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V tomto feSeni se popisuji vakcinagni prostiedky obsahujici
T-nezavislé nebo polysacharidové konjugagni vakeiny, kde se
jako adjuvans pouZiva imunostimulacni CpG oligonukleotid.



Vakcina

Oblast techniky

Vyndlez se vztahuje k novym vakcina&nim formulacim a ke

zptsobu jejich produkce a jejich pouZiti v mediciné.

Dosavadni stav techniky

Tmunomodulad&ni oligonukleotidy obsahujici nemetylované CpG

dinukleotidy (CpG) jsou dobfe znamy Vv oboru (WO 96/02555, EP

468520). CpG Je =zkratka dinukleotidového motivu cytozin-
guanozin pritomného v DNA. Zjistilo se, Ze frakce DNA BCG
mohou vykazovat protinadorovy G&inek. V daldi studii se
ukazalo, e syntetické oligonukleotidy odvozené genovych

sekvenci BCG jsou schopny indukovat imunomoduladni udinky (jak
in vitro tak in vivo). Dale se zjistilo, ze jisté
palindromické sekvence, které zahrnuji ustfedni motiv GC,
nesou tuto aktivitu (Tokunaga, T. et al., Microbial. Immunol.
36: 55 (1992)). Dulezitd role motivu GC v imunostimulaci se
pozd&ji popisuje Vv publikaci Krieg, Nature, 374, Pp. 54¢,
(1995). Detailni analyza ukézala, Ze motiv GC mé& sekvence,
které jsou b&Zné v bakterialni DNA, ale fidce se vyskytujil
v DNA obratlovci.

védei veéri, Ze tento vyvojovy rozdil umoZfiuje imunitnimu

systému obratlovclh detekovat pritomnost bakteridlni DNA (které

se objevi béhem infekce), coz vede néasledné ke stimulaci
imunitniho systému. Imunostimulacni aktivita se prokazala u
sekvenci tak malych, Ze obsahuji 15 nukleotidovych bazi
(popisuje se Vv publikaci Krieg, et al., Nature 374: 546
(1995)). Dale se Vv této publikaci uvadi, Ze CpG motiv nesmi
byt metylovéan. Je nutné fici, Ze oligo musi byt v hexamerovem
usporadani: purin purin CG pyrimidin pyrimidin, ale to neni

obligatni.
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Mikroorganizmus Streptococcus pneumoniae je gram pdzitivni
pakterie, ktera je pro 1lidi patogenni. Zpﬁsobujé; invazivni
onemocné&ni, Jjako Jje pneumonie, bakteriémie a meningitida a
onemocnéni spojené s kolonizaci, Jjako je akutni otitida.
Mechanizmy, kterymi se pneumokoci dostavaji do plic, do
mozkomi&niho moku a krve neni zcela znam. Rust bakterii, které
napadaji normalni plicni alveolus, se inhibuje jejich
relativni suchosti a fagocytovou aktivitou alveoldrnich
makrofag. Libovolneé porudeni anatomického a fyziologického
uspofadani  téchto obrannych tendenci zvy3uje nachylnost
k infekci plic. Bunéénd sténa mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae ma duleZitou tlohu pii vytvofeni zan&tlivé odezvy
ve veolusu plic (popisuje se v publikaci Gillespie et al., I
and I 65: 3936). K uvolnéni komponentl buné&né stény dochézi
na konci cyklu r@stu pneumokoki autolyzi zpisobenou syntézou
proteinu N-acetylmuramoyl-L-alaninamidazy (lytA). DNA Jje moZné
avolnit do infikované oblasti po autolyzi pneumokoki.

Aby organizmus dosahl G&inné imunitni odezvy proti
bakteriim, které ho napadly, musi vykazovat mechanizmy, které
koordinuji typ dimunitni odezvy, pak dochazi k zastaveni
infekce. V pripadé vnitrobunéénych patogent dojde - ke
koordinaci buné&cné a humofélni imunitni odezvy. Uvedené odezvy
se kontroluji bunkami T typu Thl a Th2. Avsak extrabunééné
bakterie ¢&asto vyuZivajil polysacharid bud ve form& kapsule
nebo ve form& lipopolysacharidu, aby samy sebe ochranily pfed
Gu&inky sérového komplementu, ktery mizZe lyzovat bakterie nebo
je ¢inni nachylnymi vac&i fagocyttm, Jjako Jsou makrofagy a
neutrofily.

V tomto pripadé imunitni odezva jde po jiné dréaze, Je to
T-nezavisld imunitni odezva. T-nezavisld imunitni odezva se
mt¥e dale rozdé&lit na typ 1 a typ 2. T-nezavislé antigeny typ
2 maji charakteristiky vyjadfené polysacaharidovymi antigeny,
které zahrnuji opakujici se antigenni epitopy S velkou

molekulovou hmotnosti, schopnost aktivovat kaskadu
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komplementu, jejich schopnost in vivo degradovat a Jjejich
uplnd neschopnost stimulovat MGC t¥ida II zavislou na
pomocnych T bunikach (popisuje se v publikaci Mond et al., Annu
Rev TImmunol 13: 655-92). Antigeny typu 1, které nejsou podobné
polysacharidim, Jsou mitogennir pro B buttky a zahrnuji
lipopolysacharidy (LPS). T-nezavislé antigeny typu 2 nemohou
stimulovat odezvy u neonatdlnich mySi nebo.myéi CBA/N, ktereé
nesou X-spojeny defekt B bunék (xid my3i), zatimco antigeny
typu 1 tuto odezvu stimulovat mohou.

Antigeny typu 2 vyvolavaji slabsi imunitni odezvy ve
srovnani s T-nezavislymi  antigeny, jako  Jjsou  proteiny.
Proteiny jsou schopny aktivovat B bufiky a indukovat vylucovani
protilatek tim, Ze se zpracovavaji do peptidd a vyluc¢ujl se na
povrchu B buiky v kontextu s MHC t#ida II, coZ umoZiuje B
bufice interagovat s T buitkami a obdrzet dal3i signaly, které
jsou nutné pro maximadlni proliferaci a dozravani B bunék.
Zatimco oligonukleotidy se mohou v nékterych  pfipadech
spojovat s MHC tiida II (popisuje se v publikaci Ishioka et
al., J. Immunol. 148: 2446-2451) a lipidované polysacharidy se
spojuji s CDl1, které se nachazeji na lymfocytech (Fairhurst,
R. M. et al., Immunology Today 19: 257 (1998)), kde je znam
mechanizmus pfitomnosti antigen typu 2 na T bunkach.

Vicendsobné opakujici se zaklad polysacharidového
polymerového antigenu mize zpusobit Fetézeni receptori na
povrchu B bunék, coz vede k aktivaci B bun&k mechanizmem,
ktery nevykazujli T bufiky. Polysacharidy tak jsou T-nezavislé
antigeny a Jjsou charakterizovany u zvirat a u déti produkci
protilatek IgM a nedostatkem posilovaci a imunologické pamé&ti.
pouze dospé&li 1lidé mohou produkovat podstatné mnozstvi
protilétek IgG proti (ale nikoli v0&i vdem) polysacharidovym
antigentm. Schopnost pfeménit izotyp protilatek na . protilatky
IgG souhlasi s vyskytem receptoru komplementu 2 (CR2) na B

pbutikdch u kojencd a u déti mezi 1,5 a 2 roky a to miZe Jjim
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poskytnout daldi signal nutny pro aktivaci a dozravani B
bunék.

‘Vyndlez na jednu stranu popisuje wvakcinaéni formulaci,
kterd je schopna vyvolat imunitni odezvu na antigen nezavisly
na T butice. Produkce protilatek IgG na kapsulédrni
polysacharidy bakterii Jje podstatna, protoZe vykazuje zdkladni
mechanizmus ochrany proti  témto bakteriim. Lyze
zprost¥edkovand komplementem a opsonofagocytdza Jsou s timto
izotypem protildtek nejvice 4&inné (popisuje se v publikacich
Maslanka et al., Clin Diag Lab Immunol 4: 156-67, and Romero-
Steiner et al., Clin Diag Lab Immunol 4: 415-22) .

Vakciny zaloZené na polysacharidovém antigenu Jsou dobfte. .

znémy v oboru a &tyfi z nich Jsou ur&eny pro pouZivani u lidi.
Jsou to Vi polysacharid mikrorganizmu Salmonella typhi,
polysacharid PRP z mikroorganizmu Haemophilus influenzae,
tetravalentni meningokokova vakcina, kterd obsahuje sérotypy
A, C, W135 a Y a 23 valentni pneumokokova vakcina sloZena
vA polysacharid&, kterd odpovidd sérotypim 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
7F, 8, 9N, 9v, 10A, 11a, 12F, 14, 158, 1F, 18C, 19a, 19F, 20,
22F, 23F a 33.

Posledni tri uvedené vakciny umoZiiuji ochranu proti
pakteriim, které zplsobujil respiradni infekce, Jenz vedou
k vysoké nemocnosti a Gmrtnosti kojenct, tyto vakciny. nejsou
vhodné pro déti mlad8ich dvou let, protoze v této vékové
skupin& je vakcina slab& imunogenni.

U shora uvedenych polysacharidovych vakcin se klinicka
a&innost demonstruje ruznymi zptisoby. Odhadlo se, e vakcina
obsahujici polysacharid Vi m& udinnost mezi 55 a 77 % pri
prevgnci kultury, ktera zplisobuje b¥idni tyf (popisuje se
v publikaci Plotkin and Cam, Arch Intern Med 155: 2293-99).
Ukazalo se, Ze vakcina obsahujici meningokokalni C
polysacharid vykazuje pfi epidemii G&innost 79 % (popisuje se
v publikaci De Wals P, et al., Bull World Health Orgén. 74:

407-411). 23 valentni pneumokokova vakcina vykazuje velké




kolisani hodnoty klinické wG&innosti od 0% do 81% (popisuje se
v publikaci Fedson et al., Arch Intern Med. 154: 2531-2535).
U&innost vakciny se vztahuje ke skupin&, ktera se imunizuje,
naptiklad prestérli 1idé, 1lidé trpici Hodgkinsovou nemoci,
splenektomii, srpkovitou anemii a agammaglobulinaemil
(popisuje se v publikaci Fine et al., Arch Intern Med. 154:
2666-2677) a také se vztahuje k manifestaci onemocnéni. 23
valentni vakcina neprokazala ochranu proti pneumokokovémnu
zédpalu plic a otitidé&. Je obecné znadmo, Ze u&innost ochrany
pneumokokové vakciny je vice &i méné spojend s koncentraci
protilatek indukovanych po vakcinaci. Prijalo se 23
polysacharidd po té, co se prokazala imunogenicita kazdého
komponentu (popisuje se v publikaci Ed. Williams et al., New
York Academy of Sciences 1995 pp 241-249).

Aby se zesilila odezva na pneumokokové polysacharidy,
které jsou obsaZeny Vv 23 valentni vakcin&, vynalezci se
pokusily =zlep3it imunitni odezvu pfidédnim imunostimulacéniho

&inidla QS21 EP 362 279 a dQs2l WO 96/33739). U opic Rhesus se

viak nezjistilo Zadné zesileni imunitni odezvy na
polysacharidy.

V publikaci Threadgill et al, Veccine 1998 Vol 16(1) p76
se uvadi, Ze imunostimulacni CpC oligonukleotidy snizZuji
polysacharidovou specifickou protildtkovou odezvu, kdy

oligonukleotid vytvari formulaci spolu s polysacharidem
mikroorganizmu Pseudomonas aeruginosa.

Ptekvapivé se zjistilo, Ze Je moZné upravit imunitni
odezvu va&i pneumokokovym polysacahridovym vakcindm tim, Ze se
p¥ipravi spolu s imunostimuladnim CpG oligonukleotidem. Takové
formulace poskytuji imunitni odezvu, kterd produkuje podstatné
mnozstvi protildtek IgG.

Vynélez poskytuje vakcinacni kompozici obsahujici
polysacharidovy antigen spolu s adjuvans, kterym je

imunostimula&ni oligonukleotid.
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Polysacharidovy antigen miZe byt nebo nemusi byt spojen
s nosidovym proteinem, ktery poskytuje epitopy buné&k T.

Oligonukleotidy mohou byt DNA nebo RNA, ale pfrednostné
obsahuji hexamérovy motiv: purin  purin CpG pyrimidin
pyrimidin. Uptednostiiuje se, aby se vnitronukleotidové vazba
upravila, aby se zvySila stabilita oligonukleotidu.
Preferovanou modifikaci jsou fosforothidtové vazby. Protein
lytA, ktery se podili na katalytické degradaci buné&&né steéeny
pneumokokd se produkuje v dobé&, kdy doéhézi k autolyzi a
soudidsti indukovaného operonu (popisuje se v publikaci Mol.
Microbiol. 29: 1125 (1998)). B&hem syntézy proteinu lytaA je
pfitomno velké mnoZstvi mRNA kédujici tento protein. Dale
protein lytA obsahuje oblast vazajici fosforylcholin, ktera
obsahuje opakované sekvence DNA (Yother and Briles, J.
RBacteriol. 174: 601 (1992)). Tuto oblast Jje moZné najit na
mnoha 7jinych proteinech pfitomnych na streptokokach, které
va¥ou cholin. Nasledujici CpG sekvence se identifikovaly
z oblasti proteinu 1lytA a proteinu A (cbpA), které vazZou
fosforylchelin (popisuje se Vv publikaci Rosenow et al., Mol.

Microbiol. 25: 819-829 (1997)).

OLIGO 1: GCTACTGGTACG TACATTC AGACGGC TCTT (lytA)
OLIGO 2: ACTATCTAAACGCTAATGGTGCTATGGCGACAGGATGGCT (cbpA)

a mohou se pouZit v souladu s vynalezem.
Niasledujici oligonukleotidové imunostimuladéni  sekvence

také tvori preferované provedeni vynalezu.

OLIGO 3: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT
OLIGO 4: TCT CCC AGC GTG CGC CAT

CpG sekvence a lemujici sekvence Jjsou podtrZeny a jsou zde
také konzervativni motivy ACGT, ACG a GCG. Sekvence ziskané

z oblasti pneumokokovych proteind, které vazou cholin maji dva




CpG motivy, které nezdvisle opakuji 10 nebo 15 nukleotidovych
bazi, a motiv zaloZeny na této vzdalenosti nukleotidovych bazi
mezi dvéma CpG se objevuje v proteinu lytA a CbpA trikrat a
p&tkrat. Publikované sekvence vsak maji dva motivy CpG, které
jsou nezadvisle tvofeny sedmi nebo dvéma nukleotidovymi béazemi.

V jednom provedeni vynalezu, kde se kombinovala komercné
dostupna 23 valentni polysacahridovd vakcina (Pneumovax,
Pasteur Merieux) s adjuvans CpG se podstatné zvysila imunitni
odezva (protilatky IgG) zv1la3té na polysacharid typu 19F a 14,
kdy se vakcina aplikuje do svalu.

Je vyhodné, #e uvedené provedenil vynalezu je schopné
zvydit u¢innost komercné dostupné pneumokokové vakciny. To je
sv14%té dualezité u populace s vysokym nebezpedim vakcinace,
svla&téd u té&ch, kte?i vykazuji sub-optimédlni protilatkové
odezvy na polysacharidy. Takovd populace muZe zahrnovat, ale
neni omezena na prestédrlé 1lidi, pacilenty trpici libovolnym
z nasledujicich onemocnéni: splenektomye, kongenitédlni
asplenie, hyposplenie, srpkovita anémie, cyklicka neutropenie,
neutropenie indukovand 1léky, aplasticka anemie, kongenitédlni
agamaglobulinemie, hypogamaglobulinemie, selektivni
nedostatednost podtfidy IgG, myelom, chronicka lymfocytérni
leukémie, lymfom, infekce HIV, multifaktorialni stavy, Jjako Je
1é&ba glukokortikoidy, Spatna vyziva, cirhdéza Jjater, selhéni
&innosti ledvin, cukrovka, alkoholizmus, chronické onemocnéni,
hospitalizace, unava, stres, plisobeni nizkych teplot,
respiraéni infekce, chfipka, astma. Tato populace miZe také
zahrnovat pracovniky ve zdravotnictvi, vojaky, vézné& nebo
jiné, kam patfi Skolaci nebo cestovatelé, kterym se aplikuje
plné vakcinacni pokryti.

'Pfi preferované aplikaci se CpG pou?ivad k zesileni odezvy
na polysacharidovou vakcinu, kterd se pouziva jako upominaci
davka d&tem ve vé&ku mezi 6 a 24 mésici, u kterych uZz probéhla

primdrni imunizace s multivalentnim konjugdtem obsahujicim

pneumokokovy polysacharid-protein. Takové vakciny vyuzZivané




pri primarni imunizaci mohou také obsahovat jako adjuvans CpG
oligonukleotid. V jednom provedeni vyndlezu se popisuje metoda
imunizace pacienta, kterd =zahrnuje aplikaci G&inného mnoZstvi
vakciny podle vynalezu.

Ve druhém provedeni podle vynalezu se popisuje zpusob
upominaci imunitni odezvy na antigen tim, Ze se aplikuje
antigen nezavisly na T buikdch spolu s CpG imunostimuladnim
oligonukleotidem. CpG muZe slouZit 3jako adjuvans v souladu
s vynadlezem také \% jiné vakciné zalozené na jiném
polysacharidu a antigenu nezédvislém na T bufikdch. Tyto vakciny
zahrnuji, ale nejsou omezeny na vakcinu obsahujici Vi
polysacharid proti mikroorganizmu Salmonella typhi,
tetravalentni polysacharidovou vakcinu (obsahujici typy A, C,

W135 a Y), polysacharid a upravené polysacahridy meningokokl

skupiny B, polysacharidy mikroorganizmu Streptococcus
agalactae, polysacharidy z mykobakterii naptiklad
Mycobacterium tuberculosis, jako je naptiklad

manofosfoinisitidazovd trehaldza, mykolova kyselina, mandza
s Cepickou s arabinomanani, kapsule vytvorené z téchto
polysacharidi a arabinogalaktany, polysacharid
z mikroorganizmu Cryptococcus neoformans, lipopolysacharidy
netypovatelného mikroorganizmu Haemophilus influenzae,
lipopolysacharidy mikroorganizmu Moraxella catharralis,
lipopolysacharidy mikroorganizmu Shigella sonnei,
lipopeptidofosfoglykan (LPPG) mikroorganizmu Trypanosoma
cruzi, gangliosidy GD3, GD2 spojené s rakovinou, muciny
spojené nadory, zvlasté pak T-F antigen a sialylT-F antigen a
polysacharid spojeny s HIV, ktery je strukturou p¥ibuzny
antigenu T-F. Jineé antigeny nezavislé na T butikdch se mohou
ziskat z mikroorganizmi Salmonella, Cholera, Echerichia,
Chlamydia a Plasmodium.

priprava vakciny se v obecném pripadé& popisuje Vv publikaci
Pharmaceutical Biotechnology, vol 6. Vaccine Design - the

subunit and adjuvans approach, Powell and Newman, Plenurn




Press, 1995. Kapsulizace do lipozomi se popisuje napfiklad
v dokumentu Fullerton, US patent 4,235,877. Konjugace proteind
na makromolekuly se popisuje napfiklad v dokumentu Likhite, US
patent 4,372,945 a Armor et al., US patentu 4,474,757.

Mno¥stvi proteinu v kazdé vakcinacni davce se vybralo jako
_ mno¥stvi, které indukuje imunoochranou odezvu, aniZ dochéazi
k podstatnému, nezadoucimu vedlejsimu u&inku, jako Jje tomu u
typickych vakcin. Takové mnostvi bude kolisat v zavislosti na
specifickém pouZitém imunogenu a na jeho prezentaci. V obecném
pripadé& se oclekava, e kazda davka bude obsahovat 0,1 az 1 000
Mg polysacharidu nebo konjugatu polysacharid-protein,
upfednostiiuje se 2 az 100 pg, nejvice se uprednostiiuje 4 aZ 40
pLg. Optimédlni mno?stvi vhodné pro uréitou vakcinu se mazZe
zjistit ze standardnich studii, které zahrnuji pozorovani
vhodnych imunitnich odezev u subjektu. Po poc&atelni vakcinaci
se mafe subjektu aplikovat Jedna nebo nékolik opakovanych
adekvatn& umisté&nych imunizaci.

Oligonukleotidy vyuZivané podle vynalezu jsou v typickém
pripadé deoxynukleotidy. V preferovaném provedeni vynalezu
internukleotid vézany na oligonukleotid je fosforodithioat
nebo vice se upfednostiiuje fosforothiodtova vazba, ackoli
fosfodiestery jsou zahrnuty do vynalezu. Mohou se pouzit jiné
internukleotidové vazby, které stabilizuji oligonukleotid.

CpG internukleotidy vyuzivané podle vynalezu se mohou
syntetizovat libovolnou metodou, kterd Jje zndma Vv oboru
(popisuje se naptiklad v dokumentu EP 468 520). Takove
oligonukleotidy se mohou syntetizovat vyuZitim automatického
syntetizéru. Metody vhodné pro produkci fosforothiodtovych
oligonukleotidd nebo fosforodithiodtu se popisuji v dokumentu

Us 5,663,153, UsS 5,278,302 a WO 95/26204.

priklady provedeni vynalezu
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Priklad 1: PouZiti CpG jako adjuvans spolu s 23 valentnim

pneumokokovym polysacharidem u my3i.

Ochrana proti infekci zpusobené pneumokoky je
zprostfredkovana protilatkami IgG vaci kapsuldrnimu
polysacharidu spolu s uloZenim komplementu, ktery ¢ini
bakterie nachylné k usmrceni neutrofily prostfednictvim

opsonofagocytézy. Ulinnost ochrany vakciny se miZe odhadnout
na =zaklad& indukce protildtek IgG. Skupiny deseti my3i se
jednou imunizovaly s komerc¢né dostupnou 23-valentni vakcinou
obsahujici polysacharidy pneumokokd. Davka tvori 2/10, 1/50
nebo 1/250 lidské davky (57,7, 11,5 a 2,3 pg celkového
polysacharidu). Vakcina obsahuje jako adjuvans CpG (30 ug oligo
1), CpG + Alum. Po imunizaci se kaZdych 7 dni po dobu Ctyf
tydnt méFily koncentrace sérového IgG viéi 4 nejdileZitéjsSim

sérotypovym polysacharidam (6B, 14, 19F a 23F) testem ELISA.

Materialy a metody

Imunizovaly se nésledujici skupiny (kaZdad skupina obsahuje
10 my3i (balb/c)):
23 valent v koncentraci 2,3, 11,5 a 57,5 upg/davku (1/250, 1/50
a 1/10 lidské davky)
23 valent + CpG (50 pg) ve stejném rozmezi davky)

23 valent + CpG + AL(OH); ve stejném davkovém rozmezi

PouzZité komponenty

komponent série koncentrace pufr
pug/ml

23 valent. 95K03~-HC56630 1150 fyziolog.

Pasteur Mérieux roztok

(Pneumovax 23)

CpG oligo 3 5 000 voda

AL (OH) 5 96A0089 10 380 voda
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Tvorba formulace

Pneumovax se natedil ve vodé& a 10 krat koncentrovaném 10
mM PO,, 150 mM NaCl pH6,8, pricemZ se ziskal antigen v mnozstvi
2,3, 11,5 nebo 57,7 pug v jedné davce. Po 30 minutdch se pridal
CpG a v pripadé skupin obsahujicich Al(OH)3 se formulace
adsorbovaly po dobu 30 minut na bud Al(OH)3z (50 pg). Jako

konzervadni &inidlo se pfidal Thiomersal (50 pg/ml).

ELISA

Ve skupin& bylo 10 zvifat, ale protoZe vykrvacenl se
provadélo kazdy tyden, krvacelo se kaZdy tyden pouze 5 zvirat.
ELISA a opsonofagocytdza se provedly se sebranymi séry.

Test ELISA se provedl m&fenim my$ich IgG =za pouZiti

protokolu, ktery se =ziskal z workshopu WHO pro test ELISA,

ktery je vhodny pro kvantifikaci protilatek IgG proti.

kapsuldrnim polysacharidim mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae v lidském séru. Ci3tény kapsuldrni polysacharid se
nanese pfimo na mikrotitra&ni desticku. Vzorky séra se predem
inkubuji s polysacharidem bunéné stény, ktery Je bézZny pro
v8echny pneumokoky a ktery je pfitomen v koncentraci 0,5 %
(popisuje se v dokumentu EP72513 Bl). Cinidla (Jackson
ImmunoLaboratories Inc.) se pouZily k detekcli navézaného
my3iho IgG. Titra¢ni k¥ivky se vztidhly k vnitfnim standardim
(monoklondlni protilatky) logistickou log rovnici. Vypolty se
provedly za pouziti softwaru SoftMaxPro. Maximdlni absolutni
chyba uvedenych vysledkl se o&ekdvala byt délitelem 2.

Q

Relativni chyba je men3i nezi 30 %.

Vysledky

Izotyp protildtek IgG se zjistil proti sérotypu 14 a 196G,
ale nikoli proti 6B a 23F a vysledky v pfipadé sérotypu 14
jsou pfitomny na obrazku &. 1. Odezva je zéVislé na davce, kdy
nejsiln&jsdi odezva se ziskala pfi davce 1/10 lidské davky, coZ

indikuje, Ze IgG odezva Jje specifickéd pro polysacharid. To Je
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neobvyklé, protoZe my3i v normdlnim pfipadé produkuji proti
polysacharidim pneumokokd pouze IgM. Nejvy3si odezva se
dosédhlo 1l4-ty den po imunizaci, coZ neni neobvyklé, protoZe
antigeny nezavislé na T buikdch neindukuji pamét.

Aby se zjistila odchylka a statistickd signifikance (data
nejsou uvedena) provedla se dal3i analyza. Odezva na 1/10
lidské davky 23-valentni vakciny se (statisticky) podstatné
zesilila, kdyZ se pfidalo samotné adjuvans CpG (v pfipadé typu
19, GMC 0,8 ve srovndni s 3,7 ug/ml p=0,07, v pripadé typu 14,
GMC 0,19 ve srovnéni s 3,4 pg/ml p=0,001). TytéZ vysledky se
ziskaly pri davce 1/50 a 1/250, kdy se mé&rily protilédtky proti
typu 14. Odezvy na typ 14 se podstatné zesilily, kdyZ se
ptidalo adjuvans CpG+Alum.

Nejsilné&jdi odezva se vyvolala, kdyZ se jako adjuvans pro

vakcinu pouZilo samotné CpG.

P#iklad 2: U&inek pouziti adjuvans CpG na imunogenicitu
tetravalentnich  pneumokokovych konjugadtid  PS-PD
v modelu narozenych myS3i.

Model narozenych my3i se vybral proto, Ze publikovanad data
ukazuji, ze relativni imunogenicita 4 pneumokokovych
polysacharidovych proteinovych konjugdtii u novorozencld Jje vice
podobnéd krysém nez my3im. V pfipadé novorozenych krys plati,
Ye 6B<23F<14<19F. Novorozené krysy se vybraly, protoZe jejich
imunitni systém vykazoval vyvojovou nezralost, kterd je
podobna jako u lidskych novorozencu.

Novorozené krysy se imunizovaly tetravalentnimi
pneumokokovymi  polysacharidovymi-PD‘* konjugadty v rozmezi
p&tinasobku davky a adjuvans CpG a AlPO, + CpG. Oligo 1 se
pouzil v davce 100 pg. Zvifata se poprvé imunizovala, kdyZz byly
7 dni staré a naslednd imunizace prob&hla o 14 a 28 dni
pozdé&ji. Serologické testy se provedly ve vzorcich odebranych

42. den (14 dni po III) a 56. den (28 dni po III).
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Nejlepsi adjuvans byl samotny CpG: zvy3uje hodnoty
geometrického pruméru koncentrace IgG a opsoninové titry vaci
6B, 23F a 19F, zatimco titry v pripadé sérotypu 14 byly
srovnatelné Jjinymi pfipravkami, které obsahuji adjuvans.
Formulace obsahujici samotné CpG Jje také schopna podstatné

zvy$it rychlost konverze séra na sérotyp 6B-PD.

Materidly a Metody
Vakcinaéni skupiny

Série vakciny DSP0401lx obsahuje Tetravalentni PS-PD
klinické série D6BPJ208 + D14PDJ202 + D19PJ206 + D23PDJ212 +

ESPLOO1L obsahuje  Tetravalentni PS-LPD série

D23PDJ212.

E6BLO40P + E14L66P + E19FLO33P + E23FL21P.

skupina vakcinadni adjuvans davka (ug
serie | kazdého PS)

1 Zadné CpG -

2 DSP0401x zadné 0,1

3 DSP0401x Zadné 0,5

4 DSP0401x A1PO4 0,1

5 DSPO401x A1PO4 0,5

6 DSP0401x A1PO4 2,5

7 ESPL0OO1 A1PO4 0,1

5 ESPLO01 ALP04 0,5

9 ESPLOO1 A1PO4 1,25

10 DSP0401x CpG 0,1

11 DSP0401x CpG 0,5

12 DSP0401x CpG/ALP0O4 0,1

13 DSP0401x CpG/A1P0O4 0,5

PouzZité komponenty

komponent série koncentrace pufr

(ng/ml)
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konjugdt PD6B D6BPDJ208 206 NaCl 0,2 M
pHG6,5
konjugat PD14 D14PDJ202 186 NaCl 0,2 M
pH6,5 |
konjugat PD19 D19PDJ206 175 NéCl 0,2 M
pHG6,5
monovalentni D6BPDD208 100 NaCl 150 mM
PD6B pHG, 1
monovalentni D14PDD202 100 NaCl 150 mM
PD14 pH6, 1
monovalentni D19PDD206 100 NaCl 150 mM
PD19 pH6, 1
monovalentni D23PDD212 96 NaCl 150 mM
PD23 pHG, 1
monovalentni E6BL0O40P 50 NaCl 150 mM
LPD6B pH6, 1
monovalentni E14FL66P 50 NaCl 150 mM
LPD14 pH6, 1
monovalentni E19FLO33P 50 NaCl 150 mM
LPD19S pH6, 1
monovalentni E23FL21P 50 NaCl 150 mM
LPD23 pH6, 1
tetravalentni ESPLO01 5/valence NaCl 150 mM
LPD pHG6, 1
CpG oligo 1, WD1001|5 000 voda
A1PO4 97D0045 5 040 NaCl 150 mM
pH6,1
Postup formulace
Neadsorbované tetravalenty
Etyfi konjugaty se Ffedily ve vodé a v desetkrat

koncentrovaném NaCl 150 mM.

fenoxyetanol

(500 pg/ml).

Jako konzervadni ¢inidlo se pfidal
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JestliZe Jje ©potreba CpG, pak se k neadsorbovanému
tetravelentu pfidd wuvedeny oligonukleotid. Je-1i  trteba,

izotonocita a fedéni se upravi pomoci NacCl.

Adsorbované tetravalenty
Ctyri koncentrované, adsorbované monovalenty se Fedily
vodou a v desetinasobné koncentrovaném NaCl 150 mM a pak se

pfidal komplement AlPO4. Jako konzervadni ¢&inidlo se pfidal

fenoxyetanol (500 pg/ml).

JestliZe Je potfeba véts3i rfedéni, tetravalenty se fedi
v ALPO4 v koncentraci 1 mg/ml. Tato fedéni se pripravuji
v NaCl 150 mM.

JestliZe je potfeba CpG, k adsorbovanym tetravalentim se
p¥idad oligonukleotid. Je-1i t¥eba, izotonocita a <fedénl se
upravi NaCl v koncentraci 1 500 mM a jestliZe je potteba
udé&lat daldi fedé&ni, pfridéd se redidlo AlPO4 v koncentraci 1,3
nebo 1,8 mg/ml v NaCl.

Viechny formulace se pfipravuji v nesilikonizovanych

sklenénych zkumavkach.

Imunizaéni protokol

Novorozené krysy se ndhodn& rozd&lily rlGznych matkam. KdyZ
se poprvé imunizovaly, bylo jim 7 dni. O 14 a 28 dni pozdéji
se provedly dal3i imunizace. Vykrvaceni se provedlo v den 42
(14 dni po III) a 56 (28 dni po III). VSechny vakciny se
zavedly podkoZni injekci. V kaZdé vakcinaéni skupiné bylo 10

krys.

Test‘ELISA

Test ELISA provedl m&Feni krysich IgG za pouZiti protokolu
ziskaného z wdrkshopu WHO ~ELISA procedure for the
quantitation of IgG antibody against Streptococcus pneumoniae
capsular polysaccharides in human serum". Cidtény kapsulérni

polysacharid se p¥imo potdhl na mikrotitracni desticku. Vzorky
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sér se predem inkubovaly s polysacharidem 2z bunécné stény,
ktery se bé&%né& vyskytuje u v3ech pneumokokl a ktery tvofi
pr¥iblizn& 0,5 % <&i%ténych pneumokokovych polysacharidu.
¢inidla (Jackson ImmunolLaboratories Inc.) se pouZily k detekci
navazaného my$iho IgG. Titradni k¥ivky se vztdhly k vnit¥nim
standardim (monoklondlni protildtky) logistickou log rovnici.
Vypodty se provedly za pouZiti softwaru SoftMaxPro. Standardni
séra se kalibrovala za pouZiti metody barevné odezvy a ukazalo
se, %e hodnoty odpovidaji odhadu koncentraci IgG, které se

zjistily p¥i imunoprecipitaci.

Opsonofagocytdza

Opsonofagocytovy test se uskutednil podle nésledujiciho
CDC protokolu (Streptococcus pneumoniae opsonofagocytdza za
pou#iti diferenciovanych bun&k HL60, verze 1.1). Upravy
zahrnovaly pouiiti pneumokokovych kment s domécich zdrojl a
fagocytové buitiky HL60 se nahradily <&isténymi lidskymi PMN.

Krysi polyklondlni séra se pouZily jako pozitivni kontrola.

Vysledky

Obrazek &. 2 wukazuje hodnotu geometrického pruméru
koncentraci IgG proti sérotypu 6B tetravalentnimi kombinacemi
ﬁopsanYmi v odstavci Materidl a metody. Za ulelem Jjasnosti se
osy rozd&lily adjuvans a davkou. Podobné vysledky se ziskaly
proti sérotypim 19F a 23F, ale typ 14 vykazuje vice homogenni
odezvu va&i vdem adjuvans a davkédm. Biologickd aktivita
sebraného séra z kaidé skupiny adjuvans a davky se méfila
opsonofagocytézou. Opsonizaéni aktivita, ktera se vztahla ke
koncentraci IgG, dala odhad funkéni aktivity antiséra. Hodnoty
uvedéné v tabulce &. 1 ukazuji, Ze v3echny adjuvans indukuji
protilatky, které maji pfibliZn& stejnou kapacitu opsonizovat
streptokoky. Tak CpG indukuje specifické protilatky a zvysSeni

koncentrace protildtek koreluje se zvySenim ulinnosti ochrany.

se
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podstatné

IgG,

opsonizad¢ni aktivitu a imunologickou pamé&t na tetravaletni

PS-PD.

e Davka

s davkou 0,5 pg v pripadé konjugdtl PS-PD sérotypu 6B,

0,1

23F na AlPO4.

¢ Koncentrace IgG se podstatné zvy3uji proti sérotyplm 6B,

Kg

je

podstatné

vice

imunogenni

ve

srovnani -

19F a

19F

a 23F, kdyZ se ve vakciné pouZije adjuvans s CpG ve srovnani

s AlPO4.

zvySenim opsonofagocytovych titra.

Tabulka

<. 1:

Relativni opsonizacni

aktivita

To se potvrdilo zvySenim rychlosti konverze séra a

(koncentrace IgG

nutnd pro 50 % usmrceni pneumokokd) ve srovndni se sérotypem a

adjuvans.
vakcina|adjuvans |davka |koncentrace IgG nutnd pro 50 % |prumé€r
usmrceni ' adjuvan
S
ng 6B 14 19F 23F
DSP0401|Zadné 0,1 0,32 0,30 0,30 0,37 0,26+0,
X 14
0,5 zadna 0,015  |Zadna zadnéa
hodnota hodnota|hodnota
DSP0401|A1PO4 0,1 0,02 0,31 0,40 0,09 0,200,
X 15
0,5 Zadné 0,05 0,22 Zadna
hodnota| hodnota
2,5 Zadné 0,32 HVal Za&dna
hodnota hodnota
ESPLOO1|AlPO4 0,1 0,08 0,46 Zadna 0,22 0,350,
hodnota 27
0,5 0,11 0,71 0,75 0,08
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1,25 (0,10 0,55 0,66 0,20
DSP0401|CPG 0,1 0,42 0,15 z4dna |0, 20 0,24+0,
b4 hodnota 10
0,5 0,21 0,30 34dna |0,17
hodnota
DSP0401|CPG/ALlPO |0, 1 0,27 0,10 4dna |0,21 0,20+0,
b4 14 hodnota 14
0,5 74dna |0,10 0,44 0,09
hodnota
prumér |podle 0,19+0, |0,29%0, | 0,450, |0, 18%0,
sérotypu ‘ 14 20 20 09

P¥iklad 3: U&inek adjuvans CpG na imunogenicitu ll-valentnich
pneumokokovych PS-PD konjugdtl v modelu novorozenych krys.

priklad 2 ukazuje, Ze pouZiti adjuvans CpG v konjugacnich
vakcinadch vede k n&kolikandsobnému zvy3eni ¥radu. Rad je 5 azZ
10 krat vyssi neZ pfi pouZiti konveniniho adjuvans (hlinik).
7a uSelem stanovit, zda tyto G&inky jsou =zavislé na oligo
sekvenci, davce nebo formulaci, probéhly daldi experimenty.

Vybraly se CpG OLIGO 2 a pouZily se v nizké davce, kterd
je 1 a 10 pg. Také se adsorboval na AL(OH); a kombinoval se
's konjugacdnimi vakcinami.

ProtoZe imunologické charakteristiky kaZdého polysacharidu

mohou byt rlizné, testovalo se 11 sérotypu.

Materidly a metody
Tabulka &. 2: Volba série pneumokokového konjugatu PS-PD

sérotyp 1 3 4 5 6B 7F |9V |14 |18C |19F |[23F

éiSlO série 017 040 218 024 209 019 222 204 221 207 213

Formulace
Aby se zjistil G&inek vyhodného adjuvans, davka

konjugatu pro kaZdy polysacharid se udrzovala konstantni na
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hodnot& 0,1 pg a adjuvans AlPO4, Al(OH)3 a CpG se prfipravily
v rtznych davkadch a kombinacich. Celkem se testovalo 10
riznych kombinaci, které neobsahovaly Zadné adjuvans. Jsou

setazeny v tabulce &. 3.

Priprava fredéni

V NaCl 150 mM/fenoxy se pfipravily dvé fedéni

A: AlPO, v koncentraci 1 mg/ml

B: CpG na Al(OH)3 v koncentraci 100 a 1 000 pg/ml.
Hmotnostni pomér je CpG / AL(OH); = 1/5

Ptiprava adsorbovaného undekavalentu

Jedendct koncentrovanych adsorbovanych monovalentt PS-PD
se smichalo ve spravném pomé&ru. P#idal se komplement AlPO4.
KdyZz je tfeba pfidal se CpG (CpG adsorbqvany na Al (OH)3) nebo
fedidlo.

Pfiprava neadsorbovaného undekavalentu

Jedendct konjugatli PS-PD se smichalo a fedilo se
ve spravném pom&ru v NaCl 150 mM s hodnotou pH 6,1, ktery
obsahuje fenoxyetanol. KdyZ je tfeba, CpG se pfidal bud jako

roztok (neadsorbovany) nebo jako CpG adsorbovany na Al (OH)j.

Tabulka ¢&. 3: Souhrnnd tabulka pripravki, které obsahuji
adjuvans, testovanych s 1ll-valentnimi pneumokokovymi konjugaty

PS-PD u novorozenych krys.

skupina Al1PO4 CpG Al (OH) 3 |popis

1 Zadny

2 100 AlPO4

3 1 CpG nizké

4 10 CpG vysoka

5 1 4,5 CpG ads. nizky
6 10 50 CpG ads. vysoky
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7 100 1 CpG nizky konj.
ads.

8 100 10 CpG vysoky konj.
ads.

9 95 1 4,5 CpG a konj. ads.
nizky

10 50 10 50 CpG a konj. ads.
vysoky

Imunizaéni protokol

Novorozené krysy OFA se nahodné& rozdélily riznym matkam.
Kdy? prob&hla prvni imunizace byly 7 dni staré. O 14 a 28 dni
pozdéji se jim aplikovaly dalsi imunizace. My3i se nechaly
vykrvidcet 56-ty den (28 dni po III). VSechny vakciny se

zavedly podkoZni injekci. V kaZdé vakcinaéni skupiné bylo 10

krys.
Test ELISA

Test ELISA probé&hl, jak se popisuje v prikladu 2.
Opsonofagocytdza

Opsonofagocyticky test se provedl podle protokolu CDC
(Streptococcus pneumoniae opsonofagocytdza za pouziti
diferenciovanych bunék HL60, verze 1.1). Upravy zahrnovaly

pouziti pneumokokovych kmenl s domacich zdrojl a fagocytové
bunky  HL60 se nahradily  ¢isténymi lidskymi PMN. Do
mikrotitradnich prohlubni se pfidaly sklenéné kuli¢ky o
velikosti 3 mm, aby se zesililo michédni. Coz umoznilo
redukovat pomér fagocytu:bakterie, jeho? doporucend hodnota je

400.

Tabulky 4 aZz 7 dale v textu uvadéji geometricky prumér hodnot
koncentrace IgG, rychlosti konverze séra a aritmeticky prumér

hodnot opsonofagocytového titru stanoveného pro 4 sérotypy
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pneumokok® po imunizaci vakcinou s 1ll-valentnim pneumokokovym
konjugadtem Ps-Protein D a adjuvans s ruznymi formulacemi CpG
OLIGO 2. |

Ve srovnani é vakcinou, kterd neobsahuje Zadné adjuvans,
10 pg CpG indukovalo podstatné vy$si koncentrace IgG pro
v3echny sérotypy. CpG indukovalo podstatné vy33i1i koncentrace
IgG ve srovnani s AlPO4 pro vSechny sérotypy 1, 6B, 18C a 19F.

Ke srovnani slouzi tabulky, které zahrnuji vysledky
z ptikladu 2 za pouZiti OLIGO 1. Neexistuji zde podstatné
rozdily v odezvach IgG indukovanych dvéma sekvencemi OLIGO,
kdyZ OLIGO 2 se pouZiva v mnoéstvi 10 pg. OLIGO 2 v mnozstvi 1
ug nevykazuje Z4dné imunostimulaéni G¢inky, coz dokazuje
skutecnost, Ze indukované koncentrace IgG sevpodstatné nelisi
od té&ch, které se vyvolaly formulaci bez CpG.

Adsorpce OLIGO 2 na AL(OH)3 sniZuje imunostimulacni uc¢inek
a indukce protilatek se pbdstatné 1i3i, kdyZ se pouZije Jjako

adjuvans AlPO4.

Tabulka &. 4: Geometricky primé&r hodnot koncentraci IgG pro
sérotyp 6B, konverze séra a prumér hodnot opsoniza&niho titru
v den 28 po III. imunizaci novorozenych krys 1ll-valentnim
konjugadtem PS-PD za pouZitil rlznych adjuvans (a srovnani

s tetravalentni imunizaci, pfiklad 2).

skupi |A1PO4 |OLIGO |OLIGO |6B 6B 6B 6B 6B 6B

na 1g 1 ug |2 Hg GMC konve |[opso. |GMC konve |opso.
IgG rze titr |IgG rze titr
ug/ml séra titr |séra
pfiklad 2 priklad 3

1 : 0,047 {2/10 12,5 |0,004 |1/10 |<6,25

2 100 0,048 |4/10 |65 0,019 |4/10 ;6,25

3 1 0,003 [1/10 |<6,25

4 10 1,682 (10/10 |157

100 0,63 |8/10 |48
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na

Al (OH

6 10 pg 0,007 |3/10 <6,25

na

Al (OH

7 100 1 0,029 17/10 |<6,25

8 100 10 0,469 {9/10 |77

100 100 0,46 |7/10 |75

0,040 |5/10 |38

na

Al (OH

10 50 10 ng | | 0,022 |7/10 |<@,25
na
Al (OH
)3

Tabulka ¢&. 5: Geometricky pramér hodnot kéncentraci IgG pro
sérotyp 14, konverze séra a prumér hodnot opsonizacéniho titru
v den 28 po III. imunizaci novorozenych krys l1l-valentnim
konjugadtem PS-PD za pouziti ruznych adjuvans (a srovnéani

s tetravalentni imunizaci, priklad 2).

skupi |A1PO4 |OLIGO |OLIGO |14 14 14 14 14 14

na g 1 kg |2 Mg GMC konve {opso. |GMC konve |opso.
IgG rze titr |IgG rze titr
ng/ml séra titr |séra
priklad 2 ptiklad 3

1 0,046 |3/10 |64 0,022 |3/10 |«6,25

2 100 0,99 |10/10 |88 0,237 |8/10 |27
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3 1 0,035 4/10 |<6,25
4 10 0,361 |10/10 |88
100 0,66 |9/10 |295 _
5 1 ug 0,093 9/10 |<s6,25
na
Al (OH
)3
6 10 ug 0,155 [9/10 |27
na
Al (CH
)3
7 100 1 : 0,134 |7/10 |<s6,25
8 100 10 2,028 |10/10 {188
100 100 2,3 10/10 (888
9 95 1 ug 0,140 [6/10 {138
na
Al (OH
)3
10 50 10 ug 0,196 {10/10 |<6,25
na
Al (OH
)3

Tabulka ¢. 6: Geometricky prémé&r hodnot koncentraci IgG pro
sérotyp 19F, konverze séra a prumé&r hodnot opsonizaé&niho titru
v den 28 po III. imunizaci novorozenych krys 1l-valentnim
konjugatem PS-PD za pouZiti rlGznych adjuvans (a srovnani

s tetravalentni imunizaci, pfiklad 2).

skupi |A1PO4 |OLIGO {OLIGO |6B 6B 6B oB 6B 6B
na ng 1 ug |2 pg |GMC konve |opso. |GMC konve |opso.
IgG rze titr |IgG rze titr

pug/ml |séra titr |[séra

priklad 2 priklad 3
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1 0,04 |2/10 |64 0,021 |2/10 |<6,25
2 100 1,07 19/10 |367 0,222 17/10 |79
3 1 0,015 |3/10 |<6,25
4 10 4,287 |10/10 |415
100 12 10/10 {>1600 |
> 1 ug 0,417 [9/10 |32
na
Al (OH
) 3
6 10 ug 1,612 [9/10 |94
na
Al (CH
)3
7 100 1 0,441 |110/10 {135
8 100 10 9,475 110/10 |>1600
100 100 11,0 |10/10 |>1600
9 95 1 ug 0,438 |9/10 |377
na
Al (OH
)3
10 50 10 ug 0,258 |7/10 |165
na
Al (OH
)3
Tabulka ¢. 7: Geometricky pruamér hodnot koncentraci IgG pro

sérotyp 23F, konverze séra a prumér hodnot opsoniza&niho titru

v den 28 po III. imunizaci novorozenych krys 1l-valentnim
konjugétem PS-PD za pouZiti rlznych adjuvans (a srovnani
s tetravalentni imunizaci, ptiklad 2).

skupi |ALPO4 |OLIGO |OLIGO |23F |23F |23F |23F |23F |23F
na ng 1 ug |2 pg |GMC konve |opso. |GMC konve |opso.




- . ..:EE..E. E..é;::
IgG rze titr |IgG rze titr
png/ml |séra titr |séra
pfiklad 2 priklad 3
1 0,06 |2/10 |<g,25 |0,152[3/10 <6,25
2 100 0,29 ]10/10 170 0,56 |8/10 <6,25
3 1 0,114 14/10 |<g, 25
4 10 1,305 (9/10 192
100 2,0 10/10 | 454
5 1 ug . 10,28 |7/10 <6,25
na
Al (OH
)3
6 10 ug 1,612 |9/10 |94
na
Al (CH
)3
7 100 1 - 10,243 14/10 <6,25
8 100 10 1,545 |9/10 |[862
100 100 1,1 10/10 | 265
9 95 1 pg 0,255 |3/10 |44
na
Al (OH
)3
10 50 10 pug 0,331 (6/10 |<g,25
na |
Al (OH
)3

Pfiklad 5: VI1iv CpG na -opakovaci davku polysacharidu po
primdrni imunizaci  vakcinou polysacharid-konjugéat a na

primadrni imunizaci polysacharidem.
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Pfedchozi ptiklady ukézaly schopnost CpG tvofit adjuvans
pro antigeny nezavislé na T buiikach pfi vyvoléani imunitni

odezvy a pri spojovani antigenl nezavislych na T bufikich

S proteinovym nosicem. Zbyva zvazit, zda CpG e vhodnym

adjuvans pro pam&tovou odezvu vyvolanou opakovaci davkou

antigenu nezdvislého na T bunikach po aktivaci antigenem

nezavislym na T bufikdch. Dale bylo zajimavé stanovit, zda CpG
miZe plsobit tak, Ze indukuje aktivaci T-nezavislym antigenem.
Aby se stanovily tyto u&inky, mySi se primdrné& imunizovaly
pneumokokovym polysacharidem nebo pneumokokovym polysacharidem
nebo konjugdtem proteinu D a pneumokokovym

spolu s CpG

polysacharidem.

Imunizaéni protokol
Sest aZ 8 tydnu staré my$i balb/c se podkoZn& imunizovaly

Davka

vakcinac¢ni formulaci, ktera se popisuje déle v textu.

byla 1 upg polysacharidu v p#ipadé& formulace, kterd obsahuje

nebo neobsahuje konjugdt. O 14 dni pozdéji se odebrala krev a
Po 56 dnech se odebral dalii

14 dni

stanovila se koncentrace IgG.

vzorek krve a provedla se opakovanad imunizace a o
pozdéji, to je 70 dni po prvni imunizaci, se provedl konelny

odbér krve.

skupina primarni imunizace opakovand imunizace
1 fyziol. roztok konjugéat

2 PS PS

3 PS/Cp PS

4 PS konjugéat

5 PS/Cp konjugat

6 konjugat PS

7 konjugéat PS/CpG

8 konjugat konjugat

Pouzivané komponenty

L2 2 X
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27 SERENE I
komponen |série koncentr |pufr adsorpce | kon PS|pufr po
t ace po adsorpci

pg/ml adsorpci
ng/ml
PS6B 6b/24 2 000 NaCl
150 mM
PS14 14/19 2 000 NaCl
150 mM
PS19 19£/26b |2 000 NaCl
150 mM
PS23 23£/29 2 000 NaCl
| 150 mM
konjugéat | D6BPDJ MBSP9801 |100 NaCl
PDPS6B 209 150 mM
pHG6, 1 (fe
noxy
konjugat |D14PDJ MBSP9801 | 100 NaCl
PDPS14 204 150 mM
pHG6, 1 (fe
noxy
konjugdt {D19PDJ20 MBSP9801 (100 NacCl
PDPS19 7 150 mM
pH6,1 (fe
noxy
konjugat |D23PDJ21 MBSP9801 [100 NaCl
PDPS23 3 150 mM
pH6, 1 (fe
noxy
CpG Oligo 1 |5 000 voda
St .Pn NaCl
Al1PO4 150 mM
Fedidlo pH6, 1 (fe
noxy
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Postup formulace
Pfiprava 4 koncentrovanych, adsorbovanych monovalent (PS-

PD konjugéty)

Koncentrované, adsorbované monovalenty se pfipravily podle

postupu popsaného shora v textu v p¥ikladu 2.

Priprava tetravalentu (PS-PD konjugéaty)

CtyFi koncentrované adsorbované monovalenty se smichaly ve
spravném pomé&ru (1 ug kaZdé valence/davka) a Yedily se NaCl
pH6,1. Jako redidlo v koncentraci 1 pg/ml se pridal komplement
AlPO4 (10 pg/dévku) NaCl 150 mM pH6,1 obsahujici 5 mg/ml

fenoxyetanolu.

Pfiprava nekonjugovaného, neadsorbovaného tetravalentu s nebo
bez CpG (volny PS)

Etyfi volny PS se smichaly ve spravném pomé&ru (1 ng kaidé
valence/davka) a redil se v NaCl pH 6,1. Kdy? je potfeba pfida
se CpG (100 ng/davka). Jako konzervaéni &inidlo se pridalo 5

mg/ml fenoxyetanolu.
Formulace pro obé& injekce se pfipravily 6 dni pfed prvni

aplikaci ve sklenénych zkumavkéch, které neobsahuji silikon.

Postup formulace
Pfiprava 4 koncentrovanych adsorbovanych monovalentd (PS-
PD  konjugéty). Koncentrované, adsorbované monovalenty se

pfipravily podle postupu popsaného shora v textu.

Pfiprava tetravalentu (PS-PD konjugéty)

Cty?i koncentrované adsorbované monovalenty se smichaly ve
spravném poméru (1 pg kaidé valence/davka). Jako redidlo se
pfidal v koncentraci 1 mg/ml komplement AlPO4 (10 pg/davka)
v NaCl 150 mM s hodnotou pH 6,1, ktery obsahuje fenoxyetanol

v koncentraci 5 mg/ml.
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Pfiprava nekonjugovaného, neadsorbovaného tetravalentu s nebo
bez CpG (volny PS)

Cty¥i volny PS se smichaly ve spravném poméru (1 pg kazdé
valence/davka) a fedil se v NaCl pH 6,1. KdyZ je potfeba pfida
se CpG (100 pg/davka). Jako konzervadni &inidlo se pridalo 5
mg/ml fenoxyetanolu.

Formulace pro obé injekce se pfipravily 6 dni p¥ed prvni

aplikaci ve sklené&nych zkumavkach, které neobsahuji silikon.

Test ELISA
Test ELISA se provedl zplsobem, ktery se popisuje

v prikladu 1.

Vysledky

Vysledky toho experimentu jsou primdrni a upominaci
imunizace. Vysledky ppimérni imunizace byly shodné
s pfedchozim pozorovanim (pfiklad 1) +tim, Ze se zvydila
konverze séra a =zjistila se vyd3i koncentrace IgG u my$i,
které se imunizovaly polysacharidem, ktery obsahoval jako
adjuvans CpG, ve srovnadni s pouhym polysacharidem. Jak se
zjistilo v prikladu 1, zvySeni koncentrace IgG typ 14 pouZitim
CpG Jjako adjuvans Jje statisticky podstatné ve srovnani se
samotnym PS a zvySeni v pripadé typu 19F dosahuje
podstatnosti. Koncentrace IgG zvySend pouZitim CpG jako
adjuvans nebyla tak vysokd jak se pozorovalo v pfikladu 1. Za
ucelem vysvétlit tento rozdil se provedly v experimentech
pouze dvé zmény. Zménila se valence vakciny (23 valentni
verzus 4 valentni) a zpusob imunizace (intramuskuldrni verzus
podkoéni). ProtoZe se neolekdvd, Ze sniZeni valence zvysi
imunogenicitu, dikaz indikuje, Ze zpUsob imunizace je dualeZity
pro optimdlni pouziti CpG jako adjuvans spolu s T-nezavislymi
antigeny. To Jje shodné se souéésnYmi aplikacemi, které

doklédaji jako Spatny pokus pouZiti CpG jako adjuvans spolu
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s vakcinou, kterd obsahuje samotny polysacharid. PouZil se
interperitonedlni zplsob imunizace (popisuje se v publikaci
Threadgill et al., Vacine 1998, Vol 16(1) p 706).
konverze séra GMC
PS 14 2/20% 0,07
PS14/CpG 12/20%8 0,15
konjugat 24/308 1,04
PS19F 1/20& 0,08
PS19F CpG 4/208w 0,10
konjugéat 22/30w 0,35
* p= 0,001 Fisheruv exaktni test
d p= 0,11 Fisheruv exaktni test
€ p= 0,17 Fisheruv exaktni test
w p< 0,001 Fisheradv exaktni test
V druhé c¢asti tohoto experimentu se zvitata primarné
imunizovand bud PS, PS/CpG nebo konjugadni vakcinou déale
imunizovala PS nebo PS/CpG nebo konjugéatemn. Aby se

normalizovala data pro porovnani, 14 dni po aplikaci upominaci

davky se stanovilo zvy3Seni IgG a stanovil se podet zvitat,

které vykazuji zvy3eni koncentrace protilatek.

primdrni upominaci nasobek zvySeni |pozitivné

imunizace imunizace reagujici
zvirata

PS PS 1, 7% 5/10

PS/CpG PS 2, 8% 6/10

konjugat PS 0,78¢ 1/108

konjugét PS/CpG 1,7& 6/106

konjugat konjugat 4,2 7/10

* p= 0,09 Studentlv t-test
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d p= 0,03 Studentlv t-test

& p= 0,12 Studentlv t-test

Diskuze

Pfiklad potvrzuje vysledky prezentované v pfikladu 1, ale
ukazuje, Ze mdéd imunizace miZe byt daleZity pro vyvolani
optimalni imunity. P¥i rozSifeni experimentu na upominaci
imunizaci a pamét se ukédzaly dvé zajimavé charakteristiky
pouziti CpG jako adjuvans. Prvni je, Ze prvni imunizace s PS
spolu s CpG jako adjuvans vede k vicendsobnému zvySeni odezvy
po upominaci imunizaci polysacharidem a m& trend doséhnout
statistické vyznamnosti. To indikuje, Ze CpG Jje schopno
vyvolat lep$i pamét. Druhd charakteristika je, Ze CpG mlZe u
zvirat primdrné€ imunizovanych konjuga&ni vakcinou zvydit
pamétovou odezvu vyvolanou polysacharidem.

CpG Jje schopen u my$i vyvolat ‘hpfepinéni“ izotypu
protilatek proti polysacharidim, které nejsou konjugované.

Sila odezvy IgG je vy33i za pouzZiti CpG.




oude oo ne ®e

32 [ ] .

20 o
oeee
*%0 e
>
cSoey
9 &
*e °
*

e ] o L X ]

PATENTOVE NAROKY ZMO——»«'J%’"

Pfipravek, vy znacdujici se tim 2 e obsahuje
imunostimuladni oligonukleotid CpG a polysacharidovy
antigen ziskany z mikroorganizmu Streptococcus péeumoniae.
Pripravek podle ndroku 1, vyznadcujici se
t 1im, 2Z e polysacharid je spojen s proteinovym nosicem.
Ptipravek podle naroku 1 nebo 2, v vyvznadcujici se
tim Ze imunostimulaéni oligonukleotid CpG vykazuje
alespon jednu internukleotidovou vazbu vybranou
z fosfodiestern, fosforodithioétu a fosforothiocé&tu.
Pripravek obsahujici CpG oligonukleotidovou sekvenci podle
libovolného 2z né&rokd 1, 2 nebo 3, v yvznacuijici
s e t im, % e obsahuje dvé CpG sekvence, které Jsou
oddeleny sedmi nebo vice pary nukleotidovych bazi.

Pripravek podle naroku 4, vyznacuijicil se
t 1 m, Z e obsahuje dvé CpG sekvence, které oddé&luje 10 aZ
15 pard nukleotidovych bazi.

Pripravek podle libovolného z narokl 1 az 5,
vyznadcuijici s e tim  Z e oligonukleotid CpG
se vybral ze skupiny zahrnujici:

GCTACTGGTACG TACATTC AGACGGC TCTT
ACTATCTAAACGCTAATGGTGCTATGGCGACAGGATGGCT

TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT

TCT CCC AGC GTG CGC CAT

Vakcinacni prostfedek podle libovolného =z ndrokit 1 azZ 6
vhodny pro pouzZiti v mediciné&.

Zpusob vyvolédni imunitni odezvy na polysacharid ziskany
z antigenu mikroorganizmu Streptococcus -pneumoniae,

vyznacuijicdi s e t im, Z e zahrnuje aplikaci
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bezpecného a ucinného mnoZstvi

z nadrokt 1 aZ 7 pacientovi.
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pfipravku podle libovolného
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