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inventia se refera la o compozitie de vaccin, cuprinzand un antigen, o fractie de sa-
ponina, imunologic activa, derivata din coaja de Quillaja Saponaria Molina si un sterol, la uti-
lizarea compozitiei ca medicament si la procedeul de obtinere a compozitiei de vaccin.

Inventia cuprinde vaccinuri care contin un antigen, o fractie imunologic activa, deri-
vata din coaja de Quillaja Saponaria Molina, cum ar fi QS21 si un sterol.

Fractiile de saponind, activa imunologic, care au activitate adjuvanta, derivate din
coaja arborelui din America de Sud Quillaja Saponaria Molina sunt cunoscute in domeniu.
De exemplu, QS21, cunoscuta, de asemenea, ca QA21, o fractie purificata Hplc din arborele
Quillaja Saponaria Molina i metoda pentru producerea sa sunt descrise (ca QA21) in bre-
vetul US 5.057.540. De asemenea, saponina Quillaja a fost descrisa drept adjuvant de catre
Scott et al, Int. Archs. Allergy Appl. Immun., 77, 409. Cu toate acestea, utilizarea QS21 ca
un adjuvant se asociaza cu anumite dezavantaje. De exemplu, cand QS21 este injectata la
un mamifer ca o molecula libera, se observa necroza, altfel spus, tesut mort localizat, la locul
injectarii.

Acum, s-a dovedit, in mod surprinzator, ca necroza la locul injectarii se poate evita
prin utilizarea formularilor care contin o combinatie de QS21 si un sterol. Sterolii preferati in-
clud B-sitosterol, stigmasterol, ergosterol, ergocalciferol si colesterol. Acesti steroli sunt bine
cunoscuti in domeniu, de exemplu, colesterolul este descris in Merck Index, Editia a 11-a,
pagina 341, ca un sterol intalnit in mod natural ce se gaseste in grasimea animala.

Compozitia de vaccin cuprinzand un antigen, o fractie de saponina imunologic activa
derivata din coaja de Quillaja Saponaria Molina si un sterol, conform inventiei, consta in
aceea c3, raportul in greutate de saponina: sterol este cuprins intre 1:1 si 1:100, utilizarea
compozitiei este ca medicament, iar procedeul de obtinere a compozitiei de vaccin cuprinde
urmatoarele etape:

a) obtinerea unei suspensii lipidice continand un sterol
la 100 nm;

¢) adaugarea de QS21 in esenta pur;

d) amestecarea QS21 si a colesterolului cu un antigen sau o compozitie antigenica.

Compozitia de vaccin, conform inventiei, are urmatoarele avantaje:

- compozitia de vaccin, care cuprinde QS21 si colesterol prezinta reactogenitate sca-
zuta, comparativ cu compozitia in care colesterolul este absent;

- stabilitatea QS21 la hidroliza este sporita in formularile care contin colesterol;
siuni ale lipozomilor de 100 nm asigura compozitiei de vaccin 0 mai buna biodisponibilitate.

Prin urmare, intr-un prim aspect, inventia asigura o compozitie de vaccin care cu-
prinde un antigen, o fractie saponina activa imunologic si un sterol. De preferinta, compozi-
tiile inventiei contin fractia saponind imunologic activa in forma substantial pura. De prefe-
rinta, compozitiile inventiei contin QS21 in forma substantial pura, altfel spus, QS21 este cel
putin 90% pura, de preferinta, cel putin 95% pura si cel mai preferat cel putin 98% pura. Alte
fractii saponina active imunologic, utile in compozitiile inventiei includ QA17/QS17. Compozi-
tiile inventiei care cuprind QS21 si colesterol prezinta reactogenicitate scazuta comparat cu
compozitiile in care colesterolul este absent, in timp ce efectul adjuvantuiui este mentinut.
Suplimentar se stie ca QS21 se degradeaza in conditii bazice unde pH-ul este in jur de 7
sau mai mare. Un avantaj suplimentar al compozitiilor prezente este ca stabilitatea QS21 la
hidroliza mediata baza este sporita in formularile care contin colesterol.

Compozitiile preferate ale inventiei sunt acelea care formeaza o structura de lipozom.
Compozitiile in care sterolul/fractie saponina imunologic activa formeaza o structura ISCOM
formeaza de asemenea un aspect al inventiei.
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Raportul QS21:sterol va fi de obicei de ordinul 1:100 Ia 1:1 greutate la greutate. De
preferinté este prezent un exces de sterol, raportul QS21:sterol fiind cel putin 1:2 g/g. in mod
obignuit, pentru administrare umana QS21 si sterolul vor fi prezente in vaccin in domeniul
de 1 pgla 100 pg, de preferinta 10 ug la 50 pg per doza.

Lipozomii contin de preferinta o lipida neutra, de exemplu, fosfatidilcolina care este
de preferinta necristalina la temperatura camerei, de exemplu, fosfatidilcolina albusului de
ou, dioleoil fosfatidilcolina sau dilauril fosfatidilcolini. De asemenea, lipozomii pot sa contina
o lipida incarcata care creste stabilitatea structurii lipozom-QS21 pentru lipozomii compusi
ai lipidelor saturate. in aceste cazuri cantitatea lipidei incarcate este de preferinta 1-20% g/g,
cel mai preferat 5-10% g/g. Raportul sterolului la fosfolipid este 1-50% (mol/mol), cel mai
preferat 20-25%.

De preferinta, compozitiile inventiei contin MPL (monofosforil lipida A 3-deacilat,
cunoscuta de asemenea ca 3D-MPL). 3D-MPL este cunoscuti din GB 2.220.211 (Ribi) ca
un amestec a trei tipuri de monofosforil lipida A De-O-acilate cu 4, 5, sau 6 catene acilate
§i este fabricata de Ribi Immunochem, Montana. O forma preferata este descrisa in cererea
internationala de brevet WO 92/116556.

Compozitiile adecvate ale inventiei sunt cele in care, initial, sunt preparati lipozomi
fara MPL si apoi se adaugd MPL, de preferintd, ca particule de 100 nm. Prin urmare, MPL
nu este continuta in membrana veziculei (cunoscute ca MPL afara). Compozitii in care MPL
este continutd in membrana veziculei (cunoscute ca MPL) formeaza, de asemenea, un
aspect al inventiei. Antigenul poate fi continut in membrana veziculei, sau continut in exte-
riorul membranei veziculei. De preferinta, antigenii solubili sunt in exterior i antigenii hidro-
fobi sau lipidici sunt continuti fie in interiorul, fie in exteriorul membranei.

Vaccinurile descrise in inventie nu necesita vreun purtator si sunt formulate intr-un
tampon apos sau alt tampon acceptabil farmaceutic. in unele cazuri, poate fi avantajos ca
vaccinurile din prezenta inventie sa contina in plus alaun, sau s fie prezentate intr-o emul-
sie ulei-in-ap3, sau alt vehicul corespunzator, cum ar fi, de exemplu, lipozomi, microsfere
sau particule de antigen incapsulate. .

De preferinta, formularile de vaccin vor contine un antigen sau o compozitie antige-
nica capabile sa provoace un raspuns imun impotriva unui patogen uman sau animal. Anti-
genul sau compozitiile antigenice cunoscute in domeniu pot fi folosite in compozitiile inven-
tiei, inclusiv antigeni polizaharidici, antigen sau compozitii antigenice derivate de la HIV-1
(cum ar fi, gp 120, sau gp 160), orice virus al imunodeficientei feline, virusuri herpes umane
sau animale, ca, gD sau derivati ai lor, sau proteina timpurie imediata, ca ICP 27 de la
HSV1, sau HSV2, citomegalovirus (in special, uman) (cum ar fi gB sau derivati ai ei), virus
Varicella Zoster (cum ar figp |, I, sau 1), sau de la un virus al hepatitei, cum ar fi virusul he-
patitei B, de exemplu, antigenul de suprafata al hepatitei B, sau un derivat al lui, virusul
hepatitei A, virusul hepatitei C si virusul hepatitei E, sau de la alti patogeni virali, cum ar fi,
virusul respirator sincitial (de exemplu, proteine HSRV F si G, sau fragmente imunogenice
ale acestora descrise in brevetul UD 5.149.650, sau polipeptide himerice care contin frag-
mente imunogenice de la proteine HSRV F si G, de exemplu, glicoproteina FG descris3 in
brevetul US 5.194.595), antigeni derivati de la tulpini de meningita, cum ar fi, meningita A,
B si C, Streptoccoccus Pneumonia, virusul papilloma uman, virus Influenza, Haemophilus
Influenza B (Hib), virus Epstein Barr (EBV), sau derivati de la patogeni bacterieni, cum ar fi,
Salmonella, Neisseria, Borrelia (de exemplu, OspA sau OspB, sau derivati ai lor), sau
Chlamydia, sau Bordetella, de exemplu, P.69, PT si FHA, sau derivati de la paraziti, cum ar
fi plasmodium sau toxoplasma.
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Glicoproteina D HSV (gD) sau derivati ai ei sunt un vaccin antigen preferat. Ea este
localizatad pe membrana virala si de asemenea, este gasita in citoplasma celulelor infectate
(Eisenberg R. J., et al., J of Virol, 1980, 35 428-435). Ea cuprinde 393 aminoacizi, incluzand
0 peptida semnal si are o greutate moleculara de aproximativ 60 kD. Din toate glicoprotei-
nele inveligsului HSV, aceasta este probabil cel mai bine caracterizata (Cohen et al J.
Virology 60 157-166). In vivo ea este cunoscuta a juca un rol central in atagarea virala la
membranele celulei. Mai mult, glicoproteina D s-a dovedit a fi capabila sa provoace anticorpi
de neutralizare in vivo si sa protejeze animalele de provocarea letald. O formé scurtata a
moleculei gD este lipsiti de regiunea ancora C-terminald si poate fi produsa in celulele
mamifere ca o proteina solubila care se exporta in supernatantul culturii de celule. Astfel de
forme solubile ale gD sunt preferate. Producerea formelor scurtate ale gG este descrisa in
EP 0 139 417. De preferinta, gD este derivata de la HSV-2. O realizare preferata a inventiei
este o glicoproteina D HSV-2 scurtata de 308 aminoacizi, care cuprinde aminoacizii 1 la 306
ai glicoproteinei intalnita in mod natural cu adaugarea Asparaginei si Glutaminei la capatul
C-terminal al proteinei scurtate, lipsite de regiunea sa ancora la membrana. Aceasta forma
a proteinei include peptida semnal, care este clivata pentru a permite ca proteina matura
solubila de 283 aminoacizi sa fie secretata dintr-o celula gazda.

in alt aspect al inventiei, antigenul de suprafatad Hepatita B este un antigen de vac-
cinare preferat.

Asa cum s-a folosit aici, expresia "antigen de suprafatad Hepatita B* sau "HBsAg"
include orice antigen HBsAg, sau fragment al acestuia, care prezintd antigenicitatea antige-
nului de suprafatad HBV. Se va intelege ca suplimentar la secventa de 226 aminoacizi a anti-
genului HBsAg (vezi, Tiollais et al., Nature, 317, 489 (1985) si referintele de aici), HBsAg asa
cum s-a descris aici, poate, daca se doreste, sa contind in totalitate sau partial, o secventa
pre-S aga cum s-a descris in referintele de mai sus i in EP-A-0 278 940. in special, HBsAg
poate s& cuprinda o polipeptida care contine o secventa aminoacida ce cuprinde resturile
12-52, urmate de resturile 133-145, urmate de resturile 175-400 ale proteinei L a HBsAg
relative la cadrul deschis de citire, pe un virus Hepatita B de serotip ad (aceasta polipeptida
este cunoscuta ca L*; vezi, EP 0 417 374). De asemenea, HBsAg din cuprinsul inventiei,
poate sa includa polipeptida pre-S1-preS2-S, descrisa in EP 0 198 474 (Endotronics), sau
analogi apropiati ai acesteia, cum ar fi cei descrigi in EP 0 304 578 (Mc Cormick si Jones).
BHsAg asa cum s-a descris aici, se poate referi la mutante, de exemplu, “mutanta de iegire”
descrisa in WO 91/14703 sau cererea de brevet european 0 511 855 A1, in special, HBsAg
in care substitutia aminoacida la pozitia 145 este la arginina de la glicina.

in mod normal, HBsAg va fi sub forma de particula. Particulele pot sa contina, de
exemplu, numai proteina S, sau pot fi particule compozite, de exemplu, (L*,S), unde L* este
asa cum s-a definit mai sus si S denumeste proteina S a HBsAg. Numita particula este in
mod avantajos in forma in care ea este exprimata in drojdie.

Prepararea proteinei S antigen de suprafata hepatita B este bine documentata. Vezi,
de exemplu, Harford et al., (1983) in Develop. Biol. Standard 54, pag. 125, Gregg et al.,
(1987) in Biotechnology, 5, pag. 479, EP 0 226 846, EP 0 299 108 si referintele de aici.

Formularile din cuprinsul inventiei pot sa contind, de asemenea, un antigen antitumo-
ral si s fie utile pentru tratamentul imunoterapeutic al cancerelor.

Prepararea vaccinului este descrisa, in general, in New Trends and Developments
in Vaccines, editata de catre Voller et al., University Park Press, Baltimore, Maryland, SUA,
1978. incapsularea in lipozomi este descrisa, de exemplu, de cétre Fullerton, brevet US
4.235.877. Conjugarea proteinelor la macromolecule este descrisa de exemplu, de catre
Likhite, brevet US 4.372.945 si de cétre Armor et al., brevet US 4.474.757.
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Cantitatea proteinei din fiecare doza de vaccin este aleasa ca o cantitate care induce
un raspuns imunoprotector far4 efecte secundare adverse semnificative in vaccinuri tipice.
O astfel de cantitate poate varia in functie de care imunogen specific este folosit si cum este
el prezentat. in general, este de asteptat ca fiecare doza sa cuprinda 1-1000 mcg de pro-
teina, de preferinta, 2-100 mcg, cel mai preferat, 4-40 mcg. O cantitate optima pentru un
vaccin particular poate fi stabilit3 prin studii standard care implica observarea raspunsurilor
imune corespunzétoare la subiecti. Dupa o vaccinare initial3, subiectii pot primi una sau mai
multe imunizari de rapel distantate in mod adecvat.

Formularile prezentei inventii pot fi folosite atat pentru scopuri profilactice, cat si
terapeutice.

in conformitate cu un aspect suplimentar, se asigura prin urmare, utilizarea unui vac-
cin al inventiei pentru tratamentul pacientilor umani. Inventia asigura o metod4 de tratament
care cuprinde administrarea unei cantitati eficiente a unui vaccin al prezentei inventii la un
pacient. in special, inventia asigurd o metoda de tratare a infectiilor virale, bacteriene, para-
zitare, sau cancerului, care cuprinde administrarea unei cantitati eficiente dintr-un vaccin al
prezentei inventii la un pacient.

Exemplele si datele care urmeazi ilustreaz3 inventia.

Se dau, in continuare, exemple de realizare a inventiei.

1.1 Metoda de preparare a lipozomilor

Un amestec de lipida (cum ar fi fosfatidilcolina, oricare dintre galbenus de ou sau sin-
tetic) si colesterol in solvent organic, s-a uscat sub vid (sau altemativ sub un curent de gaz
inert). O solutie apoas& (cum ar fi fosfat salin tamponat) s-a addugat apoi si vasul s-a agitat
pana toata lipida este in suspensie. Aceasts suspensie este apoi microfluidizata pana cand
marimea lipozomului este redusa la 100 nm $i apoi s-a filtrat steril printr-un filtru de 0,2 pm.
Extrudarea sau sonicarea poate inlocui aceasts etapa. in mod tipic, raportul colesterol:
fosfatidilcolina este 1:4 (g/g) si solutia apoasa este adaugata pentru a da o concentratie fi-
nala de colesterol de la 5 pana la 50 mg/ml. Dacd MPL in solutie organica este adaugata
la lipida n solutia organica, lipozomii finali contin MPL in membrana (referipi ca, MPL in).

Lipozomii au o mé&rime definita de 100 nm si sunt referiti ca, SUV (pentru vezicule
unilamelare mici). Dac3 aceasta solutie este inghetata si dezghetata in mod repetat, vezi-
culele se contopesc pentru a forma structuri multilamelare largi (MLV) ale m&rimii in dome-
niul de la 500 nm la 15 um. Lipozomii prin ei insusi sunt stabili in timp $i nu au capacitate
fusogenica.

1.2 Procedura de formulare

QS21 in solutie apoasa se adauga la lipozomi. Acest amestec se adauga apoi la so-
lutia antigen care poate, daci se doreste, contine MPL in forma particulelor de 100 nm.

1.3 Activitatea liticid a QS21 este inhibat: prin lipozomi care contin colesterol

Cand QS21 se adaugi la eritrocite, ele se lizeazs rezultand hemoglobina. Aceasts
activitate litici poate de asemenea, s fie masurati folosind lipozomi care contin colesterol
in membrana lor si un colorant fluorescent captat, carboxifluoresceina - pe masura ce lipo-
zomii sunt lizati, colorantul este eliberat, ceea ce poate fi urmadrit prin spectroscopie fluores-
centa. Daca lipozomii fluorescenti nu contin colesterol in membrana lor nu este observata
nici o liza.

Daca QS21 este incubata cu lipozomi care contin colesterol inainte de adaugare la
eritrocite, liza eritrocitelor este diminuata in functie de raportul colesterolului fata de QS21.
Daca se foloseste un raport 1:1 nu se detecteazi nici o activitate litica. Daca lipozomii nu
contin colesterol, inhibarea lizei necesita un exces de 1000 de ori al fosfolipidei fata de
QS21.
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Cele de mai inainte sunt adevarate cand se folosesc lipozomi fluorescenti pentru a
mésura activitatea litica. in graficul de mai jos, se prezinta activitatea litica a 4 pg de QS21
tratati cu lipozomi carora le lipsegte colesterol (1 mg lecitina din géibenus de ou per mi) sau
care contin colesterol (1 mg lecitina, 500 ug colesterol per ml) s-a masurat prin fluorescenta.
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Datele arati ca QS21 se asociaza intr-un mod specific cu colesterol intr-o mem-
brana, aceasta producand liza (celulelor sau lipozomilor fluorescenti). Daca QS21 se aso-
ciaza mai intai cu colesterolul in lipozomi, nu mai este litica fata de celule sau alti lipozomi.
Aceasta necesitd un raport minim de 0,5:1 colesterol:QS21 (g/g).

Colesterolul este insolubil in solutii apoase si nu formeaza o suspensie stabild, in pre-
zenta fosfolipidelor, colesterolul precipita in bistratul fosfolipidic care poate forma o suspen-
sie stabili de vezicule numite lipozomi. Pentru a evita necesitatea adaugarii fosfolipidelor
s-a ales un derivat solubil. Polioxietanilcolesterol sebacatul este solubil in apa la 60 mg/mi
chiar la un exces de 2000 de ori (g/g) fati de QS21 nefiind detectata nici o reducere in acti-
vitatea litica a QS21.

1.4 Stabilitatea crescuta a QS21 prin lipozomi care contin colesterol.

QS21 este foarte susceptibil la hidroliza la un pH peste 7. Aceasta hidroliza poate
fi urmarita prin masurarea descresterii in maximul care corespunde la QS21 pe HPLC in
faza inversa. De exemplu, graficul de mai jos arata ca la pH 9 i la o temperatura de 37°C,
90% din QS21 este hidrolizati in 16 ore. Daca lipozomii care contin colesterol sunt adaugati
la QS21 la un raport de 2:1 (colesterol:QS21 g/g) nici o hidroliza a QS21 nu se detecteaza
in aceleasi conditii. Dac raportul este 1:1 10% din QS21 este degradata.
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S-a ajuns la concluzia ca atunci cand QS21 se asociaza cu lipozomi care contin co-
lesterol devin mult mai putin susceptibili la hidroliza mediaté baza. Produsul hidrolizei este
descris ca neavand activitate adjuvanta cand s-a administrat parenteral; de aici vaccinurile
care contin QS21 trebuind s fie formulate la pH acid si pastrate la 4°C pentru mentinerea
compozitiei adjuvante. Folosirea lipozomilor poate depasi aceasta cerinta.
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1.5 Studii de reactogenicitate
S-au injectat goareci in mugchiul tibial cu 5 ug QS21 (sau digitonina) adaugate la
cantitati crescute de lipozomi (exprimate in termenii g colesterol). Activitatea litica este ex-
primata ca pg echivalent QS21, care inseamna acea cantitate de QS21 necesar pentru a
obtine aceeasi hemoliza ca proba. 245
Roseata, necroza si toxicitatea din muschi la locul injectarii s-au marcat vizual dupa
sacrificarea goarecilor.

Formulare Activitate liticd | Roseata | Necroza | Toxicitate
Hg

QS21 + PBS 5 +++ + +++ 250
QS21 + 1 ug coles. (SUV) 4 +++ + ++++

QS21 + 5 pg coles. (SUV) 0 - - +

QS21 + 25 pg coles. (SUV) 0 + - +

doar SUV 0 - - -

digitonina 5 - - + 255
PBS 0 - - -

Datele arata ca atunci cand activitatea litica este indepartata prin adaugarea lipozo-
milor care contin colesterol, toxicitatea datorata QS21 este de asemenea, indepartata.

1.6 Reactogenicitatea intramusculara, la iepuri 260
Valori in U.LJ/L
Experi- Formulare | Ziua | hemo- | Ziua | hemo- | Ziua3 | hemo-
ment 0 liza 1 liza liza

lepure nr 1 1078 + 8650 1523

lepure nr 2 1116 4648 1435 265
lepurenr3 | QS2150ug | 660 4819 684
lepure nr 4 592 5662 684
lepure nr5 3400 7528 1736
Medie 1369 6261 1212

SD 1160 1757 495 270

Experiment Formulare Ziva | hemo- | Ziua | hemo- Ziua hemo-
0 liza 1 liza 3 liza

lepure nr 6 596 1670 460

lepure nr 7 QS21 50 pg 540 602 594 275
lepure nr 8 Chol in SUV 611 1873 803
lepure nr 9 50 pg (1:1) 521 507 616
lepure nr 10 1092 + 787 555
Medie 672 1088 606

SD 238 636 125 280
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Experiment Formulare Ziva | hemo- | Ziua hemo- Ziua hemo-
0 liza 1 liza 3 liza
lepure nr 11 332 344 387
lepure nr 12 QS21 50 ug 831 662 694
lepure nr 13 CholinSUV | 464 356 519
lepure nr 14 150 pg (1:3) 528 720 614
lepure nr 15 1027 568 549
Medie 637 530 613
SD 285 173 175
Experiment Formulare | Ziua | hemo- | Ziua hemo- Ziua hemo--
0 liza 1 liza 3 liza
lepure nr 16 540 769 745
lepurenr17 | QS2150 ug | 498 404 471
lepure nr 18 | Chol in SUV | 442 717 (4535)
lepure nr 19 | 250 pug (1:5) | 922 801 925
lepure nr 20 3192 + 2410 960
Medie 1097 1020 775 (1527)
SD 1175 793 224 (1692)
Experiment Formulare |ZiuaO | hem | Ziva1 | hemo- | Ziua3 | hemo-
o-liza liza ' liza
lepure nr 21 321 290 378
lepure nr 22 660 535 755
lepure nr 23 PBS 650 603 473
lepure nr 24 1395 (3545) (5749)
lepure nr 25 429 + 323 263
Medie 691 438 (1059) 467 (1527)
SD 419 155 (1396) 210 (2369)

Datele arata ca adaugarea lipozomilor care contin colesterol la formulare reduce
semnificativ cresterea in CPK (creatin fosfo kinaza) produsa de QS21. Deoarece cresterea
CPK este 0 masura a distrugerii musculare, aceasta indica descresterea distrugerii mus-
chiului si este confirmata prin histopatologie.

1.7 Legarea complexului lipozom-QS21 la alaun

S-a incubat QS21 cu lipozomi neutri care contin colesterol in exces precum si coles-
terol radioactiv si apoi s-a incubat cu alaun (A1(OH),) in PBS. Singuri, nici lipozomii neutri
nici QS21 nu se leaga la alaun in PBS, dar lipozomii incarcati negativ o fac. Cu toate aces-
tea cand sunt impreuna, QS21 si lipozomii neutri se leaga la alaun. Supernatantul nu a
continut nici QS21 (analizat prin testul orcinol) nici colesterol radioactiv.

Aceasta arata ca QS21 s-a legat la lipozomi si permite combinatiei lipozom-QS21 sa
se lege la alaun. Aceasta poate sa apara de la o sarcina negativa fiind impusa lipozomilor
de catre QS21, sau la o expunere a regiunilor hidrofobe pe lipozomi. De asemenea, rezulta-
tele implica faptul ca QS21 nu extrage colesterolul din membrana. Deci compozitiile inventiei
se pot folosi in vaccinuri pe baza de alaun.
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1.8 Comparatie a QS21/MPL lipozomale i QS21+MPL libers pentru inducere
de anticorp si CMI

S-au preparat SUV prin extrudere (EYPC:colesterol:MPL 20:5:1 ).

Pentru MPL afara, s-au preparat lipozomi fara MPL $i s-a adaugat MPL ca particule
de 100 nm.

QS21 s-a adugat inaintea antigenului. Colesterol:QS21 = 5:1 (9/9). S-au obtinut MLV
prin inghetare-dezghetare SUV 3x inaintea adaugarii antigenului.

Pentru a avea antigenul captat, antigenul s-a adugat la SUV inainte de inghetare-
dezghetare si QS21 s-a addugat dup inghetare dezghetare, incapsularea antigenului = 5%
in, 95% afara.

Soarecii (balb/c pentru gD, B10BR pentru RTSs) s-au injectat de doua ori in talpa
piciorului. _

GD este glicoproteina D de la virusul Herpes Simplex. RTSs este antigen de supra-

fatd Hepatitd B (HbsAg) modificat genetic pentru a contine un epitop de sporozoitul Plasmo-
dium falciparum.

ag =10 pg RTSs Titruri anti HbsAg la 15 zile post rapel
formulare IgG1 IgG2a IgG2b
SUV/QS + MPLy,;, +Ag 1175 10114 71753
SUV/QS + MPL .., +Ag 2247 11170 41755
SUVIQS/MPL,,, +Ag 969 7073 18827
SUV/QS/MPL,, /Ag,, + Ag 1812 2853 9393
QS + MPL +Ag 372 9294 44457
+Ag <100 <100 <100
SUV/QS + MPL ., <100 <100 <100
SUV/QS/MPL;,, <100 <100 <100
ag=20pug gD anti-gD CMI
formulare IgG IFN-y 96 ore IL2 48 ore
(pg/ml) (pg/ml)
SUV/QS + MPL .., +Ag 2347 1572 960
SUV/QS/MPL,, +Ag 2036 1113 15
SUV/QS + MPL ., +Ag 1578 863 15
SUV/QS/MPL, + Ag 676 373 15
SUV/QS/MPL,, /Ag, +Ag 1064 715 15
QS + MPL +Ag 1177 764 15
Ag <100 567 44
SUV/QS + MPL, <100 181 15
SUV/QS/MPL <100 814 105
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Datele aratd ca SUV/QS + MPL, induce titruri ridicate de anticorp cel putin la fel
de bine ca QS21 + MPL, precum si inducerea unui marker IL2 al imunitétii mediate celular,
stopand in acelasi timp reactogenicitatea QS21.

Rezultate suplimentare de la un al doilea experiment care compara QS21 si QS21
in prezenta de colesterol (SUV) la soareci balb/c cu HSV gD ca antigen sunt prezentate mai

jos:
1zotipuri 7 zile post i
IgG7 | 1gG14 | 1gG1 | % |IgG2a | % | 1gG2b | %
Formulare | antigen | postll | postil | pg/ml pg/mi ug/mi
(GMT) | (GMT)
SUV/QS21 | gD(5ug) | 20290 | 16343 | 331 [ 26 | 716 | 56 | 222 17
+ MPL .
SUV/QS21/ | gD(5ug) | 12566 | 10731 | 418 | 44 | 412 |44 | 111 12
MPL,,,
QS21+MPL | gD(5ug) | 10504 | 10168 | 200 | 34 | 285 | 48 | 107 18
SUV/QS21 nimic 0 0 0 0 0 0 0 0
+ MPL 005
QS21 gD(5ug) | 3468 4132 156 | 66 67 28 14 6
SUv7QS21 | gD(5pug) | 11253 | 11589 | 484 | 57 | 304 | 36 65 8
1.9 Compararea gp120 plus MPL/QS21 lipozomal cu MPL/QS21 liber
Lipozomi=SUV care contin MPL in membrana
Coles:QS21=6:1
Raspunsul s-a testat la 2 saptamani dupa o imunizare
formulare prolif IFN-g ng/mi IL2 pg/ml | IL5 pg/mi
SUV/MPL/QS21 + Ag 12606 16,6 59 476
MPL + QS21 + Ag 16726 15,8 60 404
Dupa a doua imunizare
formulare prolif IFN-g ng/mi IL4 pg/mi | IL5 pg/mi
SUV/MPL/QS21 + Ag 12606 135 0 250
MPL + QS21 + Ag 16726 60 0 500

Datele arati ci QS21 asociata cu lipozomi care contin colesterol si MPL induce ras-
puns Th1/ThO egal la MPL+QS21.
La aceast raport al colesterolului la QS21, QS21 nu este toxic la iepuri (prin CPK).
intr-un al doilea experiment, soareci balb/c s-au imunizat in laba piciorului cu gp120
in prezenta QS21 sau QS21+SUV care contine colesterol. S-a masurat activitatea citotoxica
a limfocitelor T in celule de splina.




RO 119068 B1
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Aceasta demonstreaza ci QS21 singura induce activitate CTL si ca QS21 in pre-
zenta lipozomilor care contin colesterol induc activitate CTL cel putin la fel de bun3, sau mai
buna decat, QS21 singura.

2. Vaccinuri

2.1 Formularea particulelor HbsAg L*,S.

Particule HBsAg L*,S pot fi formulate dupa cum urmeazi: 10 Mg de particule HBsAg
L*, S per doza sunt incubate 1 ori la temperatura camerei sub agitare. Volumul este ajustat
folosind apa pentru injectare si o solutie PBS si s-a completat la un volum final de 70 pl/doza
Cu o solutie apoasa de QS21 (10 pg/doza). PH-ul este mentinutla 7 £ 0,5.

Formulari similare se pot prepara folosind 1 si 50 ug de HBsAg L*,S si de asemenea
folosind antigenul HbsAg.

Aceste formulari pot fi testate in modelul terapeutic surogat Woodchuck folosind anti-
geni Woodchuck HBV ca model.

Model Woodchuck

DQ QS21 (adica QS21/colesterol sau QS21 stopat) se pot testa in modelul terapeutic
Woodchuck unde animalele sunt infectate cronic cu virusul. Vaccinul virus hepatita specific
Woodchuck poate fi addugat amestecat cu QS21 ca atare sau DQ si cu sau fara MPL si
administrat la animale in fiecare luna timp de 6 luni. Eficacitatea vaccinului poate fi analizata
prin prin epuizarea ADN-ului viral.

2.2 Model cobai (HSV)

2.2.1 Model profilactic

Grupuri de 12 cobai Hartley femele au fost injectate intramuscular in ziua 0 si ziua
28 cu urmatoarele formulari:

Primul experiment

gD 5 pg + QS21 50 pg + SUV continand 50 ug colesterol

gD 5 ug + QS21 100 pg + SUV continand 100 ug colesterol

gD 5 ug + QS21 50 pg + SUV continand 250 pg colesterol

gD 5 ug + QS21 50 g

Al doilea experiment

gD 5 ug + MPL 12,5 pg + SUV continand 62,5 Hg colesterol, sau lasat netratat

Animalelor li s-a prelevat sange la ziua 14 $i 28 dupa a doua imunizare si serurile s-
au testat ELISA pentru titrurile lor specifice gD. -
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450 Apoi animalele au fost injectate intravaginal cu 10° pfu tulpind HSV-2 MS. S-a acor-
dat un scor zilnic din ziua 4 la ziua 12 pentru evaluarea leziunilor herpetice primare. Scorurile
au fost dupa cum urmeaza:
Leziuni vaginale:
- sangerare = 0,5
455 - rogeata pentru una sau 2 zile fara sangerare = 0,5
- rogeata si singerare timpde 1 zi =1
- rogeata fara sangerare care cel putin 3 zile =1
Vezicule herpetice externe:
- <4 vezicule mici = 2
460 - >= 4 vezicule mici sau o veziculd 4>=4 leziuni mari = 8 leziuni mari care fuzioneaza
=16 ‘
- leziuni mari care fuzioneaza pe toata suprafata genitala externa = 32.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:
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Tabelul si graficul aratd ¢ in modelul profilactic, s-a indus un nivel foarte ridicat al
protectiei impotriva bolii primare la imunizare cu gD/MPL/QS21/SUV. Atat incidenta leziunilor
externe cat i severitatea leziunii apar puternic reduse in grupul de animale imunizate cu
gD/MPL/QS21/SUV.

2.2.2 Model terapeutic 500

in modelul terapeutic, cobaii Hartley femele au fost injectati initial cu 10° pfu tulpina
HSV-2 MS. Animalele cu leziuni terapeutice au fost alocate randomic la grupuri de 16.

in ziua 21 $i ziua 42 ele s-au imunizat cu una dintre urmétoarele formulari:

- gD + MPL 50 pg + QS21 50 pg + SUV continand 250 ug colesterol,

- gD + AI(OH) , + MPL 50 ug + QS21 50 Hg + SUV continand 250 pg colesterol sau 505
lasate netratate.

Ele s-au urmarit zilnic din ziua 22 pana in ziua 75 pentru evaluarea recurentei bolii.
Atribuirea de scoruri s-a facut cum s-a descris pentru modelul profilactic. '

Rezultatele sunt prezentate in tabelul $i graficul de mai jos:
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Rezultate arata ca niveluri bune ale protectiei au fost induse de asemenea in modelul
terapeutic al infectiei HSV-2. Imunizarea cu gD/MPL/QS21/SUV cu sau fir3 alaun a avut un
efect marcat asupra mediei severitatii bolii recurente. De asemenea, sunt reduse usor
numarul episoadelor si durata (vezi, Tabel).

Revendicari

1. Compozitie de vaccin, cuprinzand un antigen, o fractie de saponing, imunologic
activa, derivata din coaja de Quillaja Saponaria Molina si un sterol, caracterizati prin aceea
ca raportul in greutate de saponina:sterol este cuprins intre 1:1 si 1:100.

2. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 1, caracterizati prin
aceea ca raportul in greutate de saponina:sterol este cuprins intre 1:1 i 1:5.

3. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 1, caracterizati yprin
aceea ca raportul in greutate de saponina:sterol este 1:2.

4. Compozitie de vaccin, conform revendicérilor 1...3, caracterizati prin aceea ca
fractia de saponina imunologic activa este QS21.

5. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 1, caracterizati prin
aceea ca sterolul este reprezentat de colesterol.

6. Compozitie de vaccin, in conformitate cu oricare din revendicarile 1 ...5, caracteri-
zata prin aceea ca mai contine 3D-MPL.

7. Compozitie de vaccin, in conformitate cu oricare din revendicarile 1...6, carac-
terizata prin aceea ca mai contine si un purtitor.

8. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 7, caracterizats prin
aceea ca purtatorul este selectat din grupul format din: ulei in emulsii apoase, alaun, micro-
sfere si particule de antigen incapsulate.

9. Compozitie de vaccin, in conformitate cu oricare din revendicirile 1...3, caracteri-
zata prin aceea ca aceasta cuprinde un sterol, o saponinad QS21, in esenta pura, intr-o
structura de tip lipozom.

10. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 9, caracterizati prin
aceea ca QS21 are o puritate de cel putin 95%.

11. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 9, caracterizata prin
aceea ca QS21 are o puritate de cel putin 98%.

12. Compozitie de vaccin, in conformitate cu revendicarea 9, caracterizata prin
aceea ca aceasta cuprinde si 3D-MPL in membrana lipozomului.

13. Compozitie de vaccin, in conformitate cu oricare din revendicirile 1...12, caracte-
rizata prin aceea ca aceasta cuprinde un antigen sau o compozitia antigenica, derivata din
oricare dintre: virus al imunodeficientei umane, virus al imunodeficientei intainit la feline,
virus de Varicela Zoster, virus Herpes Simplex de tip 1, virus Herpes Simplex de tip 2, cito-
megalovirus uman, virus al hepatitei A, B, C, sau E, virus respirator sincitial, virus de papilom
uman, virus gripal, Hib, virus de meningita, Salmonella, Neisseria, Borrelia, Chlamydia,
Bordetella, Plasmodium sau Toxoplasma.

14. Compozitie de vaccin, in conformitate cu oricare din revendicirile 1 ...13, caracte-
rizata prin aceea ca aceasta cuprinde si un antigen de origine tumorala.

15. Utilizarea unei compozitii definita in in oricare din revendicirile 1...14, ca me-
dicament.

16. Utilizarea unei compozitii definita in oricare din revendicrile 1...14, la fabricarea
unui vaccin pentru tratamentul profilactic al infectiilor virale, bacteriene, parazitare sau al
cancerului.
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17. Procedeu de obtinere a unei compozitii de vaccin, definit in revendicarea 1, ca-
racterizat prin aceeea ca acesta cuprinde urmatoarele etape:
a) obtinerea unei suspensii lipidice continand un sterol;
b) microfluidizarea suspensiei lipidice, pana ce dimensiunea lipozomilor se reduce
575 la 100 nm;
c¢) adaugarea de QS21 in esenta pur;
d) amestecarea QS21 si a colesterolului cu un antigen sau o compozitie antigenica.
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