Debrus et
al., 1995, J. Virol. 69(5), 3240). Gen zaéina v pozici 110581
(startovaci kodon) a pokracuje do pozice 111414 (stop kodon). Dalsi
kopie genu v opacéné orientaci se nachazi mezi bazemi 119316 a
118483. U IE63 proteinu bylo prokazano, ze v krysim modelu je
béhem latence exprimovan, ponékud neobvykle, v neuronech.
Bilkovina byla exprimovana jako fuzovana bilkovina v E.coli (Debrus

et al.).

VZV IE63 protein byl nalezen vyluéné v cytoplasmé neuronl
latentné infikovanych lidskych trigeminalnich a torakalnich ganglii.
Toto je prvni pripad identifikace bilkoviny alfa-herpes viru
exprimované béhem latence v lidském nervovém systému.

Dale autofi vynalezu objevili, Ze tato bilkovina je dulezitym
cilem zasahu imunitniho systému, konkrétné pak cilem T bunécné

odpovédi, atak je uZiteCna pro prevenci alécbu infekci VZV.
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Zejména pak pro prevenci pasového oparu u pacient jiz infikovanych
virem VZV.

Podstata vynalezu

Pfedkladany vynalez tedy poskytuje farmaceuticky prostiedek,
ktery obsahuje bilkovinu IE63 viru Varicella Zoster nebo jeji
imunologicky funkéni ekvivalent a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Toto je prvni vyuziti takovéhoto proteinu v mediciné a vynalez
tudiz poskytuje VZV |E63 protein nebo jeho imunologicky funkéni,

ekvivalentni derivat pro pouziti v mediciné.

V dalSim aspektu vynalez poskytuje metodu Ilécby osob
nachylnych nebo trpicich VZV infekci, jez spociva v podavani

bezpecného a Gcinného mnozZstvi prostiedku podle vynalezu.

Mnozstvi bilkoviny v kazdé davce vakciny je vybrano jako
takové mnozstvi, které indukuje imunoprotektivni odezvu bez
vyznamnych S§kodlivych vedlejSich uéinki. Toto mnozstvi se bude
lisit v zavislosti na tom, jaky specificky imunogen se pouzije a jak
bude podavan. Obecné Ize ocekavat, Ze kazda davka bude
obsahovat 1 - 1000 pg bilkoviny, s vyhodou 2 - 100 nug, nejvyhodnéji
4 - 40 ug bilkoviny. Optimalni mnozstvi pro konkrétni vakcinu maze
byt uréeno standardnimi studiemi, jez spocivaji ve sledovani
prislusné imunitni odpovédi u testovanych subjektl. Po prvni davce
vakciny mohou siedované osoby dostat, s pfiméfenym c¢asovym
odstupem, jednu nebo nékolik dalSich posilovacich (,booster®)

imunizac¢nich davek.

Vedle vakcinace osob nachylnych k VZV infekci mohou byt
farmaceutické prostredky podie vynalezu pouzity k imunoterapeutické

lécbé pacientd trpicich VZV infekcemi tak, aby se zabranily &i




10

15

vyznamné omezily opakované navraty onemocnéni a sniZila se

frekvence, sila a trvani episod pasového oparu.

Ve vakciné podle vynalezu Ize pfimo pouzit vodného roztoku
IE63 proteinu(l) VZV. VZV |E63 protein(y) mohou byt téz,
po predchozi lyofilizaci nebo bez ni, smichany navzajem nebo
s jakymkoli znamym adjuvans. Takovato adjuvans zahrnuji, ale
nejsou na né omezena, hydroxid hlinity, muramyl! dipeptid a saponiny
jako jsou Quil A, zejména QS21 nebo 3 deacylovany monofosforyl
lipid A (3D-MPL). Preferovany jsou adjuvans nebo adjuvantové
systémy, které prednostné indukuji TH1 odpovéd. Adjuvans schopna
prednostni stimulace TH1-bunééné odpovédi jsou popsana
v mezinarodnich patentovych pfihlaskach No. WO 94/00153
a WO 95/17209.

Konkrétni vyhodné adjuvans obsahuje QS21, tj. HPLC-
precisténou, netoxickou frakci ziskanou z klry Quillaja Saponaria
Molina, a 3 De-O-acylovany monofosforyl lipid A (3 D-MPL),

pripadné spolu s emulsi ,olej ve vodé*“.

3 De-0-acylovany monofosforyl lipid A je znam z GB 2220211
(Ribi). Chemicky se jedna o smés 3 De-O-acylovaného monofosforyl
lipidu As 4, 5 nebo 6 acylovanymi fetézci; vyrobcem je Ribi
Immunochem Montana. Vyhodna forma 3 De-0O-acylovaného
monofosforyl lipidu A je zverejnéna v mezinarodni patentové prihlasce
No. 92/16556.

QS21 je HPLC-precisténa, netoxicka frakce saponinu z kury
jihoamerického stromu Quillaja Saponaria Molina a metoda jeji
produkce je zvefejnéna (jako QA21) v US patentu No. 5,057,540.

Vyhodna emulse ,olej ve vodé“ obsahuje metabolizovatelny
olej, jako je squalen, alfa tokoferol a tween 80. Emulse ,olej ve

vodé“ mlzZe navic obsahovat span 80 nebo lecithin.
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Pomér QS21 : 3D-MPL byva \‘typicky v radu 1:10 az 10:1;
s vyhodou 1:5 az 5:1 acasto v podstaté 1:1. Vyhodny rozsah pro
optimalni synergismus je 2,5:1 az 1:1 3D MPL:QS21. Pro podavani
lidskym subjektim byvaji QS21 a 3D MPL ve vakciné typicky
pritomny v rozsahu 1 pg - 100 ug, s vyhodou 10 pg - 50 pug na jednu
davku. Emulse ,olej ve vodé“ typicky obsahuje 2 az2 10% squalenu,
2 az 10% alfa tokoferolu a 0,3 az 3% tweenu 80. Pomér squalen: alfa
tokoferol je s vyhodou roven nebo mensi nez 1, coz dava stabilngjsi
emulsi. Span 85 muze byt téz pfitomen v 1% hladiné. V nékterych
pfipadech mlze byt vyhodné, aby vakciny podle vynalezu dale
obsahovaly stabilizator.

Prikladem dalS$i moznosti mize byt enkapsulace proteinu do
mikrocastic, jako jsou liposomy. Jinym daiSim moznym pfikladem je
konjugace VZV |E63 proteinu(ll) s imunostimulujici makromolekulou

jako je usmrcena Bordetella nebo tetanovy toxoid.

Priprava vakciny je v obecnych rysech popsana v New Trends
and Developments in Vaccines, Voller et al., (eds.), University Park
Press, Baltimore, Maryland, 1978. Enkapsulaci v liposomech
popisuje Fullerton, US patent 4,235,877. Konjugace bilkovin
k makromolekulam je zvefejnéna napf. v Likhite, US patent 4,372,954
av Armor et al., US patent 4,474,757. Pouziti Quil A je zvefejnéné
v Dalsgaard et al., Acta Vet. Scand. 18: 349 (1977). 3D-MPL lze
ziskat od Ribi Immunochem, USA a je zvefejnén v britské patentové
pfinlasce No. 2220211 a v US patentu 4912094. QS21 je zvefejnén
v US patentu No. 5057540.

Pouziti polynukleotidu podle vynalezu pro genetickou imunizaci
s vyhodou uplatni vhodnou metodu vneseni, jako je pfima injikace
plasmidové DNA do svall (Wolff et al., Hum. Mol. Genet. 1992, 1:363,
Manthorpe et al., Hum. Gene Ther. 1963, 4: 419), vneseni DNA
v komplexu se specifickymi bilkovinnymi nosiéi (Wu et al,
J Biol.Chem. 1989, 264:1985), koprecipitace DNA s fosofreénanem
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vapenatym (Benvenisty and Reshef, PNAS, 1986: 83, 9551) nebo
enkapsulace DNA vrﬁznych formach liposomi (Kaneda et al.,
Science 1989: 243,375), bombardovani casticemi (Tang et al.,
Nature 1992, 356:152, Eisenbraun et al., DNA Cell Biol. 1993,
12:791), ain vivo infekce prostfednictvim klonovanych retrovirovych
vektori (Seegar et al., PNAS 1984: 81,5849) nebo neinfekénich
rekombinantnich virovych vektort, jako je ,Semliki Forest helper 2*
systétm  (Berglund et al., Bio/Technology 1993, 11:916-920).
Promotory vhodné k transfekci svalu zahrnuji CMV, RSV, Sra, aktin,
MCK, alfa globin, adenovirus a dihydrofolatreduktasu. Vyhodny
zplUsob vnaseni polynukleotidu podie vynalezu vyuziva zlatych
mikroéastic vstrelovanych pomoci ,genového déla* (US patenty
5100792, 5036006 a 4945050).

Polynukleotidové prostredky podle vynalezu mohou byt
aplikovany pfi pouziti davek a zplGsobu aplikace popsanych ve WO
90/11092. Je vsak jasné, ze presné davkovani bude zaviset na
faktorech jako jsou vaha, pohlavi, zpisob aplikace, vseobecny
zdravotni stav pacienta a onemocnéni, jez ma byt léceno. Nicméné,
davky pro nitrosvalové pouziti se typicky budou pohybovat v rozsahu
0,05 ug/kg az asi 50 mg/kg, typictéji od asi 0,1 do 10 mg/kg.
Vzhledem k schopnosti indukovat vysoké hladiny CTL, muaze byt

vyhodna podkozni, epidermaini, intradermaini nebo mukosni aplikace.

Vakcina podle vyndlezu muaze dale obsahovat ijiné antigenni
slozky VZV, jako jsou gpl, gpll, gplll, gplV nebo gpV nebo jejich
derivaty, anebo jiné okamzité Gasné proteiny, jako je IE62 protein.
Zejména to jsou zkracené formy gpl, gpll nebo gplll zvefejnéné
v Evropské patentové prihlasce publikované pod No. 0405867.

Vyhodné provedeni vyndlezu poskytuje prostfedek k vakcinaci,
jenz obsahuje nezakotveny gpl v kombinaci s IE63 nebo s derivatem
IE63.
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Nezakotveny znamena, ze jde o derivat glykoproteinu VZV,
kterému chybi v podstaté cela C-koncova ukotvujici oblast, &imz je
umoznéna jeho sekrece pfi expresi v savéich burikdch. Takovéto
proteiny jsou popsany v EP-A-0405867.

Alternativni provedeni poskytuje vakcinu obsahujici fizovany
protein sestdvajici z aminokyselinové sekvence predstavujici 1IE63
nebo derivat az aminokyselinové sekvence predstavujici néktery
z glykoproteint gpl, gpll, gplll, gplV nebo gpV &i jejich derivatd nebo
jiny okamzity ¢asny protein jako je IE62.

V alternativnim provedeni mulze byt pouzit jako vakcina pfimo
polynukleotid, schopny exprimovat IE63 nebo jeho derivat.
Polynukleotidem je s vyhodou DNA. V takovychto pfipadech bude
polynukleotid pod kontrolou vhodného promotoru.

K imunizaci maze byt téz pouzita RNA. Pro tyto pfipady muze
byt RNA pripravena pomoci metod uvedenych v WO 92/10578.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Vakcinovy prostredek obsahujici VZV IE63 protein

Pfipravi se dva pripravky adjuvans, pficemz kazdy obsahuje

nasledujici slozku emulse ,olej ve vodé*

SB 62: 5% squalen, 5% tokoferol, 2% tween 80; velikost ¢astic
byla 180 nm

1(a) Priprava emulse SB 62 (dvojnasobny koncentrat)

Tween 80 se rozpusti ve fosfatem pufrovaném solném roztoku (PBS)
tak, aby dal 2% roztok v PBS. K ziskani 100 ml dvojnasobného
koncentratu emulse se diukladné promicha (na pfistroji typu Vortex) 5g
DL alfa tokoferolu - a 5mi squalenu. Prfida se 90ml roztoku

PBS/Tween a dukladné promicha. Vysledna emuise se protladi
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injekéni  strikackou a nakonec  mikrofluidizuje  za pouiit.i
mikrofluidizacniho pfistroje M110S. Vysledné olejové kapicky maji

velikost priblizné 180nm.

1(b) Antigen je pripraven podle metody, kterou uvadi Debrus et al
(shora)

1(c) Prfiprava prostfedku |E63 proteinu v emulsi ,olej ve vodé*
QS21/3DMPL.

Kemulsi podle 1 a) se prida stejny objem dvakrat
koncentrovaného antigenu (bud 20ug nebo 100ug) a promicha se.
Toto se spoji s 50ug/ml 3D-MPL a 20ug/ml QS21 za vzniku

konecného pripravku. Pufr je podle koncentrace soli a pH.

Priklad 2: Imunologické vlastnosti IEP63

2.1. Materialy

Od jedenacti zdravych darcd, z nichZ jeden byl o¢kovan, byla
odebrana krev. Vsichni tito darci byli dospéli, s anamnézou planych
nestovic v détstvi. Ve vsech pripadech bylo odebrano 30ml krve do

heparinizovanych zkumavek a 5ml na srazeni k ziskani séra.

2.2. Humoralni imunitni odpoveéd

K detekci anti-VZV imunoglobulinG IgG ve vzorcich krve byly
provedeny ELISA testy za pouziti celého VZV a kontrolnich antigenu:
vSichni testovani darci (kromé jednoho) méli detegovateinou hladinu
anti-VZV protilatek, coz predstavuje serologicky dikaz prodélanych

planych nestovic v détstvi.
Pritomnost anti-lE63 protilatek jsme zkoumali metodou

westernového prenosu, pfiCemz byl pouzit |IE63 protein, ktery byl

klonovany v pGEXS5X, exprimovany v E.coli jako fuzovany protein
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(GST-IE63) a purifikovany afinitni chromatografii (Debrus et al.,
J Virol., 69, 3240-3245). GST protein exprimovany a purifikovany
kontrola. Se vSemi

stejnym zpusobem slouzil jako negativni

testovanymi vzorky krve byl rozpoznan purifikovany IE63 fuzovany
protein, coz ukazuje na pfitomnost anti-lIE63 protilatek v séru.

Kontrolni protein nebyl protilatkami nikdy rozpoznan.

2.3.  Bunécnd imunitni odpovéd

PBMC

mononuklearnich bunék

Stimulace lymfocytd T byla méfena stimulaci
(Peripheral Blood Mononuclear Cells, tj.

periferni krve) izolovanych centrifugaci ve ficoll/hypaque gradientu.

stimulaci 3x10° PBMC
fytohemaglutininem (PHA) ke stanoveni nespecifického stimulaéniho
a dale celym VzVv

sonikaci infikovanych nebo neinfikovanych melanomovych bunék)

Vsechny testy byly provadény trojmo,

indexu, a kontrolnimi antigeny (pfipravenymi
a purifikovanym fazovanym proteinem (GST-IE63 nebo samotnym
GST). Sestého dne byl k bufikam pfidan znacdeny °H-thymidin a po
16 hodinach byly burky sklizeny. Stimulaéni index (S.1.) byl vypoéten
jako pomér cpm (impulsi za minutu) vjamkach s bufkami
stimulovanymi proteinem k jamkam s burikami kontrolnimi; index byl

povazovan za pozitivni, byl-li > 2.

2.4. Vysledky testu proliferace bunék T

Doposud bylo provedeno 10 testi na proliferaci za podminek

stanovenych dfive.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Indexy S.l. ziskané po stimulaci celymi VZ antigeny nebo IE63

proteinem byly vyneseny do grafu na Obr.1

Z téchto dat muzeme vyvodit:
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Vétsina lidi (6/10) vykazuje odpovéd pamétovych bunék T
vuci VZV IE63.

Dva darci maji velmi nizky S.l. jak s celymi antigeny, tak s
purifikovanym flzovanym proteinem a mohou byt povazovani za
negativni (S.I. < 2). Avsak jeden z nich mél velmi nizky titr protilatek,
nemél v anamnéze jasny prikaz planych nestovic a mohl tedy byt
negativnim darcem. Druhy, jehoz titr protilatek byl vysoky, mél lepsi
hodnotu S.I. kdyz byl test proveden s MBP-IE63 (S.1.=3,4), coz
naznacuje, Ze v nékterych pfipadech je bunkami T jeden
z fuzovanych proteinu lépe rozpoznavan, a Ze srovnani obou proteind
by mohlo byt uZiteéné v pripadech velmi nizkych hodnot S.I.

s vysokou standardni odchylkou.

Dva dalsi darci vykazovali negativni odpovéd na |E63, zatimco
S.l. s celymi antigeny byl vysoky, stimulace vSak byla provedena

pouze s GST flizovanym proteinem.

Priklad 3: Bunécné odpovédi

V rozsireni vySe uvedeného experimentu byly PBMC od 19
zdravych dospélych darcl testovany na proliferacni odpovéd bunék T
po stimulaci bud VZV antigeny nebo purifikovanym GST-IE63
proteinem.  Stfedni hodnota S.I. sVZ antigeny byla 15,5+3,3
s hodnotami od 2,1 do 52. Stredni hodnota S.l. po stimulaci GST-IE63
proteinem byla 3,4+£0,48 s hodnotami mezi 1,8 a 8. Tyto hodnoty S.I.
byly vyznamné vy$si nez hodnoty zjisténé u neimunnich pacientd, kde
S.I. byl 1,95+0,48 pro VZV antigeny a 1,3t0,1 pro IE63. Pri
grafickém vyneseni S.I. po stimulaci s VZV a srovnani s S.I. po
stimulaci s GST-IE63 vychazeji dva neimunni pacienti jasné negativni
(S.I. < 2,0) s ohéma antigenovymi preparaty (Obr. 2). VSech 17
imunnich darci mélo S.1. k VZV antigenum vyssi nez 2,0. Mezi témito

pozitivnimi darci, byli 3 (17%), z nichz jeden mél v anamnéze cCetné
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erupce pasového oparu, ktefi vykazovali velmi silnou odpovéd
k VZV antigenim, zatimco S.l. s GST-IE63 byl pod hodnotou 2,0.
CtyFi darci méli S.I. = 2,0 pro GST-IE63, pficemz S.I. pro VZ antigeny
se pohyboval mezi 5,4 a 11. Avsak vSichni tito darci s S.I. < 2 pro
GST-IE63 méli velmi vyznamnou odpovéd k samotnému GST (data
neuvedena), coz &ini interpretaci vysledk( obtiznou. VSichni ostatni
prirozené imunni jednotlivci (59%) vykazovali silnou odpovéd na
GST-IE63, s hodnotami S.I. mezi 2,3 a 8. AvSak korelace mezi
stimulaci VZ antigeny a stimulaci fuzovanym proteinem nebyla

prokazana.

Priklad 4: Testy na produkci cytokint

Produkce cytokini PBMC stimulovanymi |E63 byla hodnocena u
7 subjektt: PBMC byly stimulovany bud GST nebo GST-IE63, a 2., 4.
nebo 6. den byly ELISA testem sledovany IL-2, IL-4 a y-IFN.
Vysledky byly vyjadfeny jako rozdil mezi koncentraci cytokinu
zjisténych po stimulaci GST-IE63 nebo samotnym GST. IL-2 allL-4
nebyly nikdy nalezeny, zatimco y-IFN byl produkovan ve vyznamném
mnozstvi (175 az 1400 pg/ml) burnkami T stimulovanymi IE63, pficemz
maximum produkce bylo 4.den. Mnozstvi y-IFN zjisténé v kulture,

v niz nebyla pozorovana zadna stimulace bylo vyznamné nizsi:
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Darce Proliferace T bunék po IFN-y IL-4
GST-IE63 (S.1.) (pg/ml) (pg/ml)
1 2,9 750 0
2 2,2 1400 0
3 7,4 500 0
4 8,0 625 0
5 2,0 175 0
6 2,0 50 0

Priklad 5: Testy cytotoxicity

CTL odpovédi specifické na IE62 a IE63 byly zjistovany testem
limitniho Fedéni bunék T ziskanych od 10 darci imunnich vGé&i VZV.
Tyto testy byly provadény s autolognimi cilovymi bufkami bud
neinfikovanymi nebo infikovanymi, ato bud  samotnou vaccinii
(kontrola), nebo vaccinii nesouci IE62 (vaccinia-IE62) nebo vaccinii
nesouci |E63 (vaccinia-IE63). Pozadi pfedstavované kontrolnimi
cilovymi burikami vykazovalo §iroky rozsah variaci mezi darci a
vysledky byly povazované za validni pouze tehdy, kdyz lyza cilovych
bunék exprimujicich virus byla nejméné o 10% vys$si nez lyza
kontrolnich cilovych bunék (neinfikovanych nebo infikovanych

samotnou, kontrolni vaccinii).

Pokud byly populace bunék T ziskany pomoci systému T-
Lymphokwik, lyza cilovych bunék exprimujicich VZV proteiny byla
vyznamné vyss§i nez v pfipadé neinfikovanych nebo kontrolnich
cilovych bunék, coz je ukazano pro jeden test na obr.3. Lyza
pozorovana u cilovych bunék exprimujicich IE62 a bunék
exprimujicich IE63 se vyznamné neliSila. Podobné vysledky byly
ziskany pro 4 testy provedené s celou populaci bunék T: pro IE62
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byla pozorovana specificka lyza v rozmezi 25 aZ 48% apro |E63
v rozmezi 27 az 43%. Pramérny vyskyt prekursorti bunék T, které
rozpoznavaji |E62 byl 44500122500 a pro [E63 31000+16000, tyto
rozdily véak nebyly statisticky vyznamné (p=0,8).

Kultury v limitnim  Fedéni byly rovnéz pfipraveny
z purifikovanych populaci CD4+ aCD8+ lymfocytd T, jakozZto
efektoru. Obé populace lyzovaly cilové bunky exprimujici IE62
alE63. Hodnota RCF CD8+ bunék rozpoznavajicich IE62 byla
28500+10100 a rozpoznavajicich [IE63 30500+13700, coz neni
statisticky rozdilné (p=0,9), aco tedy nasvédcuje, ze oba virové
proteiny byly rozpoznavany CD8+ bunkami se stejnou ucinnosti
(Obr.4). Pocet bunék lyzujicich cilové bunky, jez exprimuji IE63, byl
rovnéz v obou populacich efektorovych bunék stejny: stredni hodnota
CD4+ efektorovych bunék byla 3145017500 atyz vyskyt byl
v populaci CD8+ bunék (p=0,97). Vypocet vyskytu CD4+ bunék

rozpoznavajicich |E62 byl v§ak pocitadovou analyzou zamitnut.

Ptiklad 6: Exprese VZV IE63 v prubéhu latence

Pro analyzu VZV exprese v latentné infikovanych gangliich byly
z 9 dospélych a 3 kojencu ziskany béhem 24 hodin po smrti jeden
trigeminaini a mnoha torakalni ganglia. Zadny ze subjekt netrpél
pied smrti oslabenim imunity a pfi pitvé nebyly shledany zadné
kozni znamky nedavné infekce herpesvirem. Enzymové
imunostanoveni odhalilo protilatky proti VZV v sérech vSech
dospélych subjekti. Sérum dostupné pouze od jednoho ze 3 kojencu
neobsahovalo protilatky k VZV. PCR amplifikace provedena s DNA
extrahované z malé casti kazdého ganglia za pouziti VZV-
specifickych primerG (Mahalingham et al., Engl.J.Med. 323, 627-631)
odhalila pritomnost VZV DNA ve vSech dospélych gangliich, nikoli

véak v gangliich kojencu. Zbyvajici casti kazdého ganglia byly
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analyzovany imunohistochemicky pomoci kralicich protilatek
ziskanych proﬁ 30,5kD proteinu VZV IE63, jenz byl exprimovan
v E.coli  jako protein  fuzovany s glutathion-S-transferasou
a purifikovany jak popisuji Debrus et al. (shora). BSC-1 (African
monkey kidney, opici ledvinné) bunky infikované a neinfikované

VZV slouzily jako pozitivni a negativni kontrola.

Na VZV infikovanych BSC-1 burikach byly patrné dvé oblasti
fokusu s typickou VZV cytopatologii, jez obsahovaly VZV IE63 protein.
Zadny signal nebyl detegovan v neinfikovanych bunkach nebo v BSC-
1 burikach infikovanych virem HSV. V gangliich ziskanych 17 hod po
smrti od 46-letého muZe, jenz zemiel na atheroskierosu, bylo
pozorovano cervené zabarveni (charakterizujici VZV 1E63 protein)
vyhradné v cytoplasmé 3 neurond. Zadny signal nebyl detegovan pfi
pouziti normalniho krali¢iho séra na pfilehlém fezu ze stejného
ganglia. Intensivni ¢ervené zabarveni bylo detegovano v cytoplasmé
neuronu v prilehlych fezech z jiného torakalniho ganglia téhoz
subjektu. SvétlejSi Cervené zabarveni bylo téz d&asto patrné
v mnohych neuronech latentné infikovanych ganglii, coZ naznaduje
difGznéjsi, mozna slabsi infekci. Cervené barveni, specifické pro VZV
|IE63 protein, nebylo nikdy vidét u satelitnich (kapsularnich) bunék,
kapilar, pojivové tkané, nervovych svazkd uvniti ganglii, nebo
nervovych kofinkG vstupujicich do ganglii. Zadny signal nebyl
detegovan po aplikaci antiséra proti VZV IE63 proteinu na ganglia 2-
mésicniho kojence, ktery zemfel na sepsi komplikujici vrozenou
omfalokélu a plicni hypoplazii. Celkem byl VZV |E63 protein nalezen
v 5 gangliich (4 torakalnich a 1 trigeminainim) ze 2 dospélych
subjektd. U jednoho ztéchto dospélych byl VZV I|E63 protein
detegovan ve vSech 10 fezech ze 4 z 5 torakalnich ganglii. U druhého
dospélého byl VZV |E63 protein detegovan ve vsech 4 fezech
z trigeminalniho ganglia. Na pozitivnich fezech byl VZV |E63 protein
detegovan v cytoplasmé 2-4 neuronl. VZV IE63 protein nebyl nalezen
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v zadném ze 4 fezl pfipravenych z kazdého ze 16 ganglii od 7
zbyvajicich dospélych, ani v zadném ze 4 ezl z kazdého z 9 ganglii

pochazejicich od 3 kojencu.

Skutecnost, ze VZV DNA byla detegovana téméF ve vSech
gangliich, avSak VZV |E63 protein pouze v nékterych latentné
infikovanych gangliich by mohia byt vysvétlena vybérem vzorkd tzn.
Ze analyza na pfitomnost VZV IE63 proteinu ve vSech fezech z
kazdého ganglia, jez obsahuje VZV DNA, by mohla odhalit dalsi
pozitivni ganglia. Jind mozZnost je, Ze exprese viru se mize v rGznych
gangliich lisit; napf. v gangliich latentné infikovanych virem HSV je
poCet neuronu obsahujicich HSV DNA mnohem vy$$i nez pocet
neuronl, ve kterych je patrna pfitomnost transkriptd souvisejicich

s latenci.

Koneéné, mohla i nastat reaktivace viru, ackoliv toto se nezda
pravdépodobné u subjektl, jejichz ganglia obsahovala VZV |E63
protein, nebot u nich nebyly pfed smrti pozorovany klinické znamky
exantému pasového oparu, a nebyly u nich zaznamenany ani déle
trvajici neuralgické bolesti, jez mohou pfedchazet exantému
(preherpeticka neuraigie), ani bolest lokalizovana do koznich
inervacnich zén bez exantému (Zoster sine herpete), ani
postherpeticka neuralgie, jez by naznadovala mirnou ganglionitidu.
Navic, histologické vySetfeni ganglii neukazalo zadnou neuronofagii,

inkluzni téliska nebo zanétlivou reakci.

Zavery:

Z téchto pokusl lze vyvodit, Ze VZV IE63 vyvolava dplnou
imunitni odpovéd:

o anti-lIE63 protilatky mohou byt detegovany metodou

westernového prenosu v séru vétSiny darci s anamnézou

planych nestovic;
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o T buiiky mohou proliferovat po in vitro stimulaci |E63
proteinem  (purifikovanym jako GST-fuzovany protein),
avSak omezeny pocet testovanych darci nedovolil nalézt
pfimou korelaci mezi stimulaénim indexem (S.I.) pro VZV
a pro IE63. Bunky T, které proliferuji jako odpovéd na
stimulaci |E63 proteinem jsou vétSinou Th1, jak patrno

z exprese velkého mnozZstvi y-IFN do supernatantu;

. byla prokazana T bunécna cytotoxicka aktivita v kontextu
rozpoznani IE63. Na procesu lyzy se ucastni CD4+ jakoz
i CD8+ buriky, coz bylo prokazano pomoci purifikovanych
efektorovych  bunék. Podet prekursorovych  bunék
rozeznavajicich IE63 je podobny poctu bunék

odpovidajicich na IE62.

Toto je prvni popsany pripad identifikace proteinu
herpetického viru exprimovaného béhem latence v lidském nervovém
systému. Tato skutecnost spolu s jeho imunologickymi vlastnostmi
z néj Cini vyborny antigen pro zahrnuti do vakciny proti Varicella

Zoster.




Tabulka 1: PROLIFERACE BUNEK T

Cs:

MS:

VD:

JM:

Ab status
ElA: >1024

Ab status
ElA: >1024

Ab status
ElA: >1024

Ab status

ElA: >1024

. scelym Ag S.l. s GST-IE63

4 4,1 5ug 1,9

116 6,4 2,5ug 1,5
64 57 1,25u 3,2
PHA 11,5 0,6ug 11,6
S.L. S.1.

4 7,6 5ug 1,1

116 11,9 2,5ug 2,7
64 5,9 ,25ug 3,2
PHA 8,1 0,6ug 2,5
S.IL S.L

4 4,3 5ug 2,9

116 4,5 2,5ug 1,3
64 5,5 ,25ug 1,5
PHA 12,6 0,6ug 1,1
S.L S.L.

4 1,5 5ug 1,7
16 2,1 2,5ug 1,4
:64 2,0 ,25ug 2,2
PHA 7,1 0,6ug 0,9




CD:

CL:

DJ:

Ab status
ElA: >1024

Ab status
ElA: 256

Ab status
ElIA: 256

Ab status
ElA: >1024

S.l. S..
4 4,0 Sug 4,3
16 20,1 2,5ug 2,8
164 8,6 ,25ug 7.4
PHA 25,8 0,6ug 4,4
S.I. S.L.
4 7,0 5ug 1,0
16 7,0 2,5ug 2,0
:64 9,0 ,25ug 2,0
PHA 22,0 0,6ug 2,0
S.l. S.l.
4 7,0 Sug 1,0
‘16 7.0 2,5ug 2,0
:64 9,0 ,25ug 2,0
PHA 22,0 0,6ug 2,0
S.l. S.l.
4 6,5 Sug nd
116 2,1 2,5ug nd
:64 5,1 25ug nd
PHA 24,0 0,6ug nd




SH:

LZ:

R:

V:

Ab status
ElA: 16
WB: ?

Ab status
ElIA: >1024

Ab status
neni dostupné

neni dostupné

Ab status
neni dostupné

neni dostupné

S.L. S.L.

4 1,4 5ug 0,8
:16 2,1 2,5ug 1,2
:64 0,4 ,25ug 1,5
PHA 23,4 0,6ug 1,9
S.l. S..

4 15,0 5ug 4,0
16 14,0 2,5ug 8,0
64 11,0 ,25ug 8,0
PHA 38,0 0,6ug 8,0
S.L S.L

4 13,0 5ug 3,6
16 23,4 2,5ug 3,4
64 5,2 ,25ug 2,6
PHA 30,9 0,6ug 3,8
S.1 S.L

4 0,9 5ug 0,6
116 1,1 2,5ug 1,1
64 0,7 ,25ug ???
PHA 23,5 0,6ug 0,7




Ab status
ElA: >1024

Ab status
EIA: <16

Ab status
ElA: >1024

Ab status
ElIA: <16

-20 -

S.L S.l.

4 28,2 5ug 0,7
116 9,1 2,5ug 1,8
64 52,6 ,25ug 1,2
PHA 46,7 0,6ug 0,6
S.l. S.L

4 2,4 5ug 1,2
116 2,3 2,5ug 0,9
64 1,3 ,25ug 1,4
PHA 70,9 0,6ug 1,4
S.L S.L

4 6,1 Sug 2,7
116 23,4 2,5ug 3,2
64 29,6 ,25ug 2,3
PHA 79,5 0,6ug 4,6
S.L S.L

4 0,8 5ug 0,5
116 1,6 2,5ug 0,9
:64 1,4 ,25ug 1,0
PHA 113,6 0,6ug 1,2
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S.L. S...

Z: Ab status 4 1,5 5ug 0,9
ElA: <16 16 0,7 2,5ug 1,2

:64 0,7 ,25nug 0,6

PHA 9,3 0,6ug 227

Tabulka 1: Humoraini a bunééna imunitni odpovéd na VZV.

S.I. byl méfen po stimulaci celymi antigeny (sonikované
melanomové buriky infikované nebo s napodobenim infekce, fedéné
4x, 16x nebo 64x) nebo po stimulaci IE63 fuzovanym proteinem (GST
nebo GST-IE63).

Status humoralni imunity byl hodnocen ELISA testem s celym
antigenem (vyjadren jako fedéni, pro které je O D. > 0,250) nebo

metodou westernového prenosu s IE63.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostredek vyznacujici se tim, Ze
obsahuje |E63 protein viru Varicella Zoster nebo imunologicky

funkéni derivat a farmaceuticky prijatelny excipient.

2. Farmaceuticky prostfedek vyznacujici se tim, ze
obsahuje nukleovou kyselinu kédujici IE63 nebo jeho imunologicky

funkcni derivat.

3. Protein genu IE63 nebo jeho imunologicky funkéni derivat pro

pouziti v mediciné.

4. Pouziti IE63 proteinu nebo jeho imunologicky funkéniho derivatu
pro vyrobu l|éku pro prevenci nebo zmirnéni planych nestovic nebo

pasového oparu.

5. Farmaceuticky prostredek podle naroku 1, vyznacdujici

se tim, Ze daleobsahuje dalsiVZV antigeny.

6. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 5, vyznacujici
se tim, ze druhy protein viru Varicella Zoster je vybran ze
skupiny  gpl, gpll, gplll, gplV, gpV nebo |IE62 nebo jejich

imunologicky funkénich derivatq.

7. Farmaceuticky prostiredek podle naroki 1, 2, 5 nebo 6,

vyznacujici se tim, Ze daleobsahuje adjuvans.
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8. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 7, vyznadéujici

se tim, zZe adjuvans prednostné indukuje TH1 odpovéd.

9. Farmaceuticky prostfedek podie naroku 8, vyznadujici
se tim, ze antigen je pritomen spolu s QS21 a 3D-MPL ve

formé emulse ,olej ve vodé“.

10. ZpUsob léceni pacienta trpiciho nebo nachyiného k infekci virem
Varicella Zoster, spocivajici v podavani bezpeéného a uéinného
mnozstvi farmaceutického prostredku podle kteréhokoli z naroku 1, 2,

5, 6, 7, 8 nebo 9 pacientovi.

11. Zplsob vyroby farmaceutického prostifedku obsahujiciho virovy
protein |E63 Varicella Zoster, nukleovou kyselinu nebo jejich
imunologicky funkcni derivat, vyznacujici se tim, zZe

se misi uvedeny protein, nukleova kyselina nebo derivat

s farmaceuticky prijatelnym excipientem.

-

12. ZpUsob podle naroku 11, vyznadéujici se tim, ze

excipient obsahuje adjuvans.

Zastupuje:




Obrizek 1

10

S.I s IE63

Qo

—Qeh—

¢

10

20 30 40 50

SI s celymi VZ antigeny

&0




Obrizek 2

10

SI s GST-IE63

RV 24 EE ——QQ.

. wese b4 . et
P . *T e o s ee
. . s 2 s 2 LT ] .
. . : : p sv ¢
ene oe’ evs oo e e
O  pfirozené imunni darci
A piirozen& imunni darci s
anamnézou pasového oparu
o |® neimunni darci
i o
f
o
o 0
i A
@)
0
O s W oy o o O
d o
i
10 20 30 40 50

SI s celym VzZV antigenem




R cilové buiiky infikované vaccinii-IE62
@ cilové buiiky infikované vaccinii-IE63

& cilové buriky infikované kontrolni vaccini

N neinfikované cilové buiiky

Obrizek 3

30:1

Az£1 oxoyads %,

15:1

3:1
Pomér efektor : cilova burika



Obrazek 4

10000¢

SV APLR 45

-ag

¢ oeone [ 3

L4 L] *e o ®
L4 L] e o .

[ 4 L3 ] ¢ o [ 4
o @ L] [ N J L]
s0 o0 e oo

8000

60000+

40000

20000+

E 63




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

