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Vakcinad&ni prostfedky

Oblast techniky

Popisuje se novy prostfedek obsahujici kombinaci antigenu
shoubného bujeni nebo jeho derivatu a kombinovany pomocny
prostfedek obsahujici imunostimulacni oligonukleotid a
saponin. Antigenem je s vyhodou derivat Her 2 neu nebo antigen
prostaty. Uvedeny prostredek se pouzivd pEi 1écbé a prevenci
1idi, kteri exprimujil takové antigeny. Ve vyhodném provedeni

vynalezu pomocny prostfedek navic obsahuje lipopolysacharid.

Dosavadni stav techniky

Navzdory velkym investicim, jak z finanénich tak lidskych
zdrojua, zhoubné bujeni z0stédva jednim z hlavnich davodl umrti.
zhoubné bujeni je napfiklad pFid¢inou umrti &islo jedna u Zen
ve v&ku 35 a? 74 let. Karcinom prsu je nejbéinéjsi zhoubné
bujeni u Zen a Cetnost vyskytu karcinomu prsu je na vzestupu.
Odhaduje se, 2e u jedné z deviti Zen byl diagnostikovan
karcinom prsu. Standardni pristupy 1léCby uvedeného onemocnéni
je kombinace chirurgického zakroku, oz4Yeni a chemoterapie.
Tyto zakroky Jjsou u jistych typd malignich nadort velmi
Uspé&sné. Avsak, jestliZe se zhoubné bujeni prsu diagnostikuje
pozd&, je velmi CcCasto neléditelné. Je nezbytné vyvinout jiny
p¥istup umoziiujici v&asnou diagnostiku a 1lécbu.

Tmunostimulaéni oligonukleotidy obsahujici nemetylované
dinukleotidy CpG jsou znamy jako adjuvans, kdyZ se aplikuji
systémovym a mukozalnim zpGsobem (popisuje se ¥ patentovém
dokumentu WO 96/02555, EP 468520 a v publikaci Davis et al.,
J. Immunol., 1998, 160(2):870-876, McCluskie and Davis, J.
Immunol., 1998, 161(9):4463-6) . CpG je zkratka

dinukleotidovych motivil cytosin-guanosin pritomnych v DNA.
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Pozorovalo se, #e frakce DNA BCG mohou mit protinddorovy
uc¢inek. V daldich  studiich se ukazalo, ze syntetické
oligonukleotidy ,iskané ze sekvenci genu BCG jsou schopné
vyvolat imunostimuladni u&inky (jak in vitro tak in vivo).
Ukézalo se, e Jisté palindromické sekvence zahrnujici
centralni motiv CG vykazuji uvedenou aktivitu. Hlavni uloha
motivu CG pfFi imunostimulaci se popisuje pozdé&ji v publikaci
Krieg, Nature 374, pb546 1995. Detailni analyza ukazala, ze
motiv CG musi byt v kontextu s jistymi sekvencemi a Ze uvedené
sekvence se béiné vyskytuji v bakterialni DNA, ale nikoliv
v DNA obratlovcu. Imunostimuladni sekvenci Je casto purin,
purin, C, G, pyrimi@in, pyrimidin, kde dinukleotidovy motiv CG
neni metylovan, ale jiné nemetylované sekvence CpG jsou znamy

jako imunostimulanty a mohou se pouZit podle vynalezu.

palindromické sekvence Jsou pritomny jako uréité kombinace
Sesti nukleotidd. Ne&kolik té&chto motivl, bud Jako repetice
jednoho motivu nebo 7jako kombinace riznych motiva, se mazZe
vyskytovat v né&kterém oligonukleotidu. Pritomnost Jjedné nebo
vice uvedenych imunostimulacnich sekvenci obsahujici
oligonukleotidy muZe aktivovat razné imunitni subsystémy,
které zahrnuji pfirozené smrtici buiky (které produkuji
interferon y a maji cytolytickou aktivitu) a makrofagy
(popisuje se V publikaci Wooldrige et al., vol. 89 (no.8),
1977) . Neprokézalo se, e jiné sekvence, které obsahuji jiny
nemetylovany CpG a které nemaji tuto konvendni nukleotidovou

sekvenci, Jjsou imunomodulacni.

JestliZe se CpG zatleni do vakcina&nich prostfedki, zavadi
se v obecném pripadé Jjako volny roztok spolu s volnym
antigenem (popisuje se V patentovém dokumentu WO 96/02555 a
v publikaci McCluskie and Davis, J. Immunodl., 1998,
161(9):4463-6)) nebo je S antigenem spojen kovalentni vazbou

(popisuje se v patentovém dokumentu PCT &. WO 98/16247) nebo
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se ptripravi spole&n& s nosicem, jako je hydroxid hlinity
((jako v ptipadeé hepatitidového povrchového antigenu, coZ se
popisuje Vv publikaci Davis et al., J. Immunol., 1998,
160 (2):870-876), Davis et al., J. Immunol., 1998, 160(2):870-
876, Brazolot-Millan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
1998, 95(26), 15553-8).

. Pomocné prostfedky podle vyndlezu zahrnuji ve vyhodnych
provedenich vynédlezu alespon jedno adjuvans ziskané

2 enterobakteridlniho lipopolysacharidu.

Je znamo, Ze gnterobakteriélni lipopolysacharid (LPS) IJe
silny stimulator imunitniho systému, ackoliv jeho pouéiti'jako
adjuvans Jje omezeno jeho toxickymi ucinky. Netoxicky derivat
LPS, kterym Je monofosforyllipid A (MPL), jenz  vznikl
odstranénim jaderné sacharidove skupiny a fosfatu
z glukozaminu, S€ popisuje Vv publikaci Ribi et al., 1986,
Immunology and immunopharmacology of bacterial endotoxins,
Plenum Publ. Corp., NY, p407-419 a vykazuje nasledujici

strukturu:




baléi detoxifikovand verze MPL vznikla odstranénim
acylového fetézce z polohy 3 hlavniho fetdzce disacharidu a
nazyva se 3-O-deacylmonofosforyllipid A (3D-MPL) . Tento
derivat se mluZe Ccistit a p¥ipravit  zplsobem popsanym
v dokumentu GB 2122204B. tento dokument také popisuje pfipravu
difosforyllipidu A a jeho 3-0-deacylovanych variant. Vyhodna
forma 3D-MPL je emulze, kterd obsahuje malé Céstice s pramérem
mensim ne¥ 0,2 um, pEilemz zpusob vyroby se popisuje
v dokumentu WO  94/21  292. Vodné pripravky obsahujici
monofosforyllipid A a povrchové aktivni &inidla se popisujil

v dokumentu WO 9843670A2.

Adjuvans odvozené z pakteridlniho lipopolysacharidu za
G&elem vytvofeni kombinace adjuvans podle vynalezu se mazZe
gistit a zpracovavat z bakteridlnich zdroja nebo v jiném
pfipad®d se muZe syntetizovat. ¢istdny monofosforyllipid A se
napriklad popisuje V publikaci Ribi et al., 1986, Immunology
and immunopharmacology of pacterial endotoxins, Plenum Publ.
Corp., NY, p407-419 a 3-0-deacylmonofosforyllipid A a 3-0-
deacyldifosforyllipid A ziskany 2z mikroorganizmu Salmonella
sp. se popisuje V patentovém dokumentu GB 2220211 a US4912094.
Jiné gigténé a syntetické polysacharidy se popisujil
v dokumentu WO 98/01 139, US 6 005 099 a EP 0 729 473 Bl a
v publikaci Hilgers et al., 1986, Int. Arch. Allergy.
Immunol., 79(4): 392-6, Hilgers et al., 1987, Immunology,
60(1):141-6 a EP 0 549 074 Bl1). Zv1asteé thodnYm bakteridlnim
lipopolysacharidovym ‘ adjuvans jsou 3D-MPL a B(1l-
6) glukosamindisacharidy popsané v patentovém dokumentu USA ¢C.

6 005 099 a EP 0 729 473 BI.

Derivaty LPS, které se mohou pouzit podle vynalezu, jsou
ty imunostimulanty, které jsou podobné strukturou

imunostimulantim LPS nebo MPL nebo 3D-MPL. Derivaty LPS mohou




byt acylované monosacharidy, které tvori <&ast shora v textu

uvedené struktury MPL.

Vyhodné disacharidové adjuvans je ¢i¥té&ny nebo synteticky

lipid A obecného vzorce:
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kde symbol R2 miZe byt vodik nebo dihydrogenfosforecnan.
Symbol R3 miZe byt acylovy tetézec nebo p-hydroxymyristoyl

nebo zbytek 3-acyloxyacyl obecného vzorce

8-g-8-8-1-

kde symbol R4 je =—=C=(CHYxr—CH)
a symboly X a Y maji hodnotu od 0 do pfibliZné 20.

Kombinace 3D-MPL a pomocné latky saponin, kterad se ziskala
z klry stromu Quillaja Saponaria molina, se popisuje
v patentovém dokumentu EP 0 761 231 B. WO 95/17 210 popisuje
emulzni systém adjuvans zaloZzeny na skvalenu, a-tokoferolu a
polyoxyetylensorbitanmonooleétu (Tween80), ktery se pfipravil

spolu s imunostimulantem QS21 nebo 3D-MPL.




Saponiny  jsou znamé jako adjuvans Ve vakcinaénich
prostfedcich vhodnych pro systémovou aplikaci. Hemolyticka
aktivita a pomocna aktivita jednotlivych saponint je stfedem
zadjmu oboru (popisuje se napriklad v publikaci Lacaille-Dubois
and Wagner) . Napfiklad pripravek Quil A (ziskany z kary
jihoamerického stromu Quillaja Saponaria Molina) a jeho frakce
se popisuji Vv patentovém dokumentu Ush &. 5 057 540 a
v publikaci ,Saponins as vaccine adjuvants,“ Kensil, C.R.,
Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 1996, 12(1-2), 1-55 a EP
0 362 279 Bl.

Urcité struktufy, které se nazyvaji komplexy stimulujici
imunitu (ISCoMs) a ktere obsahuji frakce Quil A, jsou
hemolytické a mohou se pouZit p¥i vyrobé vakcin (popisuje se
v patentovém dokumentu Morein, B., EP 0 109 942 Bl). Popisuje
se, ze tyto struktury vykazuji aktivitu pomocného prostfedku

(EP 0 109 942 B1, WO 96/11 711).

Hemolytické saponiny QS21 a 0S17 (frakce Quil A &idténé
HPLC) se popisuji jako silné systémové adjuvans a zpusob
jejich produkce se popisuje Vv patentovém dokumentu UsA ¢. 5
057 540 a EP 0 362 279 Bl. V tomto dokumentu se také popisuje
pouziti QS17 (nehemolytické frakce Quil-A), ktery pusobi jako
silné adjuvans V ptripade systémovych vakcina&nich prostredki.
Pouziti QS21 se dale popisuje Vv publikaci Kensil et al., 1991,
J. Immunology vol. 146, 431-437). V patentovém dokumentu WO
99/10008 se popisuji kombinace 0s21 a polysorbadt nebo
cyklodextrin. Systémy adjuvans Ve form& &astic obsahujici
frakce QuilA, jako je QS21 a 0S7, se popisuji v dokumentu WO
96/33739 a WO 96/11711.

Dalsi saponiny, které se pouzivaji v systémovych

vakcina&nich studiich, se ziskaly z Jjinych rostlinnych druht,



jako Je Gypsofila a Saponaria (popisuje se V publikaci
Bombford et al., Vaccine 10(9):572-577, 1992).

Je také znamo, Ze saponiny se pouzivaly ve studii, kdy se
vakcina&ni prostredek aplikoval mukozalné, co? vedlo ke
kolisavym uspé&chlim pri vyvolani imunitni odezvy. Ukézalo se,
e saponin Quil A nevykazuje zadny ucinek pri vyvolani
imunitni  odezvy, kdy? se antigen aplikuje intranasélné
(popisuje se V publikaci Gizurarson et al., 1994, Vaccine
Research 3, 23-29). Jini autori pouzivaji uvedené adjuvans
Uuspé&iné& (Maharaj et al., Can. J. Microbiol, 1986, 32(5):414-
20, Chavali and Campbell, Immunibiology, 174 (3):347-59). ISCOM
obsahujici saponin Quil A se pouzil v intragastrickém a
v intranasdlnim vakcinaénim prostfedku a vykazuje pomocnou
aktivitu (popisuje se V publikaci McI Mowat et al., 1991,
Immunology, 72, 317-322, McI Mowar and Donachie, Immunology
Today, 12, 383-385).

0521 a netoxickd frakce Quil A se také popisuje jako
ordlni nebo intranasdlni adjuvans (popisuje se Vv publikaci
Sumino et al., J. Virol., 1998, 72(6): 4931-9 a v dokumentu WO
98/56 415).

Saponiny se také popisuji v publikaci Lacaille-Dubois, M.
and Wagner H., 1996 A review of the biological and
pharmacological activities of saponins. Phytomedicine vol 2 pp
363-386) . Saponiny Jjsou steroidy nebo glykosidy triterpenu,
které Jsou Siroce =zastoupeny V rostlinné ¥isi a v Fisi
mo¥skych Zivo&ichu. Saponiny tvofi ve vod& koloidni roztoky,
které ptri michani péni, a je moZné Jje pouzit pfi sraZeni
cholesterolu. KdyZ se saponiny dostanou do blizkosti bunéénych
membran, tvori se Vv membrand struktury podobné pérﬁm, které

zpusobuji  protrzZeni membrany. Tento jev  charakterizuje
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napfiklad hemolyza erytrocytil, coZ je vlastnost né&kterych, ale

ne vdech saponinu.

Podstata vynalezu

Vyndlez popisuje prekvapive zjisténi, ze kombinace
imunostimuladnich oligonukleotidl (CpG) a saponinl a
lipopolysacharidﬁ jsou extrémné silnd adjuvans. Popisuje se
vakcinacni kombinace obsahujici kombinaci saponinu a
imunostimulacéniho oligonukleotidu a lipopolysacharidu
s antigenem zhoubného bujeni nebo jeho derivatu. Ve vyhodném
provedeni vynalezu adjuvantni = prostfedek obsahuje saponin,

prednostné 0s21, imunostimuladni oligonukleotid a 3D-MPL.

Je vyhodné, aby vakcinadni prostfedek podle vynalezu dale
obsahoval nosic. Ve vyhodném provedeni vynalezu
oligonukleotidy Vv adjuvans a vakcinadéni prostfedky pusobi
s kombinaci saponin/lipopolysacharid pfi vyvoléani imunitni
odezvy na specificky antigen vedoucl k zesileni regrese nadoru
synergicky. prostfedky jsou silné pfi vyvolédni imunitni
odezvy, ktera je p&sn& spojena s imunitnim systémem typu Thl.
Kombinace pomocnych latek nejsou vhodné pouze pro
imunoprofylaxi onemocnéni, ale také se pouzivaji  pro

imunoterapii onemocnéni, jako je zhoubné bujeni.

pProst¥edky obsahuji protinadorovy antigen a je mozné Jje
pouzit pFi imunoterapeutické 1écbé zhoubného bujeni. Pomocné
prostredky  se napfiklad pouzivaji dohromady s antigeny
slouzicimi k potlaeni nadoru, jako Jjsou antigeny spojené
s karcinomem prostaty, prsu, plic, pankreasu, S kolorektalnim
karcinomem, renalnim karcinomem nebo s melanomem. Antigeny
zahrnuji MAGE 1, 3 a MAGE 4 nebo jiné antigeny MAGE, jak se
popisuji v dokumentu WO 99/40 188, PRAME, BAGE, Lage (je také
znédm jako NY Eos 1) SAGE a HAGE (popisuje se v dokumentu WO




99/53 061) nebo GAGE (popisuje se Vv publikaci Robbins and
Kawakami, 1996, Current Opinions in Immunology 8, pps 628-636,
Van den Eynde et al., International Journal of Clinical and
Laboratory research (1997), Correale et al., (1997), Journal
of the National Cancer Institute 83, p293. Tyto antigeny se
exprimuji v mnoha typech nédort, Jjako je melanom, karcinom

plic, sarkom a karcinom mo&ového méchyte.

Antigeny MAGE vhodné pro pouziti podle vynalezu se mohou
exprimovat Jjako fuzni protein se zesilovaCem exprese nebo
imunologickym fuznim partnerem In. Derivat Jje fuzni protein
obsahujici antigen pochazejici z rodiny proteint MAGE spojeny
s heterogennim partnerem, kterym je pPednostné MAGE 3.
Proteiny se mohou chemicky konjugovat, ale s vyhodou se
exprimuji jako rekombinantni fuzni proteiny, coZ umoziuje, Ze
se v imunitninm systému vyskytujl ve v&t&im mnozstvi ve
srovnani s proteinem, ktery netvoti fuzi. Tak fuzni partner
miZe propujovat epitopy PIro bufiky T (imunologicky fazni
partner), Jjde s vyhodou o epitopy pomocnych bunék T, které
jsou rozeznavany élo%ékem nebo poméhaji pfi expresi proteinu
(zesiloval  exprese), kterd je silné&jsi, ne? v pripadeé
prirozeného rekombinantniho proteinu. Je vyhodné, aby faznim

partnerem byl imunologicky faznl partner a zesilovaC exprese.

Ve vyhodném provedeni vynadlezu se imunologicky fazni
partner =ziskal z proteinu D, coZ Jje povrchovy protein gram-
negativni bakterie Haemophilus influenza B (popisuje se
v dokumentu WO 91/18 926). Derivat proteinu D s vyhodou
obsahuje p¥ibliZné prvni tyetinu proteinu, zv1asté pak prvnich
100 a% 110 aminokyselin N-konce. Derivat proteinu D Je
s vyhodou lipidovan. prvnich 109 zbytkd fuzniho partnera
lipoproteinu D Jje lokalizovano na N-konci, pric¢emZz vznika
antigen vakcinacniho prostfedku s dalsimi exogennimi epitopy

bunék T a dochdzi k zesileni exprese Vv mikroorganizmu E. coli
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(tak pasobi také Jjako sesilovad exprese). Lipidovy konec
zajistuje optimalni prezentaci antigenu v buiikdch prezentujici

antigen.

Dal3i fuzni partnefi zahrnuji nestrukturni protein z viru
influenzy NS1 (hemaglutinin). V typickém pripadé se vyuziva 81
N-terminalnich aminokyselin, adkoliv se mohou vyuZivat razné

fragmenty, které zahrnuji epitopy pomocnych bunék T.

V jiném provedeni  vynalezu je  imunologickym faznim
partnerem protein LYTA. Pou¥iva se C-termindlni cast molekuly.
Protein Lyta se ~iskal z z mikroorganizmu Streptococcus
pneumoniae, ktery syntetizuje N—acetyl—L—alaninamidézu
(amidéza Lyta) (kdédovanou genem lytA (popisuje se V publikaci
Gene, 43 (1986) p. 265-272). Amidaza Lyta je autolyzin, ktery
specificky 3tépi jisté vazby vV peptidoglykanové kost¥e. C-
terminalni oblast proteinu Lyta je odpovédna za afinitu
k cholinu nebo k né&kterym cholinovym analogum, Jjako Je DEAE.
Této vlastnosti se vyuZiva pri vyvoji plasmidd C-LYTA vhodnych
pro expresi Vv mikroorganizmu E. coli. Popisuje se ¢idténi
hybridnich proteinli, které obsahuji fragment C-LYTA na jeho N-
konci (popilsuje se V publikaci Biotechnology, 10 (1992) p.
795-798) . Vyhodné provedeni vyuzivad opakovanou ¢ast molekuly
Lyta zjisténou na konci C, ktery za&inad zbytkem 178. Zv14steé

vyhodna forma obsahuje zbytky 188 az 305.

Imunologické fuzni partnery uvedené shora v textu Jsou
také vyhodné pfi napomdhéni expresi. Takové fuze se exprimuji
ve vétsim vytéZku ve srovnani s pfirozenymi rekombinatnimi
proteiny MAGE. Takové konstrukce se popisuji v patentovém

dokumentu WO 99/40 188.

Jiné antigeny specifické pro naddor jsou vhodné pro pouziti

s adjuvans podle vynalezu a zahrnuji, ale nejsou omezeny na
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 gangliosidy specifické pro nédor, jako je GM 2 a GM 3 nebo
jejich konjugaty s nosicovymi proteiny. Uvedeny antigen mizZe
byt samotny peptid hormonu, jako je cely hormoh uvoliujici
gonadotropin (GnRH, WO 95/20 600), coZ je peptid obsahujici 10
aminokyselin, ktery se pouziva pfi 1écbeé fady druh zhoubného

bujeni nebo p¥i imunokastraci.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu se vyuzivaji rtzné antigeny
prostaty, Jako Je antigen specificky pro pfedstojnou Zlazu
(psn), PAP, PSCA (popisuje se Vv publikaci PNAS 95(4) 1735-
1749, 1998), PSMA nebo Ve vyhodném provedeni vynalezu se

pouziva antigen znamy jako prostaza.

Prostdza Jje serinovd proteaza specifickd pro prostatu
(podobné trypsinu), ktera obsahuje 254 aminokyselin
s konzervativni serinovou'proteézou katalytické triédy H-D-S a
aminotermindalni prepropeptidové sekvence indikujici funkci
potencionadlni sekrece (popisuje se v publikaci P. Nelson, Lu
Gan, C. Ferguson, P. Moss, R. Gelinas, L. Hood and K. Wand,
,Molecular cloning and characterisation of prostase, an
androgen-regulated serine protease with prostate restricted
expression, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999) 96, 3114-3119).
Popisuje se misto putativni glykosylace. P¥edpoklédana
struktura je velmi podobnd jinym zndmym serinovym proteazam,
které ukazuji, Ze zraly polypeptid se bali do jediné domény.
7zraly protein obsahuje 224 aminokyselin s jednim epitopem A2,

ktery je pfirozené zpracovavan.

Nukleotidova sekvence prosteazy a dedukovana polypeptidova
sekvence a homology se popisuji v publikaci Ferguson, et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 3114-3119) a
v mezinarodni patentové p¥ihlasce ¢. WO 98/12 302 (a také
v odpovidajicim patentu USA &. 5 955 306), WO 98/20 117 (a
také v odpovidajicicm patentu USA &. 5 840 871 a USA 5 786
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148) (kalikrein specificky pro prostatu) a WO 00/04 149
(P703P) .

Vynadlez popisuje prosttedky obsahujici faze prostézového
proteinu =zaloZeného na proteinu prostidzy a Jjeho homologl
(derivatth). Takové derivaty jsou vhodné pro pouziti jako
terapeutické vakcinaéni prostfedky, které Jsou vhodné pro
1é¢bu  nadort prostaty. V typickém pripadé fragment bude
obsahovat alespon 20, s vyhodou 50, vyhodné&ji 100
nepferusovanych aminokyselin, jak se popisuje Ve shora

uvedeném patentovém dokumentu a v patentové prihlasce.

V jiném provedeni vynadlezu se popisuje mutovany prostézovy
antigen, kde se mutace vyskytuje v aktivnim mist& proteinu.
Derivat nebo fragmenty a homology prostazového antigenu nesou
mutace v aktivnim misté& proteinu, prigemz podstatne snizujil
nebo s vyhodou eliminuji biologickou aktivitu prostazy.
Vyhodné mutace zahrnuji nahrazeni histidinovych a
aspartédtovych katalytickych  zbytkl serinové proteazy. Ve
vyhodném provedeni vynadlezu prostéaza zahrnuje mutaci histidin-
alanin v aktivnim misté&, napfiklad ve =zbytku 71 sekvence
prostazy (popisuje se Vv publikaci Ferguson et al., FProc. Natl.
Acad. Sci. USA 1999, 96, 3114-3119). Odpovidajici mutace
v homolognich proteinech se popisuji v dokumentu WO 00/041
949). Tato mutace naptiklad. odpovida poloze 43 Vv P703P. Tato
mutace miZe vést k podstatnému sniZeni katalytické u&innosti
(vyjadrené enzymatickou specifickou aktivitou) proteinu.
Snizeni katalytické 0&innosti je nasobeno s vyhodou faktorem
103, vyhodn&ji alespoil faktorem 106. Protein, ktery obsahuje
mutaci histidin-alanin Jje oznacen *. 'V jiném provedeni
vynadlezu mutovana nebo nemutovanad prostaza je c&éasti fazniho
proteinu, ktery obsahuje prostdzu spojenou s nadorem nebo jeji
fragment nebo homolog a heterogenni protein nebo jeho ¢ast

pisobici jako fuzni partner. Protein a fuzni partner se muZe
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chemicky spojovat, ale s vyhodou se exprimuje jako

rekombinantni fazni proteiny v heterogennim expresnim systému.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se popisuje prostazovy
fazni protein nebo Jjeho fragment nebo homolog spojeny
s imunologickym flznim partnerem, ktery miZe poskytovat
epitopy pomocnych bundk T. Fuazni partner muZe pusobit
prost¥ednictvim nadhodného pomocného ucinku spojeného
s vyludovénim aktivaénich signalt velkym pocCtem bunék T
specifickych pro cizorody protein nebo peptid, ¢imz se
zesiluje vyvolani imunity v&i sloZce prostazy ve srovnani
s proteinem, ktery netvori fuzi. S vyhodou se vybral
heterogenni partnef, aby byl rozeznatelny pufikami T u vét3iny

lidi.

V jiném provedeni vynadlezu se popisuje prostézovy protein
nebo jeho fragment nebo homolog spojeny s fuznim partnerem,
ktery plusobi jako zesilovad& exprese. Tak miZe fuznl partner
napomadhat p¥i expresi prostazy v heterogennim systému, piricemz
v expresnich systémech Je exprese silnéisi ve srovnani

s prirozenym rekombinantnim proteinem.

Fazni partner miZe plsobit jako imunologicky fuzni partner
a zesilova& exprese. Vynadlez dale popisuje fuznil proteiny
obsahujici mutovanou prostazu specifickou pro nador nebo jeji
fragmenty spojené s fuznim partnerem. Fazni partner s vyhodou
miZe puasobit Jako imunologicky fazni partner a zesilovac
exprese. Ve vyhodném provedeni vynalezu fuzni partner je
nestrukturni protein z viru influenzy NS1 (hemaglutinin) nebo
jeho fragment. V typickém pfipadé se pouziva 81 N-termindlnich
aminokyselin, ackoliv se mohou pouzit ruzné fragmenty, které
obsahuji epiotopy pomocnych bunék T (popisuje se V publikaci
C. Hackett, D. Horowitz, M. Wysocka and S. Dillon, 1992, J.
Gen. Virology, 73, 1339-1343). V ptipadég, ze NS1 je
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imunologicky fuzni partner dosahuje se silnéj3i exprese.
Exprese takovych fuzi je silnéjsi ve srovnédni s p¥irozenymi

rekombinantnimi prostdzovymi proteiny.

V nejvyhodné&jsim provedeni vyndlezu fuzni protein obsahuje
81 N-termindlnich aminokyselin nestrukturniho proteinu
fhzovaného s aminokyselinami C-konce v poloze O a? 226. Jini
partnefi exprese napriklad zahrnuji protein D, jeho fragmenty

a C-Lyta, ktery se vyuZiva v souladu s antigeny MAGE.

Dalsim vyhodnym antigenem prostaty je P501sS
charakterizovany sekvenci SEQ. ID. NO: 113, kterd se popisuje
v dokumentu WO 98/37 814. Imunogenni fragmenty a jejich c&éasti
obsahuji alespon 20, s vyhodou 50, vyhodné&ji 100 souvislych
aminokyselin, ktere se popisuji ve shora uvedené patentové
p¥ihlasce (naptriklad PS108, popisuje se v dokumentu WO 98/50
567) .

Jiné antigeny specifické pro predstojnou Zlazu se popisuji
v dokumentech WO 98/37 418 a WO 004 149. Daldim antigenem Jje
STEAP, ktery se popisuje Vv publikaci PNAS 96, 14 523 14528-7
1999.

Vynalez popisuje daldi antigeny spojené s nadorem, jako je
Plu-1 (popisuje se Vv publikaci J. Biol.Chem. 274 (22) 15 633-
15 645, 1999) a HASH-1, HasH-2, cripto (popisuje se
v publikaci Salamon, et al., Bioessays 199, 21, 61-70 a
v dokumentu USA &. 5 654 140), criptin (popisuje se
v dokumentu USA &. 5 981 215). Antigeny zv143t& vhodné pro
vakcinadéni  prostredky, které se pouzivaji pri terapii

zhoubného bujeni také obsahuji tyrozindzu a survivin.

Vynalez dale zahrnuje peptidy odvozené od mucinu, jako je

Mucl, které se naptiklad popisuji v patentovych dokumentech
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USA &. 5744 144, &. 5827 666, C. 4 963 484 a WO 8805054.
Specificky zvarované Jjsou peptidy odvozené od Mucl, které
obsahuji alespoti jednu opakujici se jednotku peptidu Muc 1.
vyhodné Jje, kdyz obsahuji alespon dvé takové repetice a jsou
rozeznavany protilatkami SM3 (popisuje se v patentoveém
dokumentu USA &. 6 054 438). Daldi peptidy odvozené z mucinu

zahrnuji peptid pochazejici z Muc 5.

predmétnou vé&c vynalezu je moZné také pouZit v kombinaci
s antigeny karcinomu prsu, jako Jje HerZneu, mamaglobin
(popisuje se Vv patentovém dokumentu USA &. 5668267) nebo se
popisuji v dokumentech WO/0052165, WO99/33869, WO099/19479, WO
98/45328. Antigeny herZ neu se popisuji mimo jiné v patentovém
dokumentu USA &. 5 801 005. Antigen her2 neu S vyhodou
obsahuje celou extrabuné&nou oblast (tvoXenou pfibliZné
aminokyselinou 1 aZ 645) nebo jejimi fragmenty a alespon
imunogenni ¢asti vnitrobunééné domény nebo celou
vnitrobunélnou oblasti tvorenou 580 C-termindlnimi
aminokyselinami. Vnitrobun&&nad cast by mé&la zvlaste obsahovat
fosforyla&ni oblast nebo jeji fragmenty. Takové konstrukce se
popisuji v patentovém dokumentu WO 00/44 899. Zvlaste vyhodna
konstrukce je znama Jjako ECD-PD (popisuje se V patentovém

dokumentu WO 00/44 899).

7zde pouZivany antigen her? neu se muaZe ziskat =z krysy,

my$i nebo ¢lovéka.

Antigen Her2 neu mize byt cely antigen Her2 neu zbaveny
funk&éni transmembranové oblasti nebo Jjejich C&éasti. Vyhodné
tasti obsahuji extrabunecnou doménu. Ve vyhodném provedeni
vyndlezu se popisuje fazni protein obsahujici extrabunécnou
oblast spojenou s Casti vnitrobund&né oblasti, jak se popisuje

v dokumentu WO 00/44 899.
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Vynadlez popisuje prostredky schopné - upravovat imunitni
reakci va&i produktu exprese onkogenu HerZ neu (s vyhodou
vyvolava nebo zesiluje uvedenou imunitu). Tento protein se
podili na mnoha pEipadech malignich né&dord u teplokrevnich
zvitat, kde neni nutné, aby se produkt exprese vyskytoval
v nadoru. Naptriklad nadmé&€rna exprese genu se mhZe podilet na
iniciaci tvorby nadoru nebo jeho ¢asného stadia, ale exprese
proteinu se miZe v podstaté sniZit nebo zcela vymizet. Vynalez
se mtfe pouzit k vyvolani nebo zesileni G&inné imunitni
odezvy, aby do3lo k preméné nadoru, kde se vyskytuje Her 2
neu, na néador, kde se HerZ neu nevyskytuje. Navic je moZné
predejit tvorb& nadorl, kde se vyskytuje Her2 neu a vyvolat

regresi existujicich naddort, které obsahuji HerZ neu.

7kratka ,ECDY znamend extrabunécnou oblast, ,ICD“ znamena
vnitrobun&dénou oblast, ,PD“ znamené fosforyla&ni oblast (to
znamena, e Jje fosforylovéana), kterd Je vnitrobunécnou
oblasti, ,APDY znamen& fragment fosforyladni oblasti, ktery
le?i ve fosforyladni oblasti a ,KD“ znamena oblast kinazy,
ktera lesi ve vnitrobuné&dné oblasti. Produkt exprese genu Her?2
neu se nazyvad protein Her2 neu a je také zném Jjako pl85 nebo

c—erbB2.

,Fazni protein Her2 neu ECD-ICD“, ktery Jje zndm také jako
,fazni protein ECD-ICD™ nebo ,ECD-ICDY znamena fuzni protein
(nebo 7jeho fragmenty), ktery obsahuje extrabuné&cnou oblast
(nebo jeji fragmenty) a vnitrobun&dnou oblast (nebo Jjeji
fragmeﬁty) proteinu Her2 neu. Fazni protein ECD-ICD nezahrnuje
podstatnou <&ast transmembranoveé oblasti Her2 neu a s vyhodou

nezahrnuje Z&adnou transmembridnovou oblast Her 2 neu.

Termin , fuzni protein Her2 neu ECD-ICD" a ,fazni protein
Her? neu ECD-PD“ a Jjejich pifibuzné terminy znamend Jjejich

fragmenty, homology a funk&ni ekvivalenty (spole&né se
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nazyvaji ,varianty“), stejné jako ty, ve kterych Jjedna nebo
vice aminokyselin podle vyndlezu bud (i) vyvolavaji nebo
zesiluji imunitni odezvu ve srovnani s proteinem Her2 neu nebo
(1i) podstatné& neovliviiuji vyvolani nebo zesileni imunitni
odezvy ve srovnani s proteinem Her 2 neu (varianta napfiklad
stimuluje odezvu pomoci pomocnych bunék T nebo pomoci
cytotoxickych bunék T nebo stimuluje produkci protilatek).
Popisuji se specifické nelimitujici ptriklady variant zahrnuji
fragmenty, homology a funk&ni ekvivalenty fuzniho proteinu
Her? neu ECD-ICD a fuzniho proteinu Her2 neu ECD-PD. Varianty

mohou byt ,podstatné shodné™ nebo ,podstatn& podobné™ s fuznim

proteinem, ktery obsahuje sloZky prirozeného polypeptidu a

uchovavaji si schopnost stimulovat imunitni odezvu.

Her? neu PD obsahuje 268 aminokyselin, vyskytuje se uvnitf
pbunky a miZe byt fosforylovan proteinovymi tyrozinovymi
kinadzami. Tato oblast neni shodnd s Z&dnou odpovidajici <&asti
receptorti tyrozinové kindzy. Tak specifita a jedinecénost teéto
oblasti ji d&la zvlasté vyhodnou pro pouZiti jako vakcinacéniho
prost¥edku vhodného pro zhoubné bujeni. Exprese samotné této
domény v bakteridlnich a savcich butikdch Je problematicka.
Vysledny protein PD Jje velmi labilni a neni vhodny pro
produkci ve velkém méritku. V jednom provedeni vynalezu se
s vyhodou pouZiva faze obsahujici celou nebo Cast
vnitrobunécné oblasti nebo fosforylacéni oblast celé
extrabun&&né oblasti Her2 neu nebo jeji &asti. Fazni proteiny
ECD-ICD a ECD-PD podle vyndlezu jsou rozpustné, vyluCuji se do

kultivadéniho média a jsou v ném stabilni.

Vakcinad&ni prostfedky podle vyndlezu je mozZné pouzit proti
libovolnému zhoubnému bujeni, které Jje charakterizovano
naddorem spojenym s expresi antigenu, Jjako Je exprese Her 2
neu. Vedle zesilené exprese vnitrobun&éné oblasti nebo

fosforyla&ni oblasti nebo Jjejich wvariant, Jako je fuzni



18

(X X X}
(A X K J
-
scCco
L N J
[
(X R X J

.
o0 L] LR ] LR J L 2 )

protein s extrabunélnou oblasti nebo jeho varianty, fazni
proteiny ECD-ICD a ECD-PD se pouzivaji pro zdokonalené

vakcinaéni prostrfedky.

Vynadlez dale popisuje vakcinacni prostfedek obsahujici
pomocny prostfedék. Uvedené adjuvans obsahujici saponin a
imunostimulaéni oligonukleotid a antigen Her 2 neu, ktery
ztratil svou transmembranovou oblast. Molekula Her2 neu mnuZe
byt z krys, my3i, ¢lovéka nebo miZe jit o hybrid. Molekula her
2 s vyhodou obsahuje v podstaté celou extrabunécnou oblast. ,v
podstat& celou“ =znamena, Ze z extrabun&&né oblasti neni
deletovano vice ne? 100 aminokyselin, s vyhodou méné neZz 75
aminokyselin, vyhodné&ji vice neZ 50 aminokyselin. Je vyhodné,
kdy? je pritomna celd extrabunélna oblast. Extrabunéc¢nd oblast
v lidské konstrukci Her2 neu podle vynalezu s vyhodou obsahuje
v podstat& vSech 600 N-terminalnich aminokyselin, s vyhodou
viech 630 N-termindlnich aminokyselin, vyhodn&ji vSech 650
aminokyselin. Lidsky ICD za¢in& aminokyselinou v poloze 676 a
kon&i aminokyselinou Val 1255. Fosforyla¢ni oblast se nachéazi
v N-termindlni oblasti ICD. Je vyhodné, kdyZ se konstrukce
vyuzivané podle vyndlezu obsahuji fosforyla&ni oblast, ale
nezahrnuji funk&ni transmembrénovou oblast. Je vyhodné, aby

transmembranova oblast byla celd deletovana.

Konstrukce, které jsou zvla3té vhodné pro pouZiti podle

vynalezu se popisuji v dokumentu WO/0044899.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu se antigen Her2 neu
pripravuje dohromady s 3D-MPC, 0QS21 a oligonukleotidem CpG
spolu s lipozomem nebo v emulzi olej ve vodé. Takové
prost¥edky tvofi humorélni odezvu nebo odezvu zprostfedkovanou
bufikami. V porovnani s pomocnym prost¥edkem, ktery obsahuje
QS21 a 3D-MPL, prostfedek podle vynalezu vyvoladvd u my3i

s vyhodou siln&j3i odezvu THl. Prostredky, které obsahuji
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pouze CpG nevyvolavaji podstatnou imunitni odezvu

zprost¥edkovanou bunkou.

ProstFedky mohou obsahovat antigeny spojené s mechanismy
podporujici nador (napfiklad angiogeneze, invaze nédoru), Jjako

jsou napriklad tie 2, VEGF.

Vyhodné oligonukleotidy vhodné pro pouziti jako adjuvans
nebo vakcinadni prostredky podle vyndlezu s vyhodou obsahuji
dva nebo vice dinukleotidovych motiv CpG oddé&lenych alespon
tfemi, vyhodnéji alespon Sesti nebo vice nukleotidy.
Oligonukleotidy  podle vynédlezu jsou v typickém pripadé
deoxynukleotidy. Ve vyhodném provedeni vyndlezu internukleotid
v oligonukleotidu je fosforodithioat nebo s vyhodou
fosforothiodtova vazba, ackoliv vynalez popisuje
fosfodiesterové a jiné internukleotidové vazby, které zahrnuji
oligonukleotidy se smichanymi internukleotidovymi vazbami.
Zpisoby ptipravy fosforothioatovych oligonukleotidd  nebo

fosforodithiodtu se popisuji v dokumentu USA C. 5 666 153, cC.
5 278 302 a WO 95/26 204.

p¥iklady vyhodnych oligonukleotidd vykazuji nasledujici
sekvence. Sekvence s vyhodou obsahuji fosforothiodtové

upravené internukleotidové vazby.

OLIGO 1(SEQ ID NO:1): TCC ATG iACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
OLIGO 2 (SEQ ID NO:2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3(SEQ ID NO:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEQ ID NO:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEQ ID NO:5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (C‘pG 1668)




Jiné oligonukleotidy CpG mohou obsahovat vyhodné shora

uvedené sekvence, které vykazuji delece nebo adice.

Oligonukleotidy CpG vyuzZivané podle vynalezu se mohou
syntetizovat libovolnym zpusobem, ktery Je zndm v oboru
(popisuje se napfiklad v dokumentu EP 468 520) . Obycejné se
takovée oligonukleotidy mohou syntetizovat pouzitim
automatického syntetizéru. Obsahuji v typickém pifipadé 10 aZ

50 bazi.

Oligonukleotidy vyuZivané podle vynalezu jsou v typickém
piipade deoxynukleotidy. Ve vyhodném provedeni
internukleotidové vazba v oligonukleotidu Jje fosforodithioat
nebo vyhodn&ji fosforothiodtova vazba, adkoliv vynédlez také
popisuje fosfodiestery. Také se zvazuje oligonukleotid
obsahujici rtzné internukleotidové wvazby, Jsou to napriklad
smisené fosforothioadtové fosfodiestery. Mohou se také pouZit
jiné internukleotidové vazby, které stabilizuji

oligonukleotid.

Saponiny, které se mohou pouZit Jako kombinace adjuvans
podle vynalezu, =zahrnuji ty saponiny ziskané z kiry stromu
Quillaja Saponaria Molina, jenZz se nazyvaji Quil A a jeJjich
frakce popsané v dokumentu USA ¢&. 5 057 540 a v publikaci
,Saponins as vaccine adjuvants,“ Kensil, C. R., Crit. Rev.
Ther. Drug Carrier Syst., 1996, 12(1-2):1-55 a v dokumentu EP
0 362 279 Bl. Zvlastd vyhodné frakce QuilA jsou QS212, QS7 a

QS17.

R-escin je daldi vyhodny hemolyticky saponin vhodny pro
pouziti jako pomocny prostredek podle vynadlezu. Escin se
popisuje v v publikaci Merck index (12%%ed., entry 3737) jako
sm&s saponinti, které se vyskytuji v semenech stromu konského

kastanu (lat. Asculus hippocastanum). Jeho izolace se provadi
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chromatograficky a ¢i3ténim (popisuje se v publikaci Fiedler,
Arzneimittel-Forsch. 4, 213 (1953)) a pomoci pryskyfic
vhodnych pro vym&nu iontd (popisuje se v dokumentu Erbring et
al., USA &. 3 238 190). Cisténé frakce escinu vykazuji
biologickou aktivitu (popisuje se v publikaci Yoshikawa M., et
al. (Chem. Pharm. Bull (Tokyo)1996 Aug., 44(8): 1454-1464)).

p-escin je také znadm Jjako aescin.

DalsSim thothm hemolytickym saponinem vhodnym pro pouziti
podle vynadlezu je digitonin. Digitonin se popisuje v publikaci
Merck index (12%ed., entry 3204), Jjako saponin, ktery se
ziskal ze semen stromu Digitalis purpurea a Cistil postupem
popsaného v publikéci Gisvold et al., J. Ant. Pharm. Assoc.,
1934, 23, 664 a Ruhenstroth-Bauer, Physiol. Chem., 1955, 301,
621. Popisuje se jako klinické reakni <&inidlo pro stanoveni

cholesterolu.

Kombinace adjuvans podle vyndlezu mohou dale obsahovat
dal$i nosi&, tak Ze saponin nebo CpG nebo polysacharid se mGZe
spojovat s nosilem ve formé& <castic, pficemz se V kombinaci
zesiluje udinek adjuvans. Zv1&8té vyhodné systémové vakcinacéni

prosttfedky obsahuji napfiklad molekulu nosice.

CpG uZivany v kombinacich adjuvans podle vyndlezu muZe byt
ve volném roztoku nebo miZe tvorit komplexy s nosic¢i ve forme
tastic, jako jsou minerdlni sole (napfiklad sole hliniku nebo
vapniku), lipozomy, ISCOM, polymery (polymery tvorené
molekulami kyseliny mlécné, polyglykolické polymery,
polyfosfazin, polyaminokyseliny, alginét, chitosan) nebo
mikroCastice. Uvedené noside Jsou s vyhodou kationické.
Vakcina&ni prosttedky podle vyndlezu dale obsahuji antigen,
ktery mhZe a nemusi byt spojen s komplexem CpG-nosic. V tomto
ptipadé antigen mlZe byt volna suspenze nebo miZe byt spojen

s odd&lenym nosicem.
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Saponiny tvo¥ici &ast vynadlezu se mohou oddélit ve formé
micel nebo mohou byt ve form& velkych uspofadanych struktur,
jako je ISCOM (popisuje se v dokumentu ¢. EP 0 109 942 B1)
nebo ve formé& lipozoml (popisuje se v dokumentu WO 96/33 739),
kdy? se ptripravuji spolu s cholesterolem a lipidem nebo ve
form& emulze olej ve vodd (popisuje se v dokumentu WO 95/17
210). Saponiny se mohou s vyhodou spojovat se soli kovu, jako
je hydroxid hlinity nebo fosforecnan hlinity (popisuje se
v dokumentu WO 98/15 287). V jiném p¥ipad& se saponin muiZe
spojovat s urlitym adjuvans, jako je chitosan. Saponin se muze
vyskytovat v suché form&, Jjako Je prasek. Konecna forma
vakcinadéniho prostfedku, ve které se aplikuji na povrch
sliznice, Jje ve své podstaté hemolytick&d. Saponin maZze byt
nebo nemusi byt fyzicky spojen s antigenem bud pomoci primé
vazby nebo spoleénou interakci se stejnou molekulou nosice

(popisuje se v dokumentu Velké Briténie ¢&. 9822712.7, WO
98/16247) .

CpG, saponin a lipopolysacharid v adjuvans nebo ve
vakcina&nim prostfedku podle vynadlezu se mohou samy separovat
nebo naopak spojovat. CpG a saponin miZe byt ve volné suspenzi
nebo se miZe spojovat prostfednictvim nosice. Vyhodny Jje nosic
ve formé& J&astic, Jjako Jje hydroxid hlinity nebo kationicky

liposom nebo ISCOM.

Vyhodnd kombinace adjuvans podle vynadlezu se sklada
z jednoho nebo vice oligonukleotidd CpG, které obsahuji
alespoil 3 s vyhodou alesponi 6 nukleotidd mezi dvéma sousednima
motivy CG spolu s QS21 a urCitym nosicem se vybraly ze skupiny
obsahujici emulzi olej ve vodé nebo DQ. Je vyhodné, kdyzZ
lipopolysacharid je derivat difosforyllipidu nebo
monofosforyllipidu. Vyhodny Jje 3-0O-deacylmonofosforyllipid A.
Pomocny prostfedek s vyhodou obsahuje CpG 2006 (SEQ ID NO: 4)
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nebo CpG 1758 (SEQ ID NO: 2) nebo CpG 1826 (SEQ ID NO: 1)
smichany s QS21 a s nosicem ve formé <castic vybranym ze
skupiny obsahujici emulzi olej ve vod& nebo DQ. Zvlastée
vyhodné vakcina¢ni prostredky nap¥iklad obsahuji uvedené
pomocné prostfedky a antigen. Vyhodny vakcinadéni prostredek
podle vyndlezu se pouZivd pri vyvolani systémové imunitni

odezvy po aplikaci jedinci systémovym zpusobem.

Pomocné prost¥edky podle vyndlezu mohou obsahovat emulzi
zalo¥enou na oleji. Pomocné prostfedky =zaloZené na olejové
emulzi jsou znamy po mnoho let. Spadaji sem préce spojené
s Freundovym uplnym nebo neuplnym adjuvans, kterd obsahuji
emulzi s mineralnim olejem. V této dobé& se vénovalo hodné cCasu
k vytvofeni stabilnich a dobfe tolerovatelnych alternativ

uvedenych silnych, reaktogennich pomocnych prostredku.

Popisuje se Ffada emulznich systémd, které jsou tvoreny
jednou nebo vice fazemi. Adjuvans obsahujici emulzi olej ve
vodé je mozné pouzit jako adjuvantni prostfedek (popisuje se
v dokumentu EP O 399 843 B). Popisuji se také prostredky
obsahujici emulze olej ve vodé a jind aktivni &inidla, které
je  mozné  pouZit jako adjuvans v ptipade vakcinaénich
prostfedkl (popisuje se v dokumentu WO 95/17 210, WO 98/56
414, WO 99/12 565, WO 99/11 241). Popisuji se dal&i pomocné
prostfedky obsahujici olejovou emulzi, jako je voda v oleji
(dokument USA &. 5 422 109, EP 0 480 982 B2) a emulze voda
v oleji ve vodé& (popisuje se v dokumentu USA &. 5 424 067, EP
0 480 981 B).

Pomocny prostfedek obsahujici olejovou emulzi vhodny pro
pouziti podle vyndlezu miZe byt prirozeny nebo synteticky a
miZe byt minerdlni nebo organicky. Priklady minerdlnich a

organickych oleju jsou pro odbornika zrejmé.
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Aby prost¥edek obsahujici olej ve vodé byl pro Clovéka
vhodny, olejova faze emulzniho systému zahrnuje
metabolizovatelny olej. Vyznam terminu metabolizovatelny olej
je dobfe zndm v oboru. Termin ,metabolizovatelny“ znamend, Ze
je mozné ho zm&nit pusobenim metabolizmu (popisuje se
v publikaci Dorland’s illustrated medical dictionary, W.B.
Sanders company, 25 edition (1974)). Vhodnym olejem Je
libovolny rostlinny olej, rybi olej, zvifeci nebo synteticky
olej, ktery neni toxicky pro prijemce a Jje schopen byt
pfemé&né&n metabolizmem. Bé&Znymi zdroji rostlinného oleje jsou
ofechy (jako je aradidovy olej), semena a zrni. Vynadlez dale
popisuje syntetické oleje, které mohou zahrnovat bé&Zné
dostupné oleje, jako je NEOBEE® a jiné. Skvalen (2,6, 10, 15,
19, 23-hexametyl-2,6,10, 14, 18, 22-tetrakosahexaen) Jje nesa-
turovany olej, ktery se nachdzi ve velkém mnoZstvi v oleji
z jater Z%raloka a v malém mnoZstvi v olivovém oleji, v oleji
z mouénych &ervd, vV oleji =z ryZovych otrub a v kvasinkach.
Tento olej Jje zvla3té vhodny pfi pouZiti podle vynalezu.
Skvalen je metabolizovatelny olej, protozZe je meziproduktem

biosyntézy cholesterolu (Merck index, 10. vydani, ¢. 8619).

7v145té vyhodnymi olejovymi emulzemi jsou emulze olej ve

vodé a zvlasté& pak skvalen ve vodnich emulzich.

P¥iklady vyhodnych systémi emulzi se popisuji
v patentovych dokumentech WO 95/17 210 a WO 99/11 241, ktere
popisuji adjuvans ve formé emulze zaloZzené na skvalenu, o-
tokoferolu a pripravku Tween 80. Mohou se také pifipravit
s imunostimulanty QS21 a/nebo 3D-MPL. V dokumentu WO 99/12 565
se popisuje zlepSeni uvedenych skvalenovych emulzi s pfidénim
sterolu do olejové faze. Za Udelem stabilizace emulze
(popisuje se v dokumentu WO 98/56 414) se do olejové faze mluzZe

p¥idat triglycerid, jako je trikaprylin (C27H5006) .
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Velikost olejovych kapicek, které se vyskytuji ve stabilni
emulzi olej ve vodé Jje s vyhodou men3i neZ 1 um. Uvedena
velikost miZe byt v rozmezi 30 aZ 600 nm, s vyhodou p¥ibliZné
30 a% 500 nm. Nejvyhodn&jsi je, kdyZ primér je 150 az 500 nm a
zv143té vyhodné Jjsou kapénky s primé€rem 150 nm méfeno
fotonovou koreladni spektrofotometrii. 80 % olejovych kapének
je ve vyhodném rozmezi velikosti, vyhodn&ji vice neZ 90 % a
nejvyhodn&ji vice neZz 95 % olejovych kapének se pohybuje
v definovaném rozmezi velikosti. MnoZstvi sloZek p¥itomnych
v olejovych emulzich podle vynélezu tvoti bé&Zné 2 az 10 %,
skvalen, 2 aZ 10 % alfa-tokoferol a 0,3 az 3 % povrchochové
aktivni &inidlo, Jjako je polyoxyetylen-sorbitanmonocoleat. Je
vyhodné, aby poméf olej (s vyhodou skvalen) ku tokolu (s
vyhodou a-tokoferol) se rovnal nebo byl men3i nez 1, pricemi
vznikd vice stabilni emulze. Emulgani ¢inidlo, Jjako Je
pfipravek Tween 80 a Span 85, se mohou také vyskytovat
v mno¥stvi p¥ibliZn& 1 $. V nékterych pfipadech mizZe byt
vyhodné, Ze vakcina&ni prostfedky podle vyndlezu mohou dale

obsahovat stabilizadéni c¢inidlo.

Zplsob pripravy emulzi olej ve vodé je dobfe zném v oboru.
Zpisob b&#n& =zahrnuje miSeni olejové faze obsahujici tokol
s povrchov& aktivnim <&inidlem, Jjako Je PBS/TWEEN8O ™ . Pak
nasleduje homogenizace za pouZiti homogenizéru. Odbornikovi je
z¥ejmé, Ze zpusob, ktery zahrnuje krok dvojnasobny pruachodu
sm&si injek&ni Jjehlou, Jje vhodny pro homogenizaci malych
objem@ kapaliny. Stejné& je moZné prizptsobit emulgacni postup
v mikrofluidizéru (zarizeni mukrofluidika M110S, maximalné 50
priichodl, v ¢ase 2 minuty maximalni tlak na vstupu je 6 bart
(tlak na vystupu je pfibliZné& 850 bartl) pro produkci men3ich
nebo v&tiich objeml emulze. Této adaptace je moZné doséhnout
b&Znym experimentem, ktery zahrnuje sledovani vysledné emulze
dokud se nedosdhne pEipravku, kde olejové kapénky maji

poZadovany prumer.
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Kombinace adjuvans podle vyndlezu se mlZe pouzit jako
systémové nebo mukozalni adjuvans. Vyndlez popisuje systémové
vakcinadni prostfedky, které se aplikuji systémovym nebo
parenteralnim zplsobem. To znamenéa intramuskularnég,
intradermé&lnég, transdermalnég, subkutéannég, intraperitonedlné
nebo intravendzné&. Vyhodny zpUsob aplikace je transdermalnim

zptsobem napfiklad pomoci koZnich néaplasti.

Systémové vakcinaéni prostfedky podle vynédlezu se mohou
pouzit p#i ochran& nebo lécbé savcl nachylnych nebo trpicich
onemocnénim intramuskuléarnim, intraperitonedlnim,
intradermalnim, trénsdermélnim, intravendéznim nebo subkutdnnim
zplsobem. Zpusoby systémové aplikace vakcinacnich prostredkl
mohou zahrnovat bé&#né injek&ni stfikacky a jehly nebo zafizeni
navrzené pro balistické =zavedeni pevnych vakcin (popisuje se
v publikaci WO 99/27 961) nebo tlakové vstfikovace kapalin,
které nemaji jehly (popisuje se v patentovém dokumentu USA cC.
4 596 556, &. 5 993 412) nebo transdermalni ndplasti (popisuje
se v patentovém dokumentu WO 97/48 440, WO 98/28 037). Vynalez
je moZné také pouzit k zesileni imunogennosti antigent
aplikovanych na kGzi (transdermalni nebo transkutanni
zavedeni, popisuje se v patentovych dokumentech WO 98/20 734,
WO 98/28 037). Vynalez dale popisuje aplikdtory pro systémovou
aplikaci, které jsou pfedem naplnény vakcinalnim prostfedkem
nebo adjuvans podle vynalezu. Vyn&lez déle popisuje aplikator
pro systémovou aplikaci, ktery Jje pfedem naplnén vakcinaénim
prostfedkem nebo adjuvans podle vynadlezu. V souladu s tim se
déle popisuje zpusob vyvoldni imunitni odezvy jedince. Tento
zplsob zahrnuje aplikaci vakcinaéniho  prostfedku podle
vynadlezu jedinci, pficemZz vakcinalni prostfedek se aplikuje
parenterdlnim nebo systémovym zplUsobem. Vyhodné  zplsoby
vyvolédni  imunitni odezvy zahrnuji aplikaci vakcinaé&niho

prostfedku proti derivatu Her 2 neu spolu se saponinem
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odvozenym z Quil A, Jjako je QS21, a nosicem, Jjako je emulze

olej ve vodé, lipozom obsahujici cholesterol nebo alum.

Systémové vakcinaéni prostfedky podle vyndlezu se mohou
pou?it p¥i ochrané& nebo 1é¢bé& savct nachylnych nebo trpicich
onemocnénim aplikaci mukozdlnim zpusobem, jako Jje orélni
zpisob/zaZivacim traktem nebo nasdlnim zplsobem. Alternativni
mukozalni zplsob Jje intravagindlni a intrarektdlni zpusob.
Vyhodny mukozalni zplsob Jje aplikace nasdlnim zpusobem, ktery
se nazyvé intranasdlni  vakcinace. Zpusoby  intranasélni
vakcinace jsou dob¥fe zndmy Vv oboru a zahrnuji aplikaci
kapének, spreje a suchého pré&3ku do nasofaryngu imunizovaného
jedince. Vynélez pbpisuje vakcinadni prostredky ve zmlZované
form& a ve form& aerosolu. Vyndlez déle popisuje stfevni
prostfedky, jako Jjsou kapsule a granule rezistentni vGci
podminkdm v zaZivacim traktu vhodné pro ordlni aplikaci, Zipky

vhodné pro rektédlni nebo vagindlni aplikaci.

Pomocné prostfedky podle vyndlezu reprezentujl tfidﬁ
mukozalnich  pomocnych  prost¥edkll vhodnych pro aplikaci
Elovéku, pri¢em? je moZné, Ze systémovd vakcinace se nahradi
mukozalni vakcinaci. Ve vyhodném provedeni vyndlezu <isté
saponiny, Jjako je Quil A nebo jeho derivaty =zahrnujici QSZ1,
escin, digitonin nebo saponiny Gosophila nebo Chenopodium
quinoa v kombinaci s imunostimulaénim oligonukleotidem se
mohou pouZit Jjako adjuvans v pripadé mukozélni aplikace

antigent, aby se dosdhlo systémové imunitni odezvy.

Pomocné prostfedky podle vyndlezu se pouZivaji pfil
pfipravé vakcinaénich prostfedkl, které se mohou aplikovat
systémovym nebo mukozdlnim  zpusobem. V pripadé, Zze  se
vakcina&éni prostiedky aplikuji mukozalni aplikaci, pomocné

prostfedky obsahuji hemolyticky saponin.
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V pfipadé mukoza&lni aplikace prostfedek podle vynédlezu

s vyhodou obsahuje hemolyticky saponin. Hemolyticky saponin

nebo saponinové pifipravky podle vynalezu se stanovuji

nasledujicim testem.

1. Cerstva krev, kterd pochdzi =z morlat, se promyla trikrat
fyziologickym roztokem pufrovanym fosforeCnanem (PBS) za
pouZiti stolni centrifugy. Po resuspendovani do po&ate&niho
objemu se krev dale 10 krat zredila v PBS.

2. Objem 50 pl této suspenze krve se pfidal do 800 ul PBS,
které obsahuje dvojndsobné fedéni povrchové aktivniho
¢inidla nebo saponinu.

3. Po osmi hodindch Jje mozZné hemolyzu hodnotit wvizudlné nebo
mé&¥enim optické-hustoty supernatantu. Pritomnost <&erveného
supernatantu, ktery absorbuje svétlo pri vlnové délce 570
nm, indikuje pfitomnost hemolyzy.

4, Vysledky Jsou vyjadfené jako koncentrace prvniho fedéni

saponinu, pf¥i kterém nedochazi k hemolyze.

Pro uc¢ely vyndlezu Jje saponinovy pomocny prostfedek
hemolyticky v pripadé, Ze 1lyzuje erytrocyty v koncentraci
nizsi neZ 0,1%. V podstaté <isté vzorky QuilA, QS21, Qs7,
digitonin a B-escin Jsou hemolytické saponiny, jak se
definovalo v tomto textu. Saponiny podle vyndlezu. vykazuji
hemolytickou aktivitu p¥fibliZné v koncentraci 0,5 az 0,00001

vyhodn&ji p¥i koncentraci 0,05 az 0,00001 %, dokonce jesté

5,
vyhodn&ji v koncentraci 0,005 aZ 0,00001 % a nejvyhodné&jsi je
koncentrace 0,001 aZ 0,0004 %. V idedlnim ptfipadé uvedené
saponiny vykazuji hemolytickou aktivitu podobnou (to znamena

desetindsobny rozdil), jako vykazuje QS21.

Vakcina&ni prostfedky podle vyndlezu se mohou také
aplikovat ordlnim zplsobem. V takovych pripadech farmaceuticky
ptijatelny ekcipient mazZe zahrnovat alkalické pufry nebo

stfevni kapsule nebo mikrogranule. Vakcina&ni prostfedky podle
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vynédlezu se mohou také aplikovat vaginadlnim  zplsobem.
V takovych pripadech farmaceuticky ptijatelné pomocné 1latky
mohou také zahrnovat emulgaéni <cinidla, poiymery, jako Je
p¥ipravek CARBOPOL® a dal&i zndmé stabilizatory vaginalnich
krémd a &ipk@. Vakcinaéni prostredky podle vyndlezu se mohou
aplikovat rektdlnim zplsobem. V takovych ptripadech pomocné
latky mohou také zahrnovat vosky a polymery, které Jjsou znémy

v oboru a vyuZivaji se pfi p¥ipravé rektalnich ¢ipka.

Vyndlez dale popisuje pripravu pomocnych prostfedkl, které

obsahuji vice jak Jeden saponin. Kombinace alesponn dvou

nasledujicich skupin, které obsahuji 0QSs21, QS7, Quil A, R—

escin nebo digitonin. Prost¥edky podle vyndlezu mohou
zahrnovat kombinace vice nez jednoho imunostimulacéniho
oligonukleotidu.

V jiném pripadé se prostrfedky mohou kombinovat
s vakcina&nimi nosiéi, které obsahuji chitosan nebo jiny

polykationické polymery, polymery tvofené molekulami kyseliny
mlécné a polylaktid—ko—glykolidové Zastice, polymerové matrice
zaloZené na poly-N-acetylglukozaminu, Castice slozZené
s polysacharida nebo chemicky upravenych polysachariduy,
liposomy a céstice zaloZené na lipidech, &astice tvofené
monoesterem glycerolu atd.. Saponiny se mohou také p¥ipravovat
spole&n& s cholesterolem za vzniku &astic, jako Jjsou liposomy
nebo  ISCOM. Ddle se saponiny mohou piipravovat spolu
s polyoxyetyleneterem nebo polyoxyetylenesterem za vzniku
roztoku, ktery neobsahuje Castice nebo za vzniku suspenze nebo
za vzniku urdéitych struktur, jako Je paucilamelarni liposom
nebo  ISCOM. Saponiny se mohou také ptipravovat spolu
s pomocnymi latkami, jako je Carbopol®, aby vzrostla
viskozita, nebo spolu se suchym praSkem, jako je pomocné latka

laktdza.
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7v143té& vyhodné pomocné prostfedky jsou kombinace 3D-MPL a
Q0S21 (popisuje se v dokumentu EP 0 671 948 Bl), emulze olej ve
vod& obsahujici 3D-MPL a QS21 (popisuje se v dokumentu WO
95/17 210, WO 98/56 414) nebo 3D-MPL pripraveny spolu s jinymi
nosi&i (popisuje se v dokumentu EP 0 689 454 Bl) v kombinaci
s oligonukleotidy CpG. MnoZstvi CpG nebo imunostimulaénich
oligonukledtidﬁ v adjuvans nebo ve vakcina&nich prostfedcich
podle vynélezu Je v obecném pripadé malé, ale zavisi na
vakcinadnim prost¥edku. Pohybuje se v rozmezi i az 1 000 ng

v jedné dé&vce, s vyhodou 1 az 3500 npg v jedné davce a

nejvyhodné&ji 1 aZ 100 pg v jedné davce.

MnozZstvi séponinu vhodné pro pouziti v pomocném
prost¥edku podle vyndlezu miuZe byt 1 az 1000 ng, s vyhodou 1
aZ 500 pg, vyhodn&ji 1 aZ 250 ug v jedné davce a nejvyhodné&jsi
je 1 az 100 ug v jedné davce. Pomér CpG:saponinu
(hmotnost/hmotnost) Jje proto v rozmezi 1:1 000 az 1 000:1 a
bude v typickém pfipadé v rozmezi 1:100 az 100:1 a s vyhodou
v rozmezi 1:10 aZ 1:1 nebo 1:1 aZ 10:1 a nejvyhodnéji 1:1, 4:1

nebo 10:1.

Prostfedky podle vyndlezu se mohou pouZit pro ucely
profylaxe a terapie. Vynalez popisuje pouziti kombinace
saponinu a molekuly CpG pfi vyrobé vakcina&niho prostfedku
vhodného pro profylaxi a 1éCbu virové, bakteridlni a
parazitické infekce, alergie, zhoubného bujeni a Jinych
poruch, které nejsou chronické. Vyndlez déle popisuje zplUsob
1é&by savce nachylného nebo trpiciho infek&nim onemocnénim
nebo zhoubnym bujenim nebo alergii nebo autoimunitnim
onemocnénim. Vyndlez dale popisuje kombinaci vakcinaéniho
prostfedku a adjuvans, kterd obsahuje saponin a CpG, jak se
popisuje v pfipadé pouZiti pro piipravu lé&ebného prostredku.

Vakcinaéni prostredek se v obecném pripadé popisuje
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v publikaci New Trends and Development in Vaccines, Voller et

al., University Park Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978.

Vynadlez dale popisuje zplsob prevence onemocnéni u
jedince, Jako je to V pripadé karcinomu prostaty, prsu,
kolorektalniho karcinomu, karcinomu plic, karcinomu pankreasu,
renalniho karcinomu a melanomu. Tento zpusob zahrnuje aplikaci

prost¥edku systémovym zpusobem.

V jiném ptipadé vyndlez popisuje mukozalni vakcinacni
prostfedek, ktery zahrnuje antigen a hemolyticky saponin.
Popisuje se zpusob lécCby jedince néachylného nebo trpiciho
onemocnénim, kter& zahrnuje aplikaci prostfedku na povrch

sliznice jedince.

Dile se popisuje =zpusob vyvolani specifické imunitni
odezvy na systémovy antigen u savcl, ktery zahrnuje aplikaci
prost¥edku na povrch sliznice uvedeného savce. Vakcina&ni

prosttedek obsahuje antigen a hemolyticky saponin. Dale se

popisuje zplsob vyroby vakcina&niho prostfedku nebo adjuvans,

ktery obsahuje saponin a molekulu CpG a antigen.

priklady vhodnych farmaceuticky prijatelnych pomocnych
latek vhodnych pro pouZiti v kombinacich podle vynalezu
zahrnuji vodu, fyziologicky roztok pufrovany fosforecnanem,

izotonické pufrované roztoky.

prehled obrazkl na vykrese

Obrazek ¢&. 3 zobrazuje vysledky rustu naddoru mnysi ze
skupiny 1, 2, 4, 5 a 6. Na obrazku &. 4 Jsou zobrazeny
vysledky ristu nadoru u my$i ve skupinach 1, 5, 6, 7 a 11. Na
obrazku &. 5 jsou vysledky ziskanych u my$i ve skupindch 1, 5,

6, 8, 9 a 10. Vakcina&ni prost¥edky, které vyvolaly uplnou
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regresi nadoru byly ty, které obsahuji jak imunostimulacni

oligonukleotid tak saponin.

Na obrazku ¢&. 6 a 7 Je zobrazena lymfoproliferace
splenocyt in vitro po inkubaci s imunogenem v koncentraci 5
pg/ml (ECD-PD) nebo s extrabun&Znou (ECD) nebo intrabunédcnou

oblasti (ICD) nebo Her 2 neu.

Obrézky &. 8 a 9 zobrazuji humoralni imunitni odezvu na
imunogen (ECD-PD) vyjad¥enou jako Ig. Hodnoty se ziskaly
mé¥enim testem ELISA (obrazek &. 8) nebo roz$itfenim izotypu

IgG pri t&chto odezvach (obrazek ¢. 9).

Na obrazku ¢&. 10 a 11 je zobrazena lymfoproliferace
splenocytt po druhé vakcinaci a 14 dni po &tvrté vakcinaci po
inkubaci in vitro s imunogenem V koncentraci 3 ug/ml (NSI-
P703P) nebo s P703P exprimovaném v mikroorganizmu pichia (15

ug/ml) s nespecifickym fiznim proteinem NS1-OspA.

Obrazky &. 12 a 13 zobrazuji humorédlni imunitni odezvu na
imunogen (NS1-P703P) vyjadtenou Jako celkové Ig. Hodnoty se
ziskaly mé&fenim testem ELISA a vyjadfily se Jako st¥edni
hodnoty titrli (obrazek C. 10) nebo rozptylem izotypu IgG pfi

t&chto odezvach (obrazek &. 11.).

priklady provedeni vynalezu

Priklad 1:

» ECD-PD se pPipravil v bunikach CHO zplisobem  popsanym
v dokumentu WO 00/44 899. Pripravky se testovaly na my3ich a
kradlicich.

= P¥ipravky se porovnavaly s Eadou kontrol.
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SBAS1+SBA7:

ECD-PD se ptripravil s oligonukleotidem CpG 2006 a 3D-MPL,

0821 ve form& liposomu.
pPripravek SBAS1

Pripravek SBAS1 obsahuje QS$21 v liposomech a 3D-MPL
spojeny s liposomy a pripravil se zpusobem popsanym

v dokumentu EP 0822831.
pripravek SBAS1 a SBAS7

Ke shora v textu popsanému pripravku se pridal
oligonukleotid CpG 2006. Antigen se pred pou?itim smichal

s pomocnym prostiedkem.
Pfipravky zaloZené na SBAS7 a SBAS2 (my$)

V pripadé Jedné davky 50 wul vakcina&niho prostredku se
protein ECD-PD (25 ug) Fedil 10x koncentrovanym PBS s hodnotou
pH 6,8 a vodou. Pak se ptridala emulze olej ve vodég, které
obsahuje SB62. Tato emulze obsahuje 5% skvalen, 5% tokoferol,

2% Tween 80. Velikost &astice je 180 nm.
Pfiprava emulze SB62 (2x koncentrované)

Tween 80 se rozpustil ve fyziologickém roztoku pufrovaném
fosfore&nanem (PBS) za vzniku 2% roztoku v PBS. Aby vzniklo
100 ml dvakréat koncentrované emulze, smichalo se na vortexu 5
g alfa-tokoferolu LD a 5 ml skvalenu. Za stalého miché&ni se
pfidalo 90 ml roztoku PBS/Tween. Vyslednd emulze se nechala
projit st¥ikackou a nakonec se mikrofluidizovala za pouZiti

mikrofluidizéru M110S. Vysledné kapénky oleje maji velikost
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pribliZné 180 nm. Pak se p¥idalo 10 pg 3D-MPL, 10 g 0S21. Pak
se ptidalo 50 pg CpG ODN 2006 a o 30 minut pozdéji se pridal
thiomersal jako konzerva&ni ¢&inidlo v koncentraci 50 pg/ml.
V3echny inkubace probéhly pfi teplot& mistnosti za stélého

michéani.

p¥ipravky SBAS se ptipravily zpusobem popsanym shora

v textu, s vyjimkou, Ze se nepridal oligonukleotid CpG.
SBAB7 je oligonukleotid CpG 2006.
P¥ipravky zaloZené na SBAB2 a SBAB 7 (kralik)

V pfripadé jedné davky 500 ul vakcinaéniho prostrfedku se
protein  ECD-PD (100 wug) ¥edil 10x koncentrovanym PBS
s hodnotou pH 6,8 a vodou. Pak se pfidala emulze 250 upl SB62,
100 pg 3D-MPL, 100 pg QS21 a 500 ng CpG ODN 2006. Po 30 minat
se pridal thiomersal v koncentraci 50 pg/ml jako konzervalni
&inidlo. Vdechny inkubace se provedly pfi teploté mistnosti za

stdlého michani.
P¥iklad 2: Experimenty zavedeni néadoru.

Skupiné my3i F1 (C57 x Balb) (8 my3i ve skupiné) se
injekci zavedla 1/10 davky lidského antigenu (25 ug) v den O,
14 a 42 a v den 56 se zavedly podkoZné& buitky TCl exprimujici

Her2 (2x10° bund&k TC1l Her2 na jedno zvife).

Butiky TCl z jedné poloviny sleziny zvitete se shromédZdily

v den 56 a zvitata se nechala vykrvéacet.

Jak je zobrazeno na obrazku ¢. 1 pridéni oligonukleotidu

CpG k ptipravku 3D-MPL/QS21 synergicky zesiluje regresi nadoru




a pouze aplikaci téchto ptipravki dochazi k uUplné regresi

niddoru u myS3i.
P¥iklad 3: Imunogennost ECD-PD v rtznych adjuvans u kraliki.

Zest skupin, kdy kazd& obsahuje 4 kraliky, se imunizovaly
v den 0, 21 a 42 se 100 ng ECD-PD v AS02, AS01l, AS05, ASOe6
(CpG 2006 absorbované na alum), AS07 a ASO02B a ASO7. '

Serologie se analyzovala 14 dni post III a v tabulce ¢. 1
je zobrazeno, Ze prostredky podle vynalezu byly lepS8i ve
srovnani s testovanymi prost¥edky p¥i vyvolani vysokého titru

protilatkové odezvyl

Tabulka &. 1

pre 14 postIII
AS02B 50 96 923
AS01B 173 196 637
ASS5 144 76 221
AS6 142 74 180
ASO7A 480 3 904
AS02B+AS07A 94 362 713

P¥iklad 4: Imunogennost Her2 neu, ECD-PD u dospé&lych opic

Rhesus

Dosp&lé opice Rhesus se imunizovaly ECD-PD za pouziti

riznych pomocnych prostfedku.

AS02B 0S21, 3D-MPL, v emulzi ole]j ve vodé
ASO1 QS21, 3D-MPL v liposomech
ASO05 Q0S21 v liposomech

AS0O6 CpG 2006 v alum




ASQ7 CpG 2006
AS02B+AS07 detaily se popisuji v prikladu 1.

Vakcinace vyvolava vy33i protilatkovou odezvu u pripravkl

podle vynalezu (AS)2+AS07. Zobrazeno na obrazku ¢&. 1.

Dalsi analyza ukazuje protildtkovou odezvu, kterd je
polyklonélni, a demonstruje inhibi&ni aktivitu ristu in vitro
1idské bun&&né linie karcinomu prsu (SKBR3), které nadmérné
exprimuji molekulu Her2 neu. Herceptin, coZ je monoklonalni
protilatka vhodnad pro 1écbu néadoru, které exprimuji Her2 neu,

je schopna inhibovat rist uvedené buné&&né linie.

U protilatek vytvofenych po aktivni wvakcinaci vakcinacnim

prost¥edkem se testovala jejich funkce.
Priklad 5: Imunizace my$i antigenem ECD-PD

Tento experiment se navrhl za ucCelem zkoumdni rozmezi
pomocnych prostfedkd s antigenem, ktery je fuzi extrabunélné
oblasti Her2 neu spojenou s fosorylaéni oblasti (ECD-PD),
kterd se produkovala v bufikach CHO podle zplisobu popsaného

v dokumentu WO 00/44 899.

skupina |antigen (25 adjuvans
Hg)

1 ECD-PD 74dné (fyziologicky roztok pufrovany
fosforelnanem (PBS))

2 ECD-PD liposomy s QS21 a 3D-MPL v membrané

3 ECD-PD emulze olej ve vodé& obsahujici tokol s
Q0S21 a 3D-MPL

4 ECD-PD CpG

5 ECD-PD liposomy s QS21 a 3D-MPL Vv membrané +
CpG ’
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6 ECD-PD emulze olej ve vodé obsahujici tokol
s QS21 a 3D-MPL + CpG

7 ECD-PD 3D-MPL + CpG

8 ECD-PD QS21 + CpG

9 ECD-PD emulze olej ve vodé obsahujici tokol +
CpG

10 ECD-PD liposomy s QS21 v membrané + CpG

11 ECD-PD liposomy s 3D-MPL v membrané + CpG

V emulzich olej ve vod&, které obsahuji tokol a pouZily se
ve shora uvedenych skupinach, se pouZivd D,L-tokoferol (CAS c.
10191-41-0, chemicky nazev (2RS, 4°RS, 8°'RS)-2,5,7,8-
tetrametyl—Z—(4’,8;, 12-trimetyltridecyl)-6-chromanol), ktery
je b&%n& dostupny u firmy ROCHE™™. JestliZe je v emulzi ole]

o)

ve vodé& ptitomen tokol, je v koncentraci 2,5 % (objem) a Je

v kombinaci se skvalenem, ktery Jje v koncentraci 2,5 %
(objem) . Oba oleje se smichaly a pridal se
polyoxyetylensorbitanmonooleéat (Tween80 ™) pak doglo

k mikrofluidizaci (za pouziti mikrofluidizaéniho stroje MI110S,
dochazi maximaln& k 50 prachodiam po dobu 2 minuty pEi
maximalnim tlaku na vstupu 6 barl (tlak na vystupu Je
pfibliZné& 850 barl) (popisuje se v dokumentu WO 95/17 210).
Skupiny 3, 6 a 9 Jjsou zaloZené na shora uvedené emulzi
s tokolem, pridemZ se pfidéd vodny roztok QS21, 3D-MPL nebo
CpG.

Qs21 a  3D-MPIL, jestliZe je pritomen v libovolnych
vakcinadénich skupinadch, je zahrnut v mnoZstvi 5 pg/davku. CpG
(OLIGO4 (SEQ ID NO: 4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT) se

pridal v davce 50 ug.

Adjuvans pouzivané pro skupiny 2, 53, 10 se ptripravily
postupy popsanymi v dokumentu EP 0 822 831 Bl. Skupina 11
obsahovala 3D-MPL v membrané liposomu. 3D-MPL,
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dioleoylfosfatydylcholin a cholesterol se smichaly a
mikrofluidizovaly za vzniku unilamelédrniho 1lipozomu (jak se

popisuje v publikaci EP 0 822 831 BI, nepouzivd se QS21).

Adjuvans pouZivané ve skupin& 4, 7 a 8 byly vodné suspenze

nebo roztok.

Postup vakcinace

Skupiny my3i B6Fl se vakcinovaly &tyfikrat intramuskuldrné
v rozmezi 14 dni (objem davky Jje 50 pnl). 14 dni po 4.
vakcinaci se my3im aplikovalo podkoZné 2%x10°% nadorovych buné&k

TC1l, které exprimuji Her2 neu.

Nadorové bunééné 1linie Her 2neu-TCl se produkovaly
transdukci buné&k TCl retrovirovym genem, ktery kdédduje Her?2
neu. Po selekci blastocydinem se izolovaly rezistentni klony a
testovala se jejich schopnost exprimovat Her2 neu testem FACS.
Vybral se klon s nejvy$$i expresi HerZ neu. Zjistilo se, Ze
davka 2x10° vykazuje podobnou kinetiku rGstu, jako buiky TCl a
u kontrolnich zvifat ve 100 % dochdzi ke vzniku nadoru.
Velikost jednotlivych nadort se méfila dvakrdt a exprimovala

se jako prumér ve skupineé.
Vysledky

Obrazek &. 3 zobrazuje vysledky rGstu naddoru my$i ze
skupiny 1, 2, 4, 5 a 6. Na obrazku ¢&. 4 Jsou zobrazeny
vysledky rustu nadoru u my3i ve skupinach 1, 5, 6, 7 a 1ll. Na
obrazku &. 5 jsou vysledky ziskanych u my$i ve skupinach 1, 5,
6, 8, 9 a 10. Vakcinaéni prostfedky, které vyvolaly uplnou
regresi nadoru byly ty, které obsahuji Jjak imunostimulacni

oligonukleotid tak saponin.



Na obrazku ¢&. 6 a 7 Jje zobrazena lymfoproliferace
splenocyt@ in vitro po inkubaci s imunogenem v koncentraci 5
ug/ml (ECD-PD) nebo s extrabuné&cnou (ECD) nebo intrabunécnou

oblasti (ICD) nebo Her 2 neu.

Obrazky &. 8 a 9 zobrazuji humordlni imunitni odezvu na
imunogen (ECD-PD) vyjadfenou jako Ig. Hodnoty se ziskaly
mé&fenim testem ELISA (obrazek ¢&. 8) nebo distribuci izotypu

IgG pfi té&chto odezvach (obrazek ¢. 9).

Zaveér
Po 3 injekcich vyvolani protiléatek odpovida

ASO2B+ASO7A>AS01B>AS02B=AS06=AS05>AS07A.

Obecny zaver

Testované adjuvans '(A81, AS2, AS7) vykazuje podobny
a&inek. AvSak kombinace AS1 a AS7 nebo AS2 a AS7 jsou ucineéjsi
adjuvans. CMI je jasné& prokdzal po &tvrté vakcinaci u zvifat,
kterym se aplikovalo kombinované adjuvans, které obsahuje celé
molekuly ECD-PD nebo zvl43t ECD a ICD. Pripravky podle

vynédlezu jsou velmi G¢inné pfi vyvolani regrese nadoru.
P¥iklad 6: Imunizace mysi antigenem P703P

Tento experiment se navrhl tak, aby se zkoumalo rozmezi
pomocnych prost¥fedkll s antigenem, které jsou fuzi antigenu
prostazy (popisuje se v publikaci Ferguson et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1999, 96, 3114-3119)) a N-terminalniho

fragmentu aminokyselin 1 aZ 81 NSI.

skupina |antigen (25 ug) |adjuvans

1 P703P-NS1 sadny (fyziologicky roztok pufrovany

fosforeCnanenm (PBS))




40 :

2 P703P~-NS1 CpG

3 P703P-NS1 liposomy s QS21 v membrané + CpG

4 P703P-NS1 liposomy s QS21 a 3D-MPL v membrané +
CpG

5 P703P-NS1 emulze olej ve vodé obsahujici tokol

s Q321 a 3D-MPL + CpG

6 P703P-NS1 emulze olej ve vodé obsahujici tokol
+ CpG

V emulzich olej ve vod&, které obsahuji tokol a pouzily se
ve shora uvedenych skupindch, se pouZiva D,L-tokoferol (CAS ¢&.
10191-41-0, chemiéky nazev (2RS, 4°RS, 8°RS)-2,5,7,8-
tetrametyl-2-(47,8", 12-trimetyltridecyl)-6-chromanol), ktery
je bé&Zné& dostupny u formy ROCHE™™ ., JestliZe je v emulzi olej
ve vodé& pritomen tokol, Jje v koncentraci 2,5 % (objem) je
v kombinaci se skvalenem, ktery Jje v koncentraci 2,5 %
(objem) . Oba oleje  se smichaly a pridal se
polyoxyetylensorbitanmonooleat (Tween80 ™) pak doslo
k mikrofluidizaci (za pouZiti mikrofluidizaéniho stroje MI110S,
doch&azi maximalné& k 50 prichodim po dobu 2 minuty pfi
maximadlnim tlaku na vstupu 6 barl (tlak na vystupu Je
pfibliZn& 850 barh) (popisuje se Vv dokumentu WO 95/17 210).
Skupiny 5 a 6 jsou zaloZené na shora uvedené emulzi s tokolem,

prigemZ se p¥ida vodny roztok QS21, 3D-MPL nebo CpG.

Qs21 a  3D-MPL, jestliZe Jje pFitomen v libovolnych
vakcina&nich skupinach, je zahrnut v mnoZstvi 5 ng/davku. CpG

(OLIGO4 (SEQ ID NO: 4): TCG TCG TTT TGT CGT TTIT GTC GTT) se

pridal v davce 50 ug.

Adjuvans pouZivané pro skupiny 3 a 4 se pfipravily postupy

popsanymi v dokumentu EP O 822 831 BI.
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Postup vakcinace

Skupiny my&i B6F1 se vakcinovaly Sty¥ikrdt intramuskularné
v rozmezi 14 dni (objem davky je 50 ul).
Vysledky

Na obrazku &. 10 a 11 Jje zobrazena lymfoproliferace
splenocytt po druhé vakcinaci a 14 dni po &tvrté vakcinaci po
in vitro inkubaci s imunogenem v koncentraci 3 ug/ml (NSI-
P703P) nebo s P703P exprimovaném v mikroorganizmu pichia (15

pug/ml) s nespecifickym fuznim proteinem NS1-OspA.

Obrazky &. 12 a 13 zobrazuji humoralni imunitni odezvu na
imunogen (NS1-P703P) vyjadfenou Jako celkové Ig. Hodnoty se
ziskaly mé¥enim testem ELISA a vyjadrily se jako stredni
hodnoty titrt (obrazek &. 10) nebo distribuci izotypu IgG pri

t&chto odezvach (obrazek ¢. 11.).
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Imunogenni prostfedek, vy znacu jici se tim
7 e zahrnuje antigen zhoubného bujeni vybrany ze skupiny
zahrnujici:

antigen =z rodiny proteind MAGE spojeny s heterogennim
fiznim partnerem

antigen prostézy spojeny s heterogennim faznim partnerem,
fragmenty prostazy obsahujici alespoii 20 souvislych
aminokyselin prostazy, které mohou byt spojené
s heterogennim fuiznim partnerem,

P5018,

Cripto,

derivat antigenu Her-2/neu, kterému chybl podstatnd cast
transmembranové oblasti Her-2/neu

a pomocny prostfedek obsahujici saponin spolu

s imunostimuladnim oligonukleotidem.

Prostredek podle naroku 1, vyznadc¢ujicil

s e t im Z e dale obsahuje lipopolysacharid.

Prostfedek podle naroku 1, vyznadcd¢ujicil

s e t im % e saponinem je QS21.

Prostfedek podle libovolného z narokt 2 nebo 3,
vyznadcuijicil s e tim, 5 e lipopolysacharid
se vybral ze skupiny zahrnujici

monofosforyllipid A

3-0-deacylmonofosforyllipid A

difosforyllipid A.

vy e o f003 03
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Imunogenni prostfedek podle libovolného z narokt 1 aZ 4,
vyznac¢uijici s e t im, 5 e imunostimuladni

oligonukleotid obsahuje alespoii dva motivy CpG.

Imunogenni prost¥edek podle libovolného z naroka 1 az 5,
vyznadc¢uijicit se tim, 5 e imunostimulacni
oligonukleotid se vybral ze skupiny za@rngjici:

SEQ D No 1- TCC ATGACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)

SEQ ID No 2 - TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
SEQ ID No 3 - ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG

| SEQID No4- TCGTCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)

SEQ ID No 5- TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

Prostfedek  podle libvolného 7z narokt 1 az 6,
vyznad¢uijici se tim, 7 e saponin se
pfipravil za VZhiku formy ISCOM nebo liposomy.

Prostredek  podle libovolného z narokl 1 a’ 6,
vyznac¢uijilct se tim, 7 e saponin Jje

pritomen v emulzi olej ve vodé.

Prostfedek podle libovolného z narokl 1 az 8,

vyznac¢uijici s e tim, z e obsahuje

v podstaté vSechny extrabuné&&né oblasti Her 2 neu.

Prostfedek podle naroku 8, vyznac¢uijicit

s e tim, > e molekula Her 2 neu je zbavena funkdéni

transmembranové oblasti.

Prosttredek podle libovolného z naroku 1 az 10,
vyznac¢tujici se tim, ¥ e navic obsahuje

fosforyla&ni oblast Her 2 neu.

zpasob 1é&by pacienta trpiciho karcinomem nebo nachylného

ke zhoubnému bujeni, které exprimuje Her 2 neu nebo
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antigen specificky pro prostatu/nadorovy antigen,
vyvznadc¢ujici se tim zZe zahrnuje aplikaci
bezpecného a uc¢inného mnozstvi prostifedku podle

libovolného z narokt 1 az 11.

Zptsob 1éZby pacienta trpiciho karcinomem nebo néachylného
ke zhoubnému bujeni, které exprimuje libovolny z antigenu

MAGE, prostaza, P501S nebo Cripto, vy znacu jici

s e tim, % e zahrnuje aplikaci bezpe&néhc a ucinného

mnoZstvi prostfedku podle libovolného z naroku 1 az 11.
Pouziti kombinace saponinu, imunostimulacniho
oligonukleotidu a antigenu karcinomu vybraného ze skupiny
zahrnujici:

MAGE s heterogennim

antigen =z rodiny proteinu spojeny
fiiznim partnerem,

antigen prostdzy spojeny s heterogennim fuznim partnerem,
20

byt

fragmenty prostazy obsahujici alespon souvislych

aminokyselin prostéazy, které mohou spojené

s heterogennim flznim partnerem,
P5018,

Cripto,

derivat antigenu Her-2/neu, kterému chybi podstatna ¢ast
transmembranové oblasti Her-2/neu,

p¥i vyrob& lélebného prostfedku pro 1é¢bu nebo profylaxi

nadoru.

Zplisob vyroby prostfedku podle libovolného z naroka 1 az

11, zahrnuje

vyznadc¢ujici se tim, Z e

smichani antigenu karcinomu vybraného ze skupiny

zahrnujici:

antigen z rodiny proteind MAGE spojeny s heterogennim

fiznim partnerem,

antigen prostéazy spojeny s heterogennim fiznim partnerem,
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iii) fragmenty prostazy obsahujici alespon 20 souvislych’
aminokyselin prostazy, které mohou byt spojené
s heterogennim flznim partnerem,

iv) P501s,

V) Cripto,

vi) derivat antigenu Her-2/neu, kterému chybi podstatnd cast
transmembranové oblasti Her-2/neu , '

se saponinem a molekulou CpG.
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Obr. &. 3: Rust nddoru in vivo po vakcinaci
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Obr. ¢. 10: Lymfoproliferace po druhé wvakcinaci P703
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Obr. &. 13: Titry protilatek proti Neiep903

vakcinaci
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Obr. &. 14: Distribuce isotypu proti NS1-P703P vyvola

vakcinaci

0 IgG2o@NS1-P703p
isotypova odezva B IgG25 @NS1-PT03p
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