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Imunogenni konjugat polysacharid-protein s 8-

propionamidovym spojenim vyhodny jako
vakcina produkovana za pouZiti N-
akryloylovaného polysacharidu

(57)Anotace:

Jsou poskytovany nové imunogenni konjugaty polysacharid-

protein s $-propionamidovym spojenim a oligosacharid-
protein s N-propionamidovym spojenim prave tak jako
methoda pro produkci konjugatt. procedura konjugace je
jednoducha, rychla, reprodukovatelna a aplikovatelné na
rozli§né polysacharidy a oligosacharidy pochézejici z
bakteridlnich species, kvasinek, rakovinnych bun€k nebo
chemicky syntetizované. Popisovany jsou rovnéz vakciny a
zpisoby imunizace proti infekci nebo rakoving za pouZiti
imunogennich konjugatd polysacharid-protein s -
propionamidovym spojenim a oligoacharid-protein s -
propionamidovym spojenim.

PH neutréini
(3) + HS-Cys-Pro —» PS.NHCOCH, [cHLSlcys-Pro
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Imunogenni konjugat polysacharid-protein s f-propionamidovym spojenim
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vyhodny jako vakcina produkovana za pouziti N-akryloylovaného
polysacharidu

Oblast techniky

Pfedlozeny vynalez se tykéd imunogennich konjugatl polysacharid-protein s p-
propionamidovym spojenim a zpUsobU pro produkci konjugatll z bakterii, kvasinek a
rakovinnych bunék. Konjugaty jsou pouzitelné jako vakciny.

Dosavadni stav techniky

Bakterialni infekce zplsobované grampozitivnimi bakteriemi jako je
Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus, Corynebacterium, Listeria,
Erysipelothrix a Clostridium a gramnegativnimi bakteriemi jako je Haemophilus,
Shigella, Vibrio cholerae, Nesseria a urité typy Escherichia coli pusobi ve svété
zavazna onemocnéni. To spolu se vznikajici resistenci, kterou bakterie vykazuji proti
antibiotikiim, naznaluje potrebu vyvijet bakterialni vakciny. Na pfiklad, streptokoky
jsou rozsahly a rozmanity rod grampozitivnich bakterii, ktery byl uspofadan do
nékolika skupin zaloZzenych na antigenicité a struktufe polysacharidd jejich
bunéénych stén (26, 27). Dvé z téchto skupin byly pfifazeny k zavaznym humannim
infekcim. Streptokoky skupiny A zpUsobuji rizné infekéni choroby véetné anginy ,
reumatickeé horecky, streptokokalniho impetigo a sepse. Streptokoky skupiny B jsou
vyznamnymi perinatalnimi pathogeny ve Spojenych statech pravé tak jako v
rozvojovych zemich (37).

Gramnegativni bakterie jsou rovnéz zavaznou pfi€inou nemoci. Az do
souéasného vyvoje a vyuziti vakcin polysacharid-protein zamifenych proti
Haemophilus influenzae typ b bakterie (Hib), byly Hib bakteridini infekce zodpovédny
za mnoho pripadl mentaini retardace u déti. Infekce N. meningitidis a E. coli K1 jsou
zodpovédné za neonatalni meningitidu. Kmen gramnegativnich bakterii E. coli byl
spojovan s vaznymi onemocnénimi véetné smrti z pozivani masa nakazeného
kmeny E. coli.

Polysacharidy byly vyuzivany pro vyvolani odezev protilatek vaci fadé

gramnegativnich a grampozitivnich bakterii, kdyz byly konjugovany s jinou




imunogenni molekulou jako polypeptidem nebo proteinem. Konjugace polysacharidu
nebo oligosacharidu s polypeptidem zméni imunitni odpovéd na polysacharid nebo
oligosacharid, ktera je typicky na T-bunce nezavisla na tu, ktera na T-burice zavisla
je.

polysacharidd s proteiny za vzniku konjugatd [souhrnnév odkazu (11) a U. S. patentu
¢. 5,306, 492]. ZpUsoby spojovani zahrnovaly diazokopulaci, thioetherovou vazbu,
amidaci, reduktivni aminaci a thiokarbamoy! pro spojeni polysacharidu s proteinovym
nosic¢em.

Geyer a spol.: Med. Microbiol. Immunol, 165:171-288 (1979)
popisuje konjugaty urcitych kapsuldrnich polysacharidovych fragmentl Klebsiella
pnenumoniae s nitrofenyl-ethylaminovou spoji reduktivni aminaci a pfipojenim
derivatisovaného cukru pomoci azo-kopulace.

U. S. patent & 4,057,685 autor Mcintire, popisuje lipopolysacharid
Escherichia coli se snizenou toxicitou, kovalentné svazany s proteinovym antigenem
reakci s haloacylhalogenidem.

U. S. patent ¢. 4,356,170, autor Jennings a spol., popisuje pfipravu konjugatu
polysacharid-protein reduktivni aminaci.

U. S. patent ¢. 4,673,574, 4,761,283 a 4,808,700, autor Anderson, popisuje
produkci imunogennich  konjugatt  zahrnujici reduktivni aminaci produktu
imunogenniho  kapsularniho  polysacharidového fragmentu, pochazejiciho z
kapsularniho polymeru Streptococcus pneumoniae nebo H. influenzae, obsahujicino
redukujici konec pripraveny takovymi prostredky jako je oxidacni $tépeni jodistanem
nebo hydrolyza glykosidické vazby bakterialnim toxinem nebo toxoidem jako
proteinovym nosicem. |

U. S. patent ¢. 4,459,286, autor Hiliman a spol., popisuje pfipravu konjugatu
polysacharid-protein aktivaci polysacharidu H. influenzae typu b bromkyanem,
derivatisaci aktivovaného polysacharidu molekulou spaceru, kyselinou 6-
aminokapronovou a spojeni hlavniho proteinu vnéj§i membrany Nesseria
meningitidis s ve vodé rozpustnym karbodimidem za vzniku vazby amidového typu
na protein prostiednictvim slozité Fady vazeb spaceru 6-aminokapronove kyseliny na
polysacharid.

U S. patent & 4,965338, autor Gordon, popisuje piipravu ve vodé
rozpustného kovalentniho konjugatu polysacharid-toxoid difterie, v némz je




polysacharid H. influenzae typu b aktivovén bromkyanem a bezprostfedné smisen s
toxoidem difterie, ktery byl derivatisovan ADH spacerem.

U. S. patent & 4,663,160, autor Tsay a spol., popisuje detoxifikovany
polysacharid z gramnegativni bakterie kovalentné svazany s detoxifikovanym
proteinem z téZe species gramnegativni bakterie prostfednictvim Casti uhlika 4-12.

U. S. patent & 4,619,828, autor Gordon a spol., popisuje konjugaty mezi
polysacharidovymi molekulami z pathogennich bakterii jako Haemophilus influenzae
typ B, Streptococcus pneumoniae, Neisseria menigitidis a Escherichia coli a antigeny
zavislymi na T-bunkach jako toxoidy difterie a tetanu.

U. S. patent & 4,711,779, autor Porro a spol., popisuje vakciny
glykoproteinovych konjugatd majici trivalentni imunogenni  aktivitu zahrnujici
antigenni determinanty z kapsularnich polysacharidd grampositivnich bakterii, pravé
tak jako bud CRM;g7, toxoidu tetanu nebo pertusis toxinu.

U. S. patent & 5,306492, autor Porro, popisuje konjugét'oligosacharid—
proteinovy nosi¢, pripraveny reakci terminalni redukujici  skupinu majiciho
oligosacharidu s diaminomethanem v pfitomnosti pyridinboranu tak, ze dojde k
reduktivni aminaci, reakci aminovaného oligosacharidového produktu s molekulou
majici dvé funkéni skupiny a potom reaguje aktivovany polysacharidovy produkt s
proteinovym nosicem. ' '

U. S. patent & 5,192,540, autor Kuo a spol., popisuje konjugat polysacharid-
protein zahrnujici reduktivni aminaci produktu oxidovaneho polyribosyl-ribitolfosfat
polysacharidového fragmentu pochazejiciho z kapsulérniho polysacharidu z
Haemophilus influenzae typ b a proteinu vnéj§i membrany z Haemophilus influenzae
typ b.

Evropska publikace & EP 0747063 A 2 popisuje kapsularni polysacharid
obsahuijici mnohodetné derivaty sialové kyseliny a heterobifunkéni molekuly spojek
piipojené k nosné molekule. Spojky se pouzivaji k N-alkylaci az 5 sialovych zbytkl
na polysacharid. Zbylé aminoskupiny jsou potom acylovany propionanhydridem nebo
acetanhydridem. '

Pro produkci imunogennich vakcin konjugatd polysacharid-protein ve velkém
mé&fitku jsou zadany G&inngjsi, s vyssimi vytézky a jednodussi zpUsoby ziskavani

vy&isténych imunogennich konjugatd polysacharid-protein.




Podstata vynalezu

Vynalezem je imunogenni konjugét polysacharid-protein s B-propionamidovym
spojenim a imunogenni konjugét oligosacharid-protein s B-propionamidovym
spojenim.

Piedmétem tohoto vynalezu je poskytnout zplsob pfipravy imunogennich
konjugatd polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim, které skytaji vyhody
proti dosud uzivanym metodologiim. Dal$im predmétem tohoto vynalezu je
poskytnout farmaceutické kompozice, vakciny a dal$i imunologicka Cinidla odvozena
od imunogennich konjugatl polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim.

Je udavan zplsob pfipravy imunogenniho konjugatu polysacharid-protein,
ktery obsahuje N-deacetylaci polysacharidu nebo oligosacharidu zasadou nebo
enzymatickou  hydrolyzou, nésledovanou N-akryloylaci N-deacetylovaného
polysacharidu. N-Akryloylovany polysacharid je pfimo napojen na protein nosice za
vzniku imunogenniho konjugatu polysacharid-protein s -propionamidovym spojenim.

Kapsularni polysacharidy a polysacharidy bunééného povrchu mohou byt
podle tohoto vynalezu extrahovany ze supernatant( bud békteriélnich, kvasni¢nych
nebo savéich bunék anebo pfimo z bakteridlnich, kvasni¢nych nebo sav&ich bunék
hydrolyzou vi¢i basi labilni vazby, ktera spojuje polysacharid s ostatnimi buné&nymi
komponentami ¢i hydrolyzou enzymatickou. Procenticky obsah N-acetylovych skupin
odstranénych z polysacharidu hydrolyzou je nahrazen N-akryloylskupinami, které
jsou stfidavé napojeny na protein a tvofi konjugat podle piedkladaného vynalezu.

Z jednoho hlediska poskytuje vyndlez oligosacharidy a polysacharidy, které
jsou na protein(y) pfimo napojeny na €etnych polohach.

Z jiného hlediska je vyndlez zpusobem imunizace savce viéi bakteridinim a
kvasinkovym infekcim nebo rakoviné, kterd zahrnuje podavani ucinného mnozstvi
vakciny podle vynalezu savci, pro prevenci infekce organismy zpUsobujicimi chorobu
nebo prevenci rakoviny.

Aspektem vynalezu je zplsob vyvolani produkce protilatek u savce pouZitim
konjugéatu polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim, které chrani savce
proti infekci nebo chorobé.

Jinym aspektem vynalezu je imunoglobulin a isolované protilatky vyvolané

jako odezva na imunizaci pfi pouziti konjugétl polysacharid-protein s p-




200
XXX
e o

L]

LAY R
(XXX
eede

.

.
sose
XXX

L
Sosson

(6}
»
®
-
&
»
e
.
seos

*

propionamidovym spojenim. Takovy imunoglobulin a isolovana protilatka jsou

uzite€¢né jako terapeutika a diagnosticka €inidla.

Podrobny popis vynalezu

Vynalezem je novy imunogenni konjugat polysacharid-protein a imu-
nogenni konjugaty oligosacharid-protein, vhodné jako imunogeny a vakciny proti
bakterialnim infekcim, kvasinkovym infekcim a jako terapeutika pfi rakoviné.
Polysacharidy nebo oligosacharidy vhodné pro tvorbu konjugatt polysacharid-protein
s p-propionamidovym spojenim pochazeji ze zdroje polysacharidu nebo
oligosacharidu, ktery zahrnuje, ale neni omezen na grampositivni nebo
gramnegativni bakterie, kvasinka, rakovinové buriiky nebo rakovinové tkané a
podobné, kde polysacharid nebo oligosacharid slouZi jako faktor virulence pro bunky
pfi unikani obrannému hostitelskému mechanismu. Konjugaty polysacharid-protein
podle tohoto vynalezu se tvofi pfimym spojenim N-akryloylovaného polysacharidu s
proteinem Michaelovou adici nukleofilnich poloh na proteinu.

Polysacharidy nebo oligosacharidy mohou byt ziskavany z rozmanitych zdroja,
které piedstavuji grampositivhi nebo gramnegativni bakterie, kvasinky, rakovinové
buiiky nebo rekombinantni forem od kazdych, za pouziti basické nebo enzymaticke
hydrolyzy vazby, kterou je polysacharid nebo oligosacharid pfipojen na bunééné
slozky. Polysacharid nebo oligosacharid mlize byt extrahovan z organismu nebo
bufky kontaktem organiému nebo bunky s basi nebo enzymem. Po basické nebo
enzymatické hydrolyze mlze byt polysacharid nebo oligosacharid znovu ziskan
riznymi zpUsoby. Neomezujicimi pfiklady grampositivnich bakterii a jejich
rekombinantnich kmenl pro pouziti podle tohoto vynalezu jsou streptokoky,
stafylokoky, enterokoky, bacily, Corynebacterium, Listeria, Erysipelothrix a
Clostridium. Vice se preferuje specialn€ pouZivani streptokokll a nejvice je
preferovano pouzivani skupiny B streptokokld typu la, b, I, I, IV, V a VIII.
Neomezujici pfiklady gramnegativnich bakterii a jejich rekombinantnich kmeni pro
pouZiti podle tohoto vynalezu zahrnuji Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Escherichia coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae a
Pseudomonas aeruginosa. Vice vyhodné jsou specialné H. influenzae typ b, N.
meningitidis typy B, C, Y a W135, E. coli K1 a E. coli K92. Ptiklady kvasinek pro
pouziti podle predkladaného vynalezu pfedstavuje, Cryptococcus neoformans, ale

neni to omezeno jen na néj. Pfiklady rakovinnych bunék nebo rakovinne tkane pro
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pouziti podie piedkiddaného vyndlezu zahrnuji malé bunky plicniho karcinomu,
neuroblastomy, rakovinu prsu, rakovinu tlustého stfeva a podobneé, ale nejsou tim
limitovany.

Pro hydrolyzu polysacharidu nebo oligosacharidu maze byt podle vynalezu, v
praxi obvyklymi zplsoby, aplikovana $irokéa variace podminek bud ve vodném
prostfedi nebo v organickém rozpoustédle. Rozsah, do kterého se hydrolyzuji N-
acetyl vazby u sacharidd mize byt kontrolovan reakénimi podminkami. Pfi jednom
provedeni mlze byt hydrolyzou odstranéno nejméné kolem 50 % N-acetylskupin,
radéji se odstranuje kolem 50 % az kolem 100 % a nejlépe kolem 90% nebo vice
nativnich N-acetylskupin. V uréitém provedeni se z polysacharidu plsobenim
hydrolytického ¢inidla odhydrolyzuje kolem 95 % nebo vice N-acetylskupin.

Kapsularni polysacharidy podiéhajici basické extrakci jsou takove
polysacharidy, které postradaji jakykoliv pro basi labilni substituent, ktery nemuze byt
nahrazen, tak jako O-acetylskupiny rozhodujici pro imunogenicitu. Jiné kapsularni
polysacharidy podiéhajici basické extrakci jsou ty, které postradaji fosfodiesterovou
vazbu a ty, u nichz chybi, v poloze 4-vazané zbytky uranové kyseliny.

Pii preferovaném provedeni basické hydrolyzy jsou CPS extrahovany ze
streptokok’ skupiny B (GBS). V nejvice pref.erovaném provedeni jsou CPS
extrahovany ze GBS typu la, Ib, Ii, [l a VIl '

Pti jiném preferovaném provedeni basické hydrolyzy jsou CPS extrahovany ze
S. pneumoniae. V nejvice preferovaném provedeni jsou CPS extrahovany ze S.
pneumoniae typu lil, IV a XIV.

Pti jiném preferovaném provedeni basické hydrolyzy jsou CPS extrahovany z
bakterii Neisseria nebo Escherichia. V nejvice preferovaném provedeni jsou CPS
extrahovany z bakterii Neisseria meningitidis typd B,C,Y nebo W135, Escherichia
coli K1 nebo Escherichia coli K92.

Polysacharidy podiéhajici enzymatické deacetylaci jsou ty polysacharidy, které
postradaji jakykoliv enzymaticky labilni substituent rozhodujici pro imunogenicitu, ve
kterém nemuzZe byt substituent zaménén nebo substituovan imunogennim podilem;

tyto polysacharidy zahrnuji GBS a podobné, ale nejsou omezeny na né.




Priprava N-akryloylpolysacharidd
1. Deacetylace polysacharidu
a) Vychozi materialy

Polysacharid nebo oligosacharid muize byt ziskavan pfi aplikaci basické
hydrolyzy nebo enzymatické hydrolyzy 2z koncentrovanych bakterialnich,
kvasinkovych, savéich bunék, nebo z rekombinantnich forem téchto bunék anebo ze
supernatantll od homogenisovanych bunék ¢&i z upraveného media za pouZiti
standardnich metod v praxi bé&znych. Polysacharid nebo oligosacharid mlze byt
isolovan a vygistén v praxi béZznymi zplsoby. Jako vychozi material mize byt pouZit i
isolovany a vyg&istény polysacharid nebo oligosacharid z obchodnich zdrojh.

ZpUsoby isolace polysacharidu zaviseji na jednotlivém polysacharidu, ktery se
pouzije. Obecnou metodou je pouziti ionogenniho detergentu na vytvofeni komplexu
s polysacharidem nesoucim naboj. Komplex se vysraZi a isoluje. Komplex se potom
rozpusti v roztoku o velké iohtové sile jako je chlorid vapenaty a polysacharid se
potom vysrazi ethanolem.

Isolované a vydisténé polysacharidy a oligosacharidy ziskavané k pouiiti Y
tomto vynalezu, obsahuji vyhodné méné nez 1 % nukleovée kyseliny a proteinovych
nedistot pro humanni pouzZivani. Po vyGisténi jsou casto kvlli pFitomnosti
anorganickych soli zaznamenavany cistoty 80 az 100 % sacharidu.

b) Basicka hydrolyza

Pro odstranéni N-acetylskupin mohou byt vygisténé polysacharidy nebo
oligosacharidy podrobeny reakcim s basemi. Neomezujici pffklady basi, které podle
tohoto vynalezu mohou byt pouzity jsou NaOH, KOH, LiOH, NaHCO; Na,COs,
Ko,COs, KCN, EtsN, NH3, HoNoH2, NaH, NaOMe, NaOEt nebo KOtBu. Zasady jako
NaOH, KOH, LiOH, NaH, NaOMe nebo KOtBu jsou nejefektivnéji pouzivany v
rozmezi 0,5 N az 5,0 N. Base jako NaHCO3;, NaCO3, KoCO3 a KCN mohou byt
pouZity v tak vysokych koncentracich jak dovoli jejich rozpustnosti. Organické zasady
jako EtsN mohou byt pro provedeni hydrolyzy pouzivany ve stfednich aZ vysokych
(50 aZ 100 %) koncentracich, pokud je pfitomno Cinidlo jako voda nebo alkohol pro
uskuteénéni hydrolyzy. Base jako NH3 nebo HzN2H2 mohou byt pouzivany témer v
jakékoli koncentraci véetné 100 %. Pouzita mohou byt rozpoustédia jako voda,
alkoholy (nejvhodngji C1 - Cy4), dimethylsulfoxid, dimethylformamid nebo smési téchto
a jinych organickych rozpoustédel. Nejvétsi prednost se dava roztokim basi

obsahujicim vodu.




Pro odstranéni N-acetylskupin z polysacharidu nebo oligosacharidu je
nejucinnégjsi rozsah pH od cca 9 do cca 14, pfi ¢emz optimaini pH je kolem 12. N-De-
acetylovany polysacharid je potom v praxi znamymi standardnimi metodami Gistén
od zbytk( reagentt ultraisténim pomoci membran nebo dialysou.

c) Enzymaticka hydrolyza

K enzymatickému odstranéni N-acetylskupin z polysacharidu nebo
oligosacharidu mize byt pouzit enzym N-deacetyldza. V odkazech 47, 48 a 49 je
popsano jedno z provedeni s vyuZitim enzymu N-deacetylazy pro odstranéni N-
acetylovych zbytk(i z polysacharidii nebo oligosacharidl. Pfi enzymatické hydrolyze
se polysacharid nebo oligosacharid a enzym deacetylaza smisi s vhodnym
systémem pufru pro enzym pfi vhodném pH a teplotnich podminkéach a nechaji se
reagovat po dobu dostadujici k odstranéni N-acetylskupin. V jednom z provedeni se
polysacharid a enzym deacetylaza pro vznik N-deacetylovaneého polysacharidu smisi
s vhodnym enzymovym pufrovanym systémem, na pfiklad 50 mM MES, 10 mM
MnCl,, pH 6,3 pfi 37°C na 60 minut. Reakce se ukonCi za pouZiti vhodného
zastavovaciho roztoku na priklad 1 M kyseliny monochloroctové, 0,5 M NaOH, 2 M

NaCl nebo zfedénim za pouziti roztoku vhodného pufru.

2. N-Akryloylace polysacharidu

Vysledkem alkalické nebo enzymatické hydrolyzy je odstranéni N-acetylskupin
z kyseliny sialové a zbytk(t aminocukr(i polysacharidd a oligosacharidil. Po hydrolyze
je polysacharid nebo oligosacharid za pouziti rlznych akryloylaénich ¢Einidel
podroben N-akryloylaci v pozadovaném rozsahu.

Pri jednom provedeni pfedstavuje metoda pfidavani akryloylaéniho c':inidlé pro
N-akryloylaci N-deacetylovaného polysacharidu nebo oligosacharidu. Priklady
akryloylaénich ¢inidel zahrnuji, ale nejsou omezeny na akryloylchlorid,
akryloylanhydrid, akrylovou kyselinu a dehydrataéni d&inidlo jako DCC,
CH,= CHCOCN a podobné, pouzité v piebytku o koncentraci kolem 1 M. Pfi zpisobu
N-akryloylace N-deacetylovaného polysacharidu se adjustuje pH a béhem reakce se
udrzuje od kolem 9 do kolem 11, nejlépe kolem 10. Teplota béhem reakce je kolem
2°C az kolem 8°C, nejvhodnéji kolem 4°C. Reakce probiha po dobu kolem 1 hodiny.
Vznikajici N-akryloylovany polysacharid nebo N-akryloylovany oligosacharid je

akryloylovan nejméné z asi 95 % nebo vice.




B. Pfiprava konjugatu polysacharid—protein
s B-propionamidovym spojenim

Polysacharid nebo oligosacharid podle vynalezu, kdyZ je konjugovan s jinou
imunogenni molekulou jako je polypeptid nebo protein, mGze byt u jedince vyuZit pro
vyvolani protilatkovych odezev vici fadé gramnegativnich a grampositivnich bakterii,
kvasinek a karcinom(. Konjugovani polysacharidu nebo oligosacharidu s
polypeptidem konvertuje imunitni odezvu na polysacharid nebo oligosacharid, ktera
je nezavisla na T-burikdch na takovou, ktera je na T-burikach zavislé. Podle toho je
velikost polypeptidu nejlépe ta, ktera staci ke zplsobeni konverse odezvy z nezavislé
na T-bufikach, na zavislou na T-bunkach. Z divodu poskytnuti druhého imunogenu
mdZe byt prospé$né pouzivat mensi polypeptidy. Typickou velikost proteinového
nosite predstavuje molekulovd hmotnost od cca 50. 000 do cca 500. 00O.

Preferované proteinové nosi¢e zahrnuji, ale neomezuji se na toxoid tetanu,
toxoid difterie, toxin cholery podjednotka B, proteiny vnéjsi membrany Neisseria
meningitidis, pneumolysoid, C- protein ze skupiny B Streptococcus, na IgA se ne-
vazajici C-B protein ze skupiny B Streptococcus, toxoid Pseudomonas aeruginosa,
toxoid pertuse, synteticky protein obsahujici lysinové nebo cysteinové zbytky a
podobné. Proteinovym nosi¢em miize byt nativni protein, chemicky modifikovany
protein, detoxifikovany protein nebo rekombinantni protein. Molekuly konjugatl
pfipravené podle tohoto vyndlezu mohou byt z hlediska proteinové slozky
monomery, dimery, trimery a vySe zesitované molekuly.

Tento vynalez poskytuje schopnost produkovat molekuly konjugatu, v nichz je
protein napojen na polysacharid nebo oligosacharid na jedné nebo vice poloh na
polysacharidu nebo oligosacharidu. Velikost polysacharidu nebo oligosacharidu
mize byt velice rizna. Jeden nebo veliky pocet polysacharidl nebo oligosacharidi
mlze zesitovat s jednim nebo mnohoCetnymi proteiny. Konjugaty podie
predkladaného vynalezu maji nejspiSe mfizkové struktury. Body pfipojeni jsou mezi
lysinovymi nebo cysteinovymi zbytky proteinu a N-akryloylskupinami polysacharidu
nebo oligosacharidu.

Pfi jednom ze zplsobl vytvofeni imunogenniho konjugatu polysacharid-
protein, je nejprve za pouziti base nebo enzymu podroben hydrolyze isolovany
polysacharid (glykosaminoglykan) obsahujici volné aminoskupiny nebo N-
acylskupiny (napi. N-acetylskupiny) v cukernych zbytcich, které jsou soucasti jeho
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opakujici se jednotky, aby se &ast nebo vSechny z jeho N-acylskupin odstranily.
Uvolnéné aminoskupiny se potom N-acyluji N-akryloylacnim cinidlem, aby se utvoril
nahofe popsany N-akryloylovany polysacharid. N-Akryloylovany polysacharid je
potom za optimalnich podminek pH, teploty a doby spojovan s proteinem, aby se
vytvofil imunogenni konjugat polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim.

Pfi jednom z provedeni se zplsob spojovani vede pfi pH nad 9,0, nejradéji pH
od cca 9,0 do cca 10,0 kvdli optimalni reaktivité volnych ge—aminoskupin lysinovych
zbytk( u proteinu. V jiném provedeni se zpUsob spojovani vede pfi neutralinim pH
kolem 7,0 kvali optimaini reaktivité thiolovych HS-skupin cysteinovych zbytkl
proteinu. Vybér pH pro vedeni zplGsobu spojovani mlze byt zaloZzen na poétu
reaktivnich skupin u jednotlivého proteinového nosice. Na pfiklad pfi pouziti proteinu
sloZzeného z vice reaktivnich lysinovych zbytkl ve srovnani se zbytky cysteinovymi
se nejvhodnéji uplatni zplsob vedeny pfi basickém pH. ZpUsob spojovani pii pouziti
proteinu slozeného z vice reaktivnich cysteinovych zbytkl ve srovnani s lysinovymi
zbytky se nejvhodnéji provadi pfi neutralnim pH.

Konjugaéni reakce muze byt uskuteChovana v pufrovanych reagentech
zahrnujici, ale neomezujici se na pufrovany reagent jako je karbonét / bikarbonat,
boratovy pufr, fosfat a podobné. Teplota pfi konjugaéni reakci je nejmené kolem
25°C, nejlépe kolem 37°C po dobu nejlépe 24 hodin. Jak popisuje Romanowska a
spol. (46), klicovou reakci predstavuje 1,4-konjugovana adice (adice Michaelova
typu) nukleofilnich thiolovych skupin cysteinu nebo e-NH skupin lysinu na proteinech
s N-akryloylovanymi cukernymi zbytky, které jsou pfitomny v opakuijici se jednotce
polysacharidu, jak je ukdzano na obrazku 1. Vznikajici konjugat polysacharid-protein
s B-propionamidovym spojenim ma pomér polysacharidu k proteinu od kolem 0,1 do
kolem 0,6.

Glykosylové zbytky polysacharidu majici N-acylové skupiny podiéhajici pfimé
konjugaci s cysteinovymi a/nebo lysinovymi zbytky u proteinu zahrnuji, ale neomezuiji
se na glukosamin, galaktosamin, mannosamin, fukosamin, sialovou kyselinu a
podobné. Polysacharid mize pochazet z prirodnich zdroji jako bakterii, kvasinek a
rakovinnych bunék nebo ze zdrojli syntetickych. Syntetické zdroje zahrnuji
chemickou syntézu, enzymatickou syntézu a chemoenzymatickou syntézu. Syntéza

muze byt syntézou de novo nebo modifikaci pfirodnich sacharidd. Isolované prirodni
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sacharidy mohou byt modifikovany alternaci funkénich skupin na cukernych zbytcich
nebo adici &i odstranénim cukernych zbytkd.

Polysacharid nebo oligosacharid pro pouziti k pfipravé konjugatu
polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim a konjugat oligosacharid-protein
s B-propionamidovym spojenim podie piedkladaného vynalezu se pro spojeni s
proteinovym nosi¢em muze lidit velikosti. Jak je zde definovano, oligosacharid pro
aplikaci podle predkladaného vynalezu obsahuje nejméné 10 cukernych zbytkd a
nejvhodnéji od 10 do 50 cukernych zbytkl. Polysacharid, jak se zde definuje, je vetsi
nez 50 cukernych zbytka a mize mit velikost az 600 zbytkd nebo vetsi. V nékterych
piipadech jsou pro zvyseni imunogenicity zadouci velké atvary. Zplsoby podie
tohoto vynalezu zajistuji pouzivani skute¢né velikych polysacharidd, nebot do
jednotlivého polysacharidu mize byt zavedeno mnoho reaktivnich mist. Jinou
vyhodou tohoto zplsobu pied dfivéjsi praxi je, ze se polysacharid nebo oligosacharid
nezméni na funkéni skupiné s nabojem, ktera &asto interaguje s/nebo tvori Cast

epitopu rozhodujiciho pro imunitu.

C. Vakciny

Vynalez je zaméfen také na pfipravu vakcin. Podle tohoto vynalezu isolovany,
shora popsany konjugat polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim muze
byt vyuzit jako antigen ke vzniku protilatek, které jsou reaktivni proti polysacharidim
nebo oligosacharidim, a tudiz proti organismu nebo bunce, ze které byl polysacharid
nebo oligosacharid isolovan. Vakciny podle predkladaného vynalezu mohou byt
kombinaci nebo multikomponentni vakcinou obsahujici v kombinaci s konjugatem
polysacharid-protein s B-propionamidovym spojenim dal$i slozky, vCetné, ale ne
jenom vakciny difterie-tetanus-pertuse (DTP), tetanus-difterie (Td), DTaP, vakciny
DTaP-Hib, vakciny DTaP-IPV-Hib a podobné a jejich kombinace, aby poskytovaly
multifunkéni vakcinu vhodnou pro imunisaci proti fadé chorob, které zpUsobuji
organismy nebo buriky.

Vakciny podle tohoto vynalezu mohou poskytovat aktivni nebo pasivni imunitu.
Vakciny pro poskytovani aktivni imunity obsahuji isolovany a vycistény N-
akryloylovany polysacharid nebo oligosacharid konjugovany alespofi s jednim

antigennim peptidem.
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D. Farmaceétické kompozice

Farmaceutické kompozice podle tohoto vynalezu mohou obsahovat nejménée
jeden konjugat polysacharid-protein a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ jako je
fysiologicky roztok soli, dextrosa, glycerol, ethanol a podobné. V jiném provedeni
obsahuje farmaceutickd kompozice jiny imunogenni podil jako je peptid, nebo
kompozice obsahujici antilatky vyvolané nékterym CPS podle tohoto vynalezu.
Kompozice mlzZe také obsahovat adjuvanty ke zvySeni imunologické odezvy
recipienta. Takovymi adjuvanty maze byt hlinik ve formé& kamence nebo adjuvanty s
dlouhym alkylovym fetézcem jako stearyltyrosin (viz U. S. patent serie €. 583,372,
podan 9/17/90; Evropsky patent EP 0 549 617 B1; Moloney a spol. U. S. patent €.
4,258,029), muramyl dipeptid (MDP) nebo jeho derivaty, monofosforyl lipid A (MPL),
saponin (Quil-A) a podobné. Viz také Jennings a spol. U. S. patent €. 5,683,699 a
Paoletti a spol. Infectious Diseases 175, 1237-9 (1997). Farmaceutické kompozice
mohou dale obsahovat jeden nebo vice imunogen( vcetné difterie-tetanus-pertuse
(DTP), tetanus-difterie (Td), DTaP, DTaP-Hib, DTaP-IPV-Hib a podobné a jejich
kombinace, ale nejenom tyto. Tyto farmaceutické kompozice jsou uZiteCne zejména
jako vakciny.

Pro vyvolani pasivni imunity miZze byt farmaceutickd kompozice sloZzena z
polyklondinich protildtek nebo monoklonalnich protilatek, jejich derivati nebo
fragmentd a jejich rekombinantnich forem. MnoZstvi protilatky, fragmentu nebo
derivatu bude terapeuticky a profylakticky efektivni mnozstvi, jak se urcuje
standardnimi klinickymi technikami.

Farmaceutické piipravky podle tohoto vyndlezu se podavaiji jedinci zpusoby, o
nichz je znamo, Ze jsou v praxi efektivni. Mezi cestami aplikace jsou intradermaini,
intraperitonealni, intravenosni, subkutanni, intramuskulérni,'orélni a intranasalni, ale
nejenom pouze tyto.

Kompozice podle vynalezu mohou obsahovat standardni nosiCe, pufry a
konservaéni prostfedky, o nichZ je odbornikiim znamo, Ze jsou vhodné pro vakeiny,
véetné jakéhokoliv farmaceuticky vhodného nosice jako je fysiologicky roztok soli
nebo jiné injektovatelné kapaliny, ale neni to na né omezeno. Piitomny mohou byt ve
vakcinach rovnéz obvykla aditiva, na piiklad stabilizétory jako laktoza nebo sorbitol a
adjuvanty ke zvyseni imunogenni odezvy jako je fosfore¢nan, hydroxid nebo siran

hlinity a stearyltyrosin. Vakciny produkované podie tohoto vynalezu mohou byt take
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pouzity jako komponenty multivalentnich vakcin, které vyvolavaji imunitni odezvu
proti fadé infek¢nich agens.

Vakciny podle predkladaného vynalezu jsou podavany v mnozstvich
dostateénych k vyvolani produkce protilatek jako soucasti imunogenni odezvy.
Vakcina mQze byt pouzita parenteralné, aby produkovala IgG a IgM protilatky nebo
mGze byt dodana do mukoséalnich membran, aby na povrchu tkani produkovala IgA
protilatky. Davkovani mlze byt upraveno na zakiadé velikosti, vahy nebo véku
jednotlivce piijimajiciho vakcinu. Protilatkovéd odezva mlze byt u jednotlivce
monitorovana analyzovanim titru protilatky nebo baktericidni aktivity a pokud je to
nutné, stupfiovana, aby se odezva zvysila. Typicky je jednotlivd déavka pro dité
kolem 10 pg konjugatové vakciny na davku nebo kolem 0,5 pg - 20 ug/ kg. Dospéli
dostavaji davku konjugatové vakciny kolem 0,5 ug - 20 ng/ kg. Pro konjugatovou
vakcinu CPS-protein je typickd davka kolem 25 ng kazdého jednotliveho CPS na
davku. To znamend, Ze vakcina proti streptokoku skupiny B mGze obsahovat 25 ug

kazdé z forem CPS deviti serotypd.

E. Protilatky

Protilatky zaméfené proti polysacharidu mohou byt generovany jakoukoli z
technik v oboru béznych. Podle jednoho pristupu mohou byt protilatky generovany
podanim imunogennino konjugatu polysacharid-protein s B-propionamidovym
spojenim hostitelskému Zivogichu. Hostitelskym Zivocichem muZe byt krysa, mys,
kralik, primat nebo ¢lovék, ale neni to na né omezeno. Nejvhodnéjsim hostitelem je
lovék. PFi jednom provedeni mohou byt imunologické odezvy zvy$eny pouzitim v
oboru béznych adjuvantt.

Monoklonaini protilatky zaméfené proti polysacharidu mohou byt rovnéz
pripraveny jakoukoli z technik v oboru béznych. Podle jednoho zptsobu se pouzivaji
kultury fady bunék hybridomu [Kohler a Milstein, Nafure 256, 495-497 (1975)].
Monoklonalni protilatky zaméiené proti polysacharidu mohou byt lidské monoklonaini
antilatky, chimérické monoklonatni protilatky nebo humanisované monoklonaini
antilatky pfipravené jakoukoli z technik v oboru béznych. Podle jednoho z pristupl
mohou byt chimérické monoklonatni protilatky generovany tak, Ze maji nikoliv lidskou
(napi. mysi) antigen vazajici doménu kombinovénu s lidskou konstantni oblasti
[Takeda a spol., Nature 314-452 (1985)]. Humanisované protilatky mohou byt
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generovany podle procedur Queena a spol, U. S. patent ¢ 5,685,089 a U. S.
patentu ¢. 5,530,101. Jednoduché fetézce protilétky mohou byt vytvoreny v oboru
znamymi metodami [U. S. patent &. 4,496,778; Davis G. T. a spol., Biotechnology 9,
165-169 (1991); Pluckthun A., Nature 347, 497-498 (1990)]. Domény konstantnich
oblasti protilatky mohou byt modifikovany v praxi znamymi procedurami (WO
89/07142).

Protilatky zaméfené proti polysacharidu nebo oligosacharidu mohou byt
Cistény jakoukoli z technik béznych v praxi véetné imunoabsorpce nebo imunoafinitni
chromatografie anebo jiné chromatografické metody (napf. HPLC) , av8ak neni to
omezeno jen na né. Antilatky mohou byt Cistény také jako frakce imunoglobulinu ze
séra, plasmy nebo prostiedi bunécné kultury.

Molekuly protilatek mohou byt intaktni molekuly imunoglobulinu, nebo ony
¢asti imunoglobulinové molekuly, na piiklad Fab fragmenty, které obsahuji vazebna
mista antigenu. Molekuly protilatek mohou byt z jakékoliv tfidy véetné IgG, IgM a IgA.

Fragmenty protilatek zaméfené proti CPS mohou byt generovany jakoukoli z
technik bé&znych v praxi [Campbell (1985) Laboratory Technigues in Biochemistry
and Molecular Biology, Vol. 13, Burdon a spol. (vydavatelé), Elsevier Science
Publishers, Amsterdam].

Protilatka nebo antigen & antigen vazajici fragment z néj jsou uzitetné jako
terapeutika pro poskytovani pasivni ochrany proti nemocem plsobenym
grampositivnimi a gramnegativnimi bakteriemi nebo kvasinkami. Protilatka nebo
antigen vazajici fragment z néj jsou také jsou také vhodné jako diagnostické Cinidlo
ve standardnich imunoesejich pro detekci a/nebo identifikaci bakterii, kvasinek nebo
rakovinnych bunék. Protilatky mohou byt dodavany ve formé souprav samotné nebo
se standardnimi Cinidly pro imunoeseje.

Pii jiném provedeni tohoto vynalezu mohou byt protilatky zaméfené proti
polysacharidu nebo oligosacharidu podle tohoto vynélezu pouzZivany jako
farmaceuticky pfipravek pfi terapeutické nebo profylaktické aplikaci, aby udélily
pasivni imunitu z jednoho hostitelského jedince na jiného jedince (napf. zvysit
imunitni odezvu jedince proti grampositivnim a gramnegativnim bakteriim nebo
kvasinkdm anebo poskytnout odezvu u jedincd s ohrozenou imunitou nebo
ochuzenou imunitou véetné pacientl s AIDS). Pasivni transfer protilatek je v oboru
béZny a muze byt uskutecriovan nékterou z obvyklych metod. Podle jednoho
zplsobu, protilatky zamérené proti konjugatlim z toho podle tohoto vynalezu, jsou
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generovany v imunokompetentnim hostitelském zivoCichovi ("donor"), vytézeny z
tohoto hostitelského Zivoéicha a preneseny do jedince pfijemce. Na pfiiklad ke
generaci protilatek Uc¢innych proti konjugatu polysacharid-protein podle tohoto
vynalezu mlze byt vyuzit lidsky donor. Potom mohou byt protilatky podavany v
terapeuticky nebo profylakticky efektivnim mnozZstvi lidskému pfijemci potrebujicimu
oSetfeni, ¢imZ udéluji recipientovi resistenci proti bakteriim, které jsou vazany
protilatkami vyvolanymi polysacharidovou slozkou [viz Grossman M. a Cohen S. N. v
"Basic and Clinical Immunology" 7. vyd., (Stites D. P. a Terr A. T. editofi, Appleton &
Lange 1991) kapitola 58 "Immunization"].

V nékterych piipadech mlze podle vyndlezu pouzity polysacharid indukovat
protilatku, ktera kiizové reaguje s jinymi patogennimi organismy, a tudiz maji

schopnost ochrany proti infekci témito jinymi bakteriemi.

F. Diagnostické soupravy

V jiném provedeni mohou byt CPS podle vynalezu nebo jejich fragmenty
poskytovany v diagnostickych soupravach pro indikaci pfitomnosti protilatek
zaméfenych proti bakteriim, kvasinkdm nebo rakovinnym bunkam. Pritomnost
takovych protilatek mohou indikovat pred exposici vidi patogenu a pfedem. urCovat
jedince, ktery muize byt resistentni proti infekci. Diagnostickd souprava muze
obsahovat nejméné jeden z CPS podle tohoto vynalezu, nebo jeho derivaty Ci
fragmenty, samotné nebo konjugované s proteinem a vhodné reagenty pro detekci
reakce protilatky, kdyz modifikovany CPS nebo jeho derivaty ¢i fragmenty se smisi
se vzorkem obsahujicim protilatku zaméfenou proti gramnegativnim, gramposifivnim
bakteriim, kvasinkam nebo rakovinnym burikdm nebo rakovinné tkani. Reakce
protilatky mQze byt identifikovana nékterou z metod popisovanych v oboru vcetné
ELISA esejl, ale neomezuje se to jen na né. Takovy poznatek je dllezZity a mize
zabranit ockovani, které neni nezbytné.

Alternativné muze diagnostickd souprava obsahovat dale tuhou podiozku
nebo magnetické perle nebo plastickou matrici a nejméné jeden z CPS podle tohoto
vynalezu nebo jeho derivaty i fragmenty.

V nékterych pfipadech mlze byt vyhodné, ze CPS nebo fragmenty jsou
znackovany. Znackovaci &inidla jsou v praxi dobfe znamé. Znackovaci Cinidla
zahrnuji, ale neomezuji se na radioaktivitu, chemoluminiscenci, bioluminiscenci

luminiscenci nebo jina identifikaéni oznaceni pro konven¢ni analyzu. Télesné
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kapaliny nebo vzorky tkani (napf. krev, sérum, sliny) mohou byt sbirany, distény a
aplikovany do diagnostické soupravy. CPS, derivaty nebo fragmenty mohou byt
vydistény nebo nevydistény a mohou byt sloZzeny z koktajlu molekul.

Tuhé matrice jsou v praxi bézné a dostupné a zahrnuji, ale neomezuji se na
polystyren, polyethylen, polypropylen, polykarbonat nebo jakykoli plasticky material
ve formé zkumavek, perel, mikrogastic, méficich tyCinek, desek nebo podobné.
Dodateéné obsahuji matrice, ale nejsou omezeny na membrany, 96ti-jamkove
mikrotitracni desky, zkumavky a Eppendorfovy zkumavky. Takové matrice obecné
obsahuji jakykoli povrch, na ktery mhze byt pfipojeno ligand vazajici Cinidio nebo
povrch, ktery samotny poskytuje misto pfipojeni ligandu.

Vsechny, k tomuto se vztahujici publikace, patenty a clanky jsou zde mimo to
vyslovné in toto inkorporovany odkazy.

Nésledujici piiklady jsou presentovany pro ilustraci pfedkiadaného vynélezu a
nejsou zadnym zpUsobem chdpany jako omezeni rozsahu vynalezu. Odbornici
zb&hli v oboru rozpoznaji, ze lze provadét fadu zmén a nahrad, aniz by doslo k

odchyleni se od ducha a dosahu vynalezu.

Prehled obrazk(l na vykresech

Obrazek 1. Schema zpUsobu pfipravy imunogenniho konjugatu polysacharid-}

protein s B-propionamidovym spojenim.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Piiprava nosi¢e konjugatu polysacharid-protein s B-

propionamidovym spojenim

Nasledujici neomezujici piiklady popisuiji pipravu serie Klinicky relevantnich
konjugatti polysacharid-protein pro vakciny proti Streptococcus pneumoniae (typ 14),
skuping B streptokoku (GBS) typu It a typu Il a E. coli K1. VSechny hotejsi
polysacharidy pouzité v tomto piikladé jsou glykosaminoglykany, které obsahuji N-
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acetylskupiny v jednom nebo vice glykosylovych zbytcich, jez jsou konstituenty jejich

opakujicich se strukturalnich jednotek.
A.Depolymerisace pneumokokalniho polysacharidu typu 14

Pro zvy$eni rozpustnosti byl polysacharid nejprve Castecneé depolymerisovan
ultrazvukem. 200 mg Pneumococcal polysaccharide type 14 (polozka NO 2020510,
American Type Culture Collection) bylo rozpu$téno ve 20 ml PBS a sonifikovano 4
hodiny pfi 0°C pomoci Branson Sonifier Model 450. Vznikly polysacharid byl
dialyzovén a lyofilizovan a potom nasazen na kolonu superdex 200 ekvilibrisovanou
fosfatem pufrovanou solankou (PBS). Piky frakci byly shromazdény a potom
dialyzovany proti deionisované vodé na Spectra/Por® Membrane MWCO:3,500. Po
lyofilizaci byl ziskan vytézek 157,5 mg tuhé latky. Sonifikovany polysacharid mél
primérnou molekulovou hmotnost kolem 50. 000 jak bylo naméfeno pomoci SEC-
Malls s miniDAWN (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA).

B.N-Deacetylace pneumokokalniho polysacharidu typu 14

100 mg pneumokokalniho polysacharidu typu 14 bylo rozpusténo v 10 ml 2 N
NaOH a potom bylo do reakéni smési pfiddno 10 mg NaBH,4. Tato smés byla jednu
hodinu zahfivdna na 100°C a potom ochlazena na teplotu mistnosti. N-
Deacetylovand komponenta byla dialyzovéna proti deionisované vodé na
Spectra/Por® Membrane MWCO:3,500 a lyofilizovéna za vzniku 84 mg bilé tuhe
latky. N-Deacetylovany polysacharid byl analyzovan '"H-NMR pii 500 MHz a bylo
zjisténo, Zze obsahuje méné nez 5 % residualnich N-acetylskupin.

C.N-Akryloylace N-deacetylovaného pneumokokéalniho
polysacharidu typu 14

84 mg N-deacetylovaného pneumokokalniho polysacharidu typu 14 bylo
rozpusténo ve 4,2 ml d. i. vody. V ledové Iazni byl roztok s 2 N NaOH upraven na pH
10. Potom bylo pfidano 420 pl 1 : 1 (obj./obj.) smési akryloylchlorid : dioxan a s 2 N
NaOH upraveno pH na 11. Reakce byla ponechana stéat dal$i hodinu pfi pH 11, aby
se zajistila Uplné hydrolyza ester(, které se mohly vytvorit jako vysledek O-acylace.
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Roztok byl dialyzovan a lyofilizovan za vzniku 42 mg suchého présku. Po "H-NMR
analyze pfi 500 MHz bylo zjiSténo, ze polysacharid byl N-akryloylovan z vice nez 95-
ti %.

" D.Pfipojeni N-akryloylovaného pneumokokalniho

polysacharidu typu 14 k monomeru toxoidu tetanu

22 mg N-akryloylovaného pneumokokélniho polysacharidu typu 14 bylo
rozpu$téno v 1,1 ml pufru karbonat / bikarbonat s pH 9,5. K reakéni smési bylo
pfidano 22 mg monomeru toxoidu tetanu. Reakéni smés byla pfes noc inkubovana
pii 37°C. Postup konjugace byl analyzovan pomoci "Biologic system (Bio-Rad)"
opatfenym kolonou se superose 12. Konjugace polysacharidu na toxoid tetanu byla
pfi méfeni  UF-absorbance indikovana progresivnim vzristem pii 280 nm
monitorovaného maxima, vymyvajiciho se v objemu opustgjicim kolonu. Po
dokonéeni konjugace byl roztok neutralizovan na pH 7 pomoci 0,1 N HCI a potom
dialyzovan proti PBS. Konjugat byl Cistén pasézi kolonou 1,6 x 60 cm, obsahujici
Superdex 200 PG (Pharmacia) a vymyvan s PBS obsahujicim 0,01 % thimerosalu.
Maximu ve vymyvaném objemu odpoVidajici frakce byly shromazdovany. Obsah
sacharidu a proteinu v konjugatu byl stanoven esejem fenol-sirova kyselina podle
Duboise a spol. (51) a Coomassie esejem podle Bradforda (9).

Podobné metody byly pouzity pro GBS typu Il, typu Ill, pravé tak jako pro E. coli
K1 a meningokokalni C polysacharidy. Reakéni podminky pro kazdy z techto

polysacharid(i jsou tabelovany nize.

Tabulka 1
E. N-Deacetylace polysacharidu GBS typu Il a typu Il

Velikost’ PS NaOH NaBH4 | Teplota | Reakéni | Vytézek

PS (kD) v mg ml mg °C dobavh mg
GBSP |l 250 63 6 12 110 6 63
GBSP 1li 110 50 5 10 110 6 53

"Stanoveno pomoci SEC-MALLS
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Tabulka 2
N-Akryloylace polysacharidu GBS typu Il a typu IIl

Mnozstvi PS | Deionisovana | akryloylchlorid : dioxan, Vytézek
v mg voda m| 1:1 (obj.), ul mg
GBSP Il 60 3 300 60
GBSP il 55 2,75 275 55
Tabulka 3

Ptipojeni polysacharidu GBS typu Il a typu IIl k monomeru
toxoidu tetanu

PS 1T Pufr karbonat / bikarbonat | Teplota | Inkubacni

v mg v mg pH9,5 vml °C doba
GBSP I 10 10 0,5 37 pres noc
GBSP il 10,52 9,52 0,5 37 pfes noc

F. N-Deacetylace K1 polysacharidu

300 mg K1 PS bylo rozpusténo v 15 ml roztoku 2,0 N NaOH, ke kterému bylo
pridano 150 mg borohydridu sodného. Roztok byl 6 hodin zahfivan na 110°C,
ochlazen zpét na teplotu mistnosti a zfedén 20ti-ndsobnym objemem deionisované
vody. Po diafiltraci membranou Amicon YM3 s deionisovanou vodou byl roztok
lyofilizovan a poskytl 255 mg N-deacetylovaného K1 PS. '"H-NMR pii 500 MHz
potvrdila, ze doslo k Uplné N-deacetylaci.

G. N-Deakryloylace K1 polysacharidu
K 10 ml roztoku deionisované vody obsahujicim 250 mg N-deacetylovaného

K1 PS, ochlazenému v ledové lazni byl pfidan po kapkach roztok akryloylchloridu
(Aldrich, Milwaukee, WI) pfipraveny smisenim 1 ml akryloylchloridu s 1 ml dioxanu.
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pH roztoku bylo udrzovano mezi 7,0 a 10,5 pfidavanim 2 N roztoku hydroxidu
sodného. Po dokonceni adice bylo pH zvySeno na 13 a pfi teploté mistnosti bylo 1
hodinu udrzovano mezi 12,9 az 13,1. Pfidavanim 1 N HCI po kapkach byio pH
upraveno na 9,5. Roztok byl v michaci kyveté podroben s deionisovanou vodou
diafiltraci membranou Amicon YMS3. Filtrat byl lyofilizovan do sucha a material (N-
akryloyl K1 PS) byl uchovavan v exsikatoru v mrazéku pfi -20°C. '"H-NMR pfi 500

MHz ukazala, ze béhem reakce doslo k uplné N-akryloylaci.

H. Konjugéat K1-r PorB (K1-rPorB |) s B-propionamidovym

spojenim

Roztok obsahujici 8,4 mg N-akryloyl K1 PS a 4 mg rekombinantni Neisseria
meningitidis Por B v 0,3 ml 0,2 M boratu, 0,05 % Zwittergenu™ 3,14 (Boehringer
Mannheim) pH 9,5 byl 3 dny inkubovéan pii 37°C. Konjugat byl Cistén rozdeélovaci
chromatografii pfes preparativni kolonu obsahujici Superdex 200 pro a eluovan
PBS obsahuijicim 0,01 % thimerosalu. Frakce s aktivnim signalem v UF pfi 280 nm
vymyvané nebo z mala obsazené objemu uvolfiovaném z kolony byl shromazdény
a uchovavaly se v lednici. Konjugat byl analyzovan na obsah sialoveé kyseliny a

proteinu resorcinolem, respektive Coomassie eseji.
l. Priprava thiolovaného rPorB

K jednomu ml roztoku rPorB porinu o koncentraci 10 mg/ml v 0,25 M HEPES
pufru s pH 8,5 obsahujicimu 0,25 M chloridu sodného a 0,05 % zwittergentu 3-14,
bylo pfidano 0,2 mi roztoku 0,05 M N-sukcinimidyl-3-[2-pyridylthio]propionatu. Roztok
byl dobie promichan a ponechan stat jednu hodinu pfi teploté mistnosti. K roztoku
bylo pfidano 0,06 mi 1 M roztoku dithiothreitolu v témze pufru. Roztok byl znovu
dobfe promichan a ponechan stat dal$i dvé hodiny pfi teploté mistnosti. Roztok byl
zfedén 1,3 ml 0,25 M HEPES pufru o pH 7,0 obsahujicim 0,25 M chloridu sodneho a
0,05 % zwittergentu 3-14 a nanesen na odsolovaci kolonu Pharmacia PD-10, ktera
byla ptedem ekvilibrovana tymz pufrem. Kolona byla stejnym pufrem vymyvana,
eluat byl shromazdén a koncentrovan pii 5.000 ot/min na odparce Amicon Centrikon

30. Retentat byl shromazdén a byla stanovena koncentrace proteinu.
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J. Pfiprava N-akryloylovaného konjugatu
K1 S-rPorB(K1-S-PorB)

K 0,17 ml roztoku thiolovaného rPorB ze shora, o koncentraci 25 mg/ml bylo
ptidano 9 mg N-akryloylovaného K1 polysacharidu. Roztok byl dobfe promichan a v
susarné pti 37°C 18 hodin inkubovén. Roztok byl Cistén na koloné Superdex 200
(Pharmacia) s PBS jako eluentem. Eluované frakce aktivni pfi UF 280 nm nebo v
objemu uvolfiovaném z kolony z mala obsazené, byly shromazdény. Analyzy

ukazaly, Ze konjugat obsahoval 25 pg/ml polysacharidu a 188 ug/ml proteinu.

K.Ptiprava N-akryloylovaného GCMP-S-rPorB konjugatu
(GCMP-S-PorB)

Podobné byl postupem srovnatelnym s tim, ktery je popsén pro N-
akryloylovany K1-S-rPorB konjugat, pfipraven N-akryloylovany GCMP-S-rPorB a bylo
nalzeno, ze obsahuje 43 pug/ml polysacharidu a 200 pg/ml proteinu. '

Tabulka 4
Analytickd data pro shora popsané konjugaty
Koncentrace Koncentrace PS Procenta PS
proteinu, pg/l ug/l v konjugatu
Pn14-TT (3) 547 | 293 (1) 35
GBSII-TT (3) 377 160 (2) 30
GBSIII-TT (3) 365 115 (2) 24
K1-rPorB | (3) 147 17 (2) 10
K1-rPorB 11 (4) 406 41 (2) 9
K1-S-rPorB (3) 188 25(2) 12
GCMP-S-rPorB (3) 200 43 (2) 18

(1) Celkovy Dubois-esej sacharidl

(2) Esej resorcinolsilalova kyselina

(3) Pfipraven piimym spojenim N-akryloylovaného polysacharidu a odpovidajiciho
proteinového nosice

(4) Kontrolni konjugat pfipraveny reduktivni aminaci jodistanem zoxidovaného N-
akryloylovaného K1 PS s rPorB
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Priklad 2

Imunogenicita a potence konjugéatu polysacharid-

proteinovy nosi¢ s B-propionamidovym spojenim
Preklinické hodnoceni konjugatld u mys$i

Imunoeseje; protildtka v séru vaéi  kazdém polysacharidovému
konjugatu byla méfena pomoci ELISA. Konjugaty albuminu lidského séra (HSA)
(Sigma, St. Louis, MO), pouzité pii ELISA esejich, byly. pripraveny reduktivni
aminaci. Oxidované polysacharidy byly pfidany do HSA a nasledovala reduktivni
aminace s NaCNBHs. Konjugaty byly isolovany gelovou filtraéni chromatografii a
vysusené vymrazenim byly uchovavany pii -70°C. Titry protilatek pro PS specifické
byly stanoveny pomoci ELISA nasledovne. Polystyrenové mikrotitracni desky o 96-
jamkéach s plochym dnem (NUNC Polysorb) (Nunc, Naperville, IL) byly po 0,25 ug na
jamku (100 plfjamka) pokryty PS-HSA konjugaty v PBS (0,01 M fosforenan sodny,
0,15 M NaCl, pH 7,5), inkubovany 1 hodinu pfi 37°C s nasledujicim promytim (5-krat)
pomoci PBS-Tween (0,05 obj.- % Tween 20 v PBS). VSechny potom nasledujici
inkubace byly provadény pfi teploté mistnosti. Pro vSechna pozadovana promyvani
byl pouzivan PBS-Tween. Pokryté desky byly potom pro IgG ELISA 1 hodinu po
0,15 ml na jamku blokovany PSB-BSA (0,5 % hm./obj. albuminem hovéziho séra v
PSB) nebo pro IgM ELISA 0,1 % hm./obj netucného suseného miéka Carnation s
naslednym promytim. Séra byla dvojmo dvakrat zfedéna v misce se 100 plfjamka a 1
hodinu inkubovany s naslednym promytim.  Konjugét protilatky (peroxidazou
labelovany "goat anti-mouse", Kirkegaard & Perry Lab, Gaithersburg, MD) byl pfidan
ke 100 pljamka a inkubovéan 30 minut s naslednym promytim. Roztok barviva a
substratu 1:1 (Kirkegaard & Perry TMB) a peroxid byl pfidan po 0,05 ml na jamku a
10 minut inkubovan. Reakce peroxidazy byla potom zastavena 1 M HzPO4 po 0,05
ml na jamku a deska byla odeétena na Molecular Devices Emax smimaci mikrodesek
(Molecular Devices, Menlo Park, CA) pfi vinové délce 450 nm pfi pouziti 650 nm jako
referencni vinove délky. Absorbance pozadi byly stanoveny u nékolika kontrolnich
jamek bez séra a zprimérovéany pro kazdou desku. Pro kazdé redéni séra byla
priméra absorbance pozadi odeétena a dvoji hodnoty absorbance séra byly
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zprimérovany. Pro nésledujici analyzu dat byl pouzit modifikovany Scatchard
diagram, kde absorbance (osa y) byla vyhodnocovana proti absorbanci krat
pfevracend hodnota fedéni (osa x) (odkaz). Pro podminky dovolujici rovnovahu a
prebytek protilatky byla pro kazdou serii fedéni séra ziskana pfimka; tato Cara byla
pro uréeni titru protilatky extrapolovana na osu x. Aby se ziskala reference, ke které
byla véechna séra standardisovana, minimisujici variace desky k desce a den ke dni,
bylo pro kazdou desku pouzito pozitivni kontrolni sérum s pfedtim stanovenym titrem
antilatky. Vysledky téchto analyz jsou uvedeny v tabulkach 5,6 a 7.

Opsonofagocytarni eseje (OP). opsoninova aktivita mysiho antiséra ke
streptokokalnim B (GBS) a pneumokokalnim konjugatim byla testovana v
opsonofagocytarnich  umrtvujicich esejich za pouziti fady bunék lidské
promyelocytarni leukemie HL-60 (ATCC No: CCL 240). Stru¢né 200 cfu bunek GBS
typ Hl druh M781 nebo druh pneumokokalniho typu 14 bylo smiseno se stejnym
objemem séra profilétek a za michani bylo inkubovano 15 minut pii 35°C v
inkubatoru s 5 % CO,. Ke smési byly piidany komplement z kréli¢ich mladat a HL-60
bunky (5 x 10°) kultivované 5 dni v pfitomnosti 90 mM DMF a za tfepani bylo
inkubovano 1 hodinu pii 37°C. Pro kvantitativni kulturu byly odebrany alikvotni podily.
Titry byly stanoveny extrapolaci zfedéni protilatky odpovidajici padeséti procentim
Zivych bakterii. Vysledky téchto esejl jsou v tabulce 5 uvedeny pro konjugaty
pneumokokalniho typu 14 a v tabulce 6 pro konjugaty GBS typu lIl.

Baktericidni esej séra (SBA). protilatka zavislda na komplementem
zprostiedkované baktericidni aktivité byla méfena v Gdajich baktericidniho titru, nebo
reciproéniho ziedéni, které poskytuji 50 %-ni imrtnost cilovych bakterii. Komplement
byl ve vSech sérech nejprve 30 minut inkubovan pfi 56°C. Potom byly pro kazde
sérum ve sterilnich mikrotitracnich deskéch o 96-jamkach s U-dnem (Sigma)
vytvoreny dvojité serie fedéni s GBSS s konetnym objemem 50 ul na jamku.
Komplement ze séra kréligich mladat (Pel-Freez, Brown Deer, WI) byl 1:1 ziedén s
uginnou koncentraci GBM bakterii (serotyp 15 kmen, 44/76) nebo skupinou C
meningokokalniho C11 referenéniho kmene a do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul
obsahujicich zfedéné sérum za vzniku kone¢ného objemu reakéni smési 100 pl na
jamku. Tato reakéni smés, kterd obsahovala 50 % séra (tepeiné inaktivovaného a
ziedéného), 25 % komplementu krali¢iho séra a 25 % bakterii ( v u€inne koncentraci)

*
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byla pfi 37°C inkubovana ve vihéeném inkubatoru s 5 % CO, 60 minut na trepacce
pro mikrotitracni desku (LKB-Wallac, pharmacia Biotech) pri vysoké rychlosti.
Vsechny jamky byly potom pokryty Eokolddovym agarem nanesenim 30 pl na
desku. Bakterialni vzorky v ¢ase nula byly rovnéz pokryty. Jako pfedtim byly vSechny
desky inkubovany pfes noc. Kolonie tvofici jednotky (cfu) byly potom spocitany
automatickym pocitaéem kolonii od Imaging Products International (Chantily, VA), pii
&emz byl bran prumér ze tfi méfeni na desku. Reciproka hodnota redeni nebo titr,
které udavaly 50 % umrtnost, byla odectena pfimo ze sestrojeneho grafu, kde osa x
predstavovala dekadicky logaritmus odpovidajici reciproké hodnoty fedéni a osa y

predstavovala procenta pieziti. Vysledky tohoto eseje jsou uvedeny v tabulice 7.

Tabulka 5
Imunogenicita konj.uga'tﬁ pneumokokéalni 14-toxoid tetanu
Elisa Elisa Elisa Elisa OoP
Vakcina / adjuvant 0.den 28.den | 38.den | 59. den 59.den
Kontrola / solanka <50 2.250 29.000 | 32.600 3.100
Kontrola / kamenec <50 18.200 | 99.000 | 265.000 25.000
Pn14-TT / solanka <50 4600 | 89.000 | 59.200 3.900
Pn14-TT / kamenec <50 27.000 | 185.000 | 251.000 26.000
PBS / kamenec <50 <50 <50 <50 <50

Kontrolni vakcinou byl konjugat polysacharid typ 14 - toxoid tetanu pfipraveny

reduktivni aminaci. Konjugat Pn14-TT byl produktem pfimého spojeni mezi N-

akryloylovanym pneumokokalnim polysacharidem typu 14 a toxoidem tetanu.

Pro tuto studii byly skupiné 10 CD1 mysi (Charles River Laboratory), ve stafi

6-8 tydn(, subkutanné injektovany 2,0 ug konjugovaného polysacharidu ve dni O, 28
a 38. Zvifatlim byla odebirana krev ve dni 0, 28 a 38 a 59. den se nechala vykrvacet.
Pn14 polysacharid - HSA

piipraveného reduktivni aminaci. ELISA titry uvedené v tabulce 5 predstavuji celkova

ELISA analyzy byly provadény za pouziti konjugatu

IgG. Uvedené OP titry jsou proti pneumokokalnimu kmenu typu 14.

.
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Tabulka 6
Imunogenicita konjugatd GBS typu Il

Elisa Elisa Elisa Elisa OP
Vakcina / adjuvant 0.den 21.den | 42.den | 52. den | 52.den

Kontrolni konjugat / kamenec <50 900 1.800 3.000 170

GBS llI-TT / kamenec <50 500 8.500 | 25.000 | 3.100

PBS / kamenec <20 <20 <20 <20 <20

Kontrolni konjugatovou vakcinou byl konjugat GBS typ Il - toxoid tetanu

pripraveny reduktivni aminaci jodistanem oxidovaného polysacharidu GBS typu Il a
toxoidu tetanu. Konjugat GBS Il - TT byl produktem pfimého spojeni mezi N-
akryloylovanym polysacharidem typu Il a toxoidem tetanu.

Pro tuto studii byly skupiné 10 CD1 mysi (Charles River Laboratory), ve stafi
6-8 tydnu, subkutanné injektovany 2,0 ug konjugovaného polysacharidu ve dni 0, 21
a 42. Zvitatim byla odebirana krev ve dni 0, 21, 42 a 52. den se nechala vykrvéacet.
ELISA analyzy byly provadény za pouziti polysacharidu GBS typu Il spojeneho s

albuminem lidského séra; titry uvedené v tabulce 6 predstavuji celkova IgG pro

polysacharid typu 1.
Tabulka 7
Imunogenicita konjugatd E. Coli K1
Elisa Elisa Elisa Elisa SBA
Vakcina / adjuvant 0.den 28.den | 42.den | 52.den | 8Z.den
K1-rPorB Il / kamenec <50 1.000 39.000 | 106.000 450
Kontroini podil 1
K1-rPorB Il / kamenec <50 450 124.000 | 250.000 | 1.000
Kontrolni podil 2
K1-rPorB | / kamenec <50 220 27.000 | 96.000 810
Podil 1
K1-rPorB | / kamenec neuréeno | neuréeno | 24.000 | 71.000 3.800
Podil 2
K1-S-rPorB / kamenec neuréeno | neuréeno | 45.000 | 114.000 | 2.600
Podil 1
K1-S-rPorB / kamenec neuréeno | neuréeno | 41.000 | 94.000 1.700
Podil 2
PBS / kamenec <50 <50 <50 <50 <50
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Kontrolni  vakcinou (K1-rPorB |I) byl produkt reduktivni aminace jodistanem-

oxidovaného N-akryloylovaného K1 polysacharidu a toxoidu tetanu. K1-rPorB |
vakcina byla produktem pfimého spojeni mezi N-akryloylovanym K1 polysacharidem
a toxoidem tetanu. K1-S-rPorB byl produktem pfimého spojeni thiolovaneho porinu
rPorB a N-akryloylovaného K1 polysacharidu.

Pro tyto studie byly skupiny 10 CD1 mys$i (starych 4-6 tydntl) z Charles River
Laboratory, intraperitoneainé imunizovany ve dnech O, 28 a 42. Zvifatim byla
odebirana krev ve dnech 0, 28, 42 a 52. den se nechala vykrvacet. ELISA titry byly
méfeny za pouziti N-propionylovaného K1 polysacharidu GBS typu lll spojeného s
albuminem lidského séra. Titry uvedené v tabulce 7 predstavuji celkova IgG vigi
modifikovanému N-propionylovanému K1 polysacharidu. Baktericidni aktivity séra
(SBA) vU&i N. meningitidis skupina B serotyp kmene 15 H44/76 pro krev odebranou

52. den jsou v tabulce 7 rovnéz uvedeny.

Tabulka 8 }
Imunogenicita GCMP konjugatd
Vakcina / adjuvant ELISA 38.den SBA 38. den
GCMP-S-rPorB/ kamenec 44.000 2.100
Podil 1
GCMP-S-rPorB/ kamenec 43.000 2.800
Podil 2
PBS / kamenec <50 <50

GCMP-S-rPorB byl produktem  pfimého  spojeni N-akryloylovaného
- meningokokalniho polysacharidu skupiny C (GCMP) a thiolovaného rPorB. Pro tyto
studie na zvitatech byly skupiné 10 odchovanym samicim Swiss Webster mysi (stari
6-8 tydnd), subkutanné injektovany 2,0 pg davky konjugovaneho polysacharidu ve
dni 0, 28. Zvifata se nechala 28. vykrvacet. ELISA titry vici polysacgaridu skupiny C
byly méfeny za pouziti GCMP konjugovaného s albuminem lidského séra.
Baktericidni titry séra byly ziskany za pouziti meningokokélniho C11 referencniho

kmene.
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PATENTOVE NAROKY Z T

1. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein
obsahujici N-propionylovany polysacharid nebo N-propionylovany oligosacharid

pfimo konjugovany na protein v B-poloze propionatového podilu.

2. Konjugat polysacharid-protein podle naroku 1, kde protein obsahuje
nemené jeden lysinovy nebo cysteinovy zbytek.

3. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podie
naroku 1, kde polysacharid nebo oligosacharid je ziskan z bakterii, kvasinek,
rakovinnych bunék nebo je chemicky syntetizovan.

4. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podie
naroku 1, kde polysacharid nebo oligosacharid je ziskdn z Escherichia coli,
Meningococcus, Pneumococcus, Streptococcus, Haemophilus, Neisseria,

Salmonella, Klebsiella nebo Pseudomonas.

5. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugéat oligosacharid-protein podle
naroku 1, kde polysacharid nebo oligosacharid je ziskan ze streptokoku skupiny B
vybraného ze skupiny sestavajici ze sérotypu la, sérotypu Ib, sérotypu Il, sérotypu llI,

sérotypu V, sérotypu VIil a jejich kombinaci.

6. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle
naroku 4, kde polysacharid nebo oligosacharid je ziskan ze skupiny Meningococcus
vybrané ze skupiny sestavajici ze skupiny B, skupiny C, skupiny Y, skupiny W135 a

jejich kombinaci.

7. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle
naroku 4, kde polysacharid nebo oligosacharid je ziskan z E. coli K1, E. coli K92,
Pneumococcus typu 4, Pneumococcus typu 14, Streptococcus skupiny A,
Streptococcus skupiny C nebo jejich kombinaci.




*e Ssose .. .e

(XX
XXX
*e e
-
ceer
cnoe
seoe
.
sess
»
.
asee
seas

.

33 R L

8. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podie
naroku 1, kde protein je zvolen ze skupiny, kterou tvofi toxoid tetanu, toxoid difterie,
protein vnéj§i membrany Neisseria meningitidis, pneumolysoid, C-B protein ze

skupiny B Streptococcus a IgA nevazajici C-p protein ze skupiny B Streptococcus.

9. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugéat oligosacharid-protein podle
naroku 8, kde protein je produkovan rekombinantné.

10. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugét oligosacharid-protein podle

naroku 9, kde proteinem je rekombinantni protein vné&jSi membrany N. meningitidis.

11. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle

naroku 1, kde polysacharid nebo oligosacharid obsahuje glykosaminoglykan.

12. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugéat oligosacharid-protein podle

»

*
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naroku 1, kde polysacharid nebo oligosacharid obsahuje glykosylové zbytky

opakujicich se strukturnich jednotek majici alespon jednu volnou aminoskupinu nebo

N-acylskupinu.

13. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podie
naroku 12, kde glykosylovy zbytek je zvolen ze skupiny, kterou tvofi glukosamin,

galaktosamin, mannosamin, fukosamin a sialova kyselina.

14. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle
naroku 1, kde N -propionylovany polysacharid nebo N -propionylovany oligosacharid
je pfimo spojen s volnou g-aminoskupinou lysinového zbytku nebo thiolovou

skupinou cysteinového zbytku proteinu.

15. Konjugat polysacharid-protein, obsahujici konjugat N -propionylovany
polysacharid Streptococcus pneumoniae typ 14 - toxoid tetanu, konjugat N -
propionylovany polysacharid skupiny B streptokoku typ Ill - toxoid tetanu, konjugat
N -propionylovany polysacharid skupiny B streptokoku typ Il - toxoid tetanu,
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konjugéat N -propionylovany polysacharid E. coli K1 - toxoid tetanu nebo konjugat N -

propionylovany meningokokalni C polysacharid - toxoid tetanu.

16. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein,
ziskany zplsobem, ktery sestava z:

A) N-deacetylace isolovaného polysacharidu nebo oligosacharidu za pouZiti
N-deacetyladniho ¢&inidla za vzniku N-deacetylovaného polysacharidu nebo N-
deacetylovaného oligosacharidu,

B) N-akryloylace N-deacetylovaného polysacharidu nebo N-deacetylovaného
oligosacharidu akryloylaénim €inidlem za vzniku N-propionylovaného polysacharidu
nebo N-propionylovaného oligosacharidu a

C) pfimého napojeni N-propionylovaného polysacharidu nebo N-
propionylovaného oligosacharidu na protein pro vytvofeni konjugatu polysacharid-

protein nebo konjugéatu oligosacharid-protein.

17. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle
naroku 16, kde polysacharid nebo oligosacharid je ziskan z bakterii, kvasinek,

rakovinnych bunék nebo je chemicky syntetizovan.

18. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle

naroku 16, kde konjugace je provadéna pfi pH kolem 7,0.

19. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligdsacharid-protein podie

naroku 16, kde konjugace je provadéna pfi pH nad 9.

20. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle
naroku 16, kde konjugace je provadéna v &inidle, které je voleno ze skupiny, kterou
tvofti fosfat, pufr karbonat / bikarbonat a boratovy pufr.

21. Konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle
naroku 16, kde N-acetylaénim &inidlem je base nebo enzym a akryloylagni €inidlo je
voleno ze skupiny tvofené N-akryloylchloridem, akryloylanhydridem, akrylovou

kyselinou a dehydrataénim inidlem.

»
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22. Farmaceuticka kompozice, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
konjugat polysacharid-protein nebo konjugat oligosacharid-protein podle naroku 1

nebo 16 a farmaceuticky pfijatelny nosié.

23. Farmaceutickd kompozice podle naroku 22, vyznadujici se

tim, Ze dale obsahuje adjuvans.

24. Farmaceutickd kompozice podle naroku 24, vyznacujici se

tim, Ze adjuvans je zvoleno ze skupiny, kterou tvofi kamenec nebo stearyltyrosin.

25. Farmaceutickda kompozice podle naroku 22, vyznacujici se
tim, Ze dale obsahuje druhou komponentu, pfi€emz tato druha komponenta je
zvolena ze skupiny, kterou tvofi DTP, DTaP, Td, DTaP-Hib, DTaP-IPV-Hib a jejich

kombinace.

26. Imunogen obsahujici konjugat polysacharid-protein nebo konjugat
oligosacharid-protein podle naroku 1 nebo 16, kde tento imunogen vyvolava
polysacharid-specifickou nebo oligosacharid-specifickou imunitni odezvu.

27. Imunogen podle naroku 26, vyznacdujici se tim, Zeimunitni
odezvou je vytvoieni polysacharid-specifického nebo oligosacharid-specifického

imunoglobulinu.

~

28. Imunogen podle naroku 26, vyznadujici se tim, zZe

imunoglobulinem je IgG, IgM, IgA nebo jejich kombinace.

29. Zpusob pfipravy konjugatu polysacharid-protein s [-propionamidovym
spojenim nebo konjugatu oligosacharid-protein s p-propionamidovym spojenim,
vyznacdujici se tim, zZezahrnuje:

A) N-deacetylaci polysacharidu nebo oligosacharidu za pouZiti N-
deacetylaéniho ¢inidla za vzniku N-deacetylovaného polysacharidu nebo N-

deacetylovaného oligosacharidu,
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B) N-akryloylaci N-deacetylovaného polysacharidu nebo N-deacetylovaného
oligosacharidu akryloylaénim ¢inidlem za vzniku B-propionylovaného polysacharidu
nebo B-propionylovaného oligosacharidu a

C) pfimé napojeni B-propionylovaného polysacharidu nebo B-propionamido
oligosacharidu na protein pro vytvofeni konjugatu polysacharid-protein s p-
propionamidovym  spojenim nebo konjugatu oligosacharid-protein s  B-
propionamidovym spojenim.

30. Zplsob podie naroku 29, vyznadujici se tim, Ze N-

acetylaénim &inidlem je base nebo enzym.

31. Zplsob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze N-acetylacni

¢inidlo je voleno ze skupiny, kterou tvoii NaOH, KOH a LiOH.

32. ZplGsob podle naroku 29, vyznacdujici se tim, ze N-
akryloylaéni ¢inidlo je voleno ze skupiny, kterou tvofi akryloylchlorid,

akryoylanhydrid, akrylova kyselina a dehydrataéni €inidlo.

33. Zpusob podle naroku 29, vyznacujici se tim, Ze polysacharid
nebo oligosacharid je ziskavan z bakterii, kvasinek, rakovinnych bunék nebo je

chemicky syntetizovan.

34. ZplGsob podle naroku 29, vyznacujici se tim, Ze polysacharid
nebo oligosacharid je ziskavan z Escherichia coli, Meningococcus, Pneumococcus,

Streptococcus, Haemophilus, Neisseria, Salmonella, Klebsiella nebo Pseudomonas.

35. ZpUusob podle naroku 29, vyznadcujici se tim, Ze protein je
volen ze skupiny, kterou tvofi toxoid tetanu, toxoid difterie, protein neisseriélni vnéjsi
membrany, pneumolysoid, C-p protein ze skupiny B Streptococcus a IgA nevazajici

C-B protein ze skupiny B Streptococcus.

36. ZpUsob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze proteinje

produkovan rekombinantné.

L
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37. Vakcina obsahujici konjugat polysacharid-protein nebo konjugat
oligosacharid-protein podle naroku 1 nebo 16, vyznacdujici se tim, Ze
tato vakcina poskytuje protektivni imunitu proti organismu nebo bunce zpUsobuijici

nemaoc.

38. Vakcina podie naroku 37, vyznacujici se tim, Ze nemoc
zpUsobujici organismus nebo buiika je zvolena ze skupiny, kterou tvoii bakterie,

kvasinky a rakovinné bufiky.

39. Vakcina podle naroku 38, vyznadujici se tim, Ze bakterie jsou
Escherichia coli, Meningococcus, Pneumococcus, Streptococcus, Haemophilus,
Neisseria, Salmonella, Klebsiella nebo Pseudomonas.

40. Vakcina podle naroku 37, vyznadujici se tim, Ze dale
obsahuje druhy imunogen v kombinaci s konjugatem polysacharid-protein nebo
konjugatem oligosacharid-protein, pfi¢emZ tento druhy imunogen je zvolen ze
skupiny, kterou tvofi DTP, DTaP, Td, DTaP-Hib, DTaP-IPV-Hib a jejich kombinace.

41. Pouziti vakciny Apodle naroku 37 pro vyrobu Iéciva k imunizaci savce proti

nemoc zpusobujicimu organismu nebo burice.

42. Pouziti vakciny podle naroku 37 pro vyrobu lé€iva k imunizaci savce proti

Streptococcus pneumoniae.

43. Pouziti vakciny podle naroku 37 pro vyrobu légiva k imunizaci savce proti

skupiné B Streptococcus

44. Pouziti vakciny podle naroku 37 pro vyrobu lé€iva k imunizaci savce proti

skupiné B Neisseria meningitidis

45. Pouziti vakciny podle naroku 37 pro vyrobu lé€iva k imunizaci savce proti

skupiné C Neisseria meningitidis.
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46. Poutiti vakciny podie naroku 37 pro vyrobu léciva k imunizaci savce proti

Haemophilus influenzae typu B.

47. Pouziti konjugatu polysacharid-protein nebo konjugatu oligosacharid-
protein podle naroku 1 nebo 16 pro vyrobu lé€iva k vyvolavani odezvy protilatky na

polysacharid nebo oligosacharid u savce.

48. Imunoglobulin nebo jeho antigen-vazajici fragment, ziskany zplsobem

podle naroku 47.

49. Imunoglobulin podle naroku 48, vybrany ze skupiny, kterou tvofi IgG
protilatka, IgM protilatka, IgA protilatka a jejich kombinace.

50. Imunoglobulin podle naroku 49, kde protilatkou je isolovany IgG.

51. Isolovana protilatka nebo jeji antigen-vazajici fragment, vyvolané jako
odezva na konjugat polysacharid-protein s p-propionamidovym spojenim nebo
konjugat oligosacharid-protein s B-propionamidovym spojenim podle naroku 1 a 16,
pfiéemz tato protildtka nebo jeji antigen-vazajici fragment je specificky
imunoreaktivni s N-propionylovanym polysacharidem nebo s N-propionylovanym
oligosacharidem a imunoreaktivni s nativhim N—acetylovanym polysacharidem, z
néhoz byl p-propionylovany polysacharid nebo B-propionylovany oligosacharid

odvozen.

52. Protilatka nebo jeji antigen-vazaijici fragment podle naroku 51, kde nativni
N-acetylovany polysacharid je komponentem bakterii, kvasinek nebo rakovinnych

bunék.

53. Protilatka nebo jeji antigen-vazajici fragment podle naroku 52, kde
polysacharid pochazi z Escherichia coli, Meningococcus, Pneumococcus,

Streptococcus, Haemophilus, Neisseria, Salmonella, Klebsiella nebo Pseudomonas.
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54. Protilatka nebo jeji antigen-vazajici fragment podle naroku 51, kde

protilatka je produkovana rekombinantné.

55. Pouziti imunoglobulinu nebo protilatky podle naroku 48 nebo 51 k vyrobé

IéCiva k pasivni imunizaci proti nemoc zpUsobujicimu organismu nebo burikam.

56. Pouziti podle naroku 55, kde imunoglobulin je isolovana IgG protilatka

nebo jeji antigen-vazajici fragment.

57. Poutiti podle naroku 55, kde imunoglobulin je isolovana IgM protilatka
nebo jeji antigen-vazajici fragment.

58. Pouiziti podle naroku 55, kde imunoglobulin je isolovana IgA protilatka

nebo jeji antigen-vazajici fragment.
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OBRAZEK 1
Base CH,=CHCOCI
PS-NHAC —» PS-NH, » PS-NHCOCH=CH,
Enzym
(1) (2) (3)
pH 9-10
(3) + eNH.-Lys-Pro — > PS-NHCOCH,; CH,- eNH -Lys-Pro
konjugat

pH neutralni

(3) + HS-Cys-Pro - » PS-NHCOCH;

PS = polysacharid
Pro = protein

CHz-S]Cys-Pro
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