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VAKCINOS KOMPOZICIJA, SUMAISYTA SU ALKILFOSFATIDILCHOLINU

Sis isradimas priklauso vakciny sri¢iai, konkretiau adjuvantinéms vakcinoms.
Konkreciau, $is isradimas yra susijes su farmacinémis kompozicijomis, kuriose yra bent
vienas vakcininis antigenas ir bent vienas fosfatidilcholino fosfatinio esterio darinys. Pagal
ankstesnj technikos lygi yra Zinoma praktika vakcinoje esanciy antigeny imuniniam atsakui
padidinti arba orientuoti, panaudojant adjuvantus. Tai gali biiti pageidautina todél, kad
antigenas, kai jis naudojamas vienas, yra nepakankamai imunogeniskas, ypatingai dél to, kad
jis yra labai didelio grynumo laipsnio, arba todél, kad kadangi norima padidinti vakcinoje
esanCiy antigeny kiekj arba pakartotiniems skiepams gauti, arba kitu atveju todél, kad yra
pageidaujama pailginti vakcinos suteikiamos apsaugos trukme. Kai kuriais atvejais tai yra
daugiau kokybés, o ne kiekybés klausimas modifikuojant sukeltg atsaka.

Nors pagal ankstesnj technikos lygj yra gausybé pasiiilyty produkty, kurie gali bati
naudojami kaip adjuvantai, reikia paZyméti, kad dauguma adjuvantiniy vakciny, kurios yra
autorizuotos su prekés Zenklais Zmoniy medicinai, adjuvantais turi aliuminio druska arba
emulsija.

Dabartiniu metu yra nemaZas pareikalavimas naujy prieinamy adjuvanty, kuriy savybés
duoty galimyb¢ modifikuoti imuninj atsaka, tuo padiu metu islaikydamos visiskai saugaus
vartojimo savybes.

Be to, kitoje srityje, kuri yra transfekcijos sritis, buvo pasitlytas katijoniniy lipidy
panaudojimas. Tokiu biidu, pavyzdZiui, publikacijoje, pavadintoje “Modulation of Cellular
Immune Response Against Hepatitis C Virus Nonstructural Protein 3 by Cationic Liposome
Encapsulated DNA Imunization”, tirtas keleto katijoniniy lipidy, sudaran¢iy liposomas,
sugebéjimas pernesti dominandia plazmidés DNR | lasteles. Si publikacija yra reik$minga
vakeiny srityje, kadangi transfekuota DNR koduoja antigenus, prie§ kuriuos norima gauti
imuninés sistemos atsaka. Kad biity gaunamas geras imuninis atsakas, pirmiausia reikia, kad
biity ekspresuojamas antigenas ir tokiu blidu DRN “paduodama” geriausiomis salygomis
lastelems, galinCioms ja ekspresuoti. Transfekuojandiy agenty, kurie veikia kaip DNR
“transportenis”, vaidinamas vaidmuo skiriasi nuo adjuvanto vaidmens, kuris lydi vakcinos
antigena, esantj farmacinéje kompozicijoje. Sios publikacijos autoriy gauti rezultatai rodo,

kad gautas atsakas yra didesnis, kai DNR yra transportuojama liposomy pagalba, lyginant su
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tuo, kai DNR yra ileidZiama “apnuoginta”; vis délto, priklausomai nuo liposomoms
suformuoti naudojamy lipidy prigimties, varijuoja gauty atsaky prigimtis ir intensyvumas.

Nepaisant gausios literatiiros apie jvairius produktus, kurie gali biti naudojami kaip
adjuvantai, vis tik iSlicka poreikis produkto, kuris galéty biti naudojamas be rizikos
organizmui, { kurj jis yra jvedamas, ir kuris galéty padidinti ir (arba) modifikuoti imuninés
sistemos atsaka i vakcinos antigena, su kuriuo jis yra jvedamas.

Vienas i3 Sio iSradimo tiksly yra pateikti toki produkta.

Kitas 3io iSradimo tikslas yra pateikti nesunkiai prieinamg vakcinos adjuvanta, kurio
kaina buty tokia, kad ji biity galima déti | vakcinos kompozicijas nedidinant jos savikainos
uzdraustu bidu.

Siems tikslams pasiekti $io isradimo tikslas yra farmaciné kompozicija, kurioje yra bent
vienas vakcinos antigenas, besiskirianti tuo, kad joje yra bent vienas fosfatidilcholino

fosfatinio esterio darinys, turintis tokig struktiira:

HzC—O—_C_'R3

e

HC——O—l(.')—Rz
OO0
‘ ®,CHs
Hzc_" O_ P_O_CHz-CHz"N_CH3
| N\
OR; CHs
@,

kurioje:

- R; yra Zemesnysis alkilas,

- R, ir R; yra vienodi arba skirtingi ir kiekvienas gali reik3ti linijinio angliavandenilio
pagrindo grandines, turin¢ias nuo 13 iki 21 anglies atomo.

Pagal ypatingg igyvendinimo varianta R; reiskia etilo radikala; taigi, $io darinio
degradacija organizme, | kuri jis buvo jvestas, duos biosuderinamus produktus -
fosfatidilcholinus ir etanolj.

Pagal ypatingg jgyvendinimo variantg R; ir R; yra pasirinkti i3 radikaly, atsirandanéiy i$

tokiy riebaly rlig8¢iy: miristino riigsties, palmitino rgsties, stearino riigdties ir oleino rugsties.
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Pagal ypatinga tinkamiausia jgyvendinimo varianta R ir R3 yra vienodi ir reigkia oleilo
rugsties radikala. Toks produktas, kuris gali biiti istisai pagamintas cheminés sintezés badu,
duoda visas saugumo garantijas ir farmaciniam naudojimui pageidaujama atkartojamuma,

Sio idradimo objektas taip pat yra fosfatidilcholino fosfatinio esterio darinio, turingio
struktiira:

Hzc—-o_ﬁ_Ra

0
HC——O—I(ll—RZ
00
1 ®,CHs
HZC——O——'—F(—O—CHZ-CH?_—N\—CH;;
OR1 CH3

M,
kurioje:
- R; yra Zemesnysis alkilas,
- R, ir R; yra vienodi arba skirtingi ir kiekvienas gali reiksti linijinio angliavandenilio
pagrindo grandines, turin¢ias nuo 13 iki 21 anglies atomo,

panaudojimas vakcininiaim adjuvantui gaminti.

Sio isradimo objektas taip pat yra Zinduolio imunizavimo biidas pagal kurj bent vienas
vakcinos antigenas yra jvedamas minétam Zinduoliui ir taip pat minétam Zinduoliui yra
ivedamas fosfatidilcholino fosfatino esterio darinys, turintis struktiira;

H,C—O0——C—R;
B

Hc—o—ﬁ—R2
° N CHs
H2C——O——I|3—O—CH2-CH2—N§——CH3
OR1 CH3

D,
kurioje:
- R, yra Zemesnysis alkilas,
- R; ir Ry yra vienodi arba skirtingi ir kiekvienas gali reikiti linijinio angliavandenilio

pagrindo grandines, turin€ias nuo 13 iki 21 anglies atomo.
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Tokiu bidu, imuninés sistemos atsakas yra modifikuotas, lyginant su atsaku, kuris bity
gaunamas, jeigu vakcinos antigenas biity jvedamas be fosfatidilcholino darinio.
Daug kity $io iSradimo privalumy paaiskés skaitant smulky apraSyma, kuris pateikiamas

toliau.

Sis iradimas yra susijes su farmacine kompozicija, turin¢ia bent vieno vakcinos
antigeno. Laikoma, kad terminas “vakcinos antigenas” reiSkia antigena, galintj indukuoti
imunings sistemos atsaka, kai jis yra jvedamas Zmonéms arba gyviinui. Sis imuninés sistemos
atsakas gali sukelti antikiiny gaminimasi arba tam tikry lasteliy aktyvacija, ypatingai antigena
pateikian¢iy Iasteliy (pavyzdZiui: dendritiniy lasteliy), T limfocity, B limfocity.

Si farmaciné kompozicija gali biti kompozicija profilaktikos tikslams arba terapiniams
tikslams, arba ir tam ir tam.

Ji gali buti jvedama paprastai vakcinoms naudojamais arba rekomenduojamais
budais: parenteriniu keliu, per gleiving, ir gali biti jvairiy formy: leidZziamas arba purikiamas
skystis, formos, gautos liofilizuojant arba dZiovinant i3purskimo biidu, arba i§dZiovinant ore ir
t.t. Jos gali buti jvedamos SvirkStu arba inZektoriumi be adatos, skirtu injekcijai i raumenis,
poodinei arba intrakutaninei injekcijai. Taip pat ji gali biti jvedama sroviniu vaisty purkstuku,
galintiu paduoti sausus miltelius arba skysta purskalg | gleivinés membranas, kaip antai
nosies, plau¢iy, vaginos arba tiesiosios Zamos.

Siose farmacinése kompozicijose naudojami vakciny antigenai pagal §j iSradima yra
“tiesioginiai” antigenai, t.y. jie néra Siuos antigenus koduojantios DNR, bet patys yra
antigenai; jie gali buti pilnas mikroorganizmas arba tik dalis $io mikroorganizmo; taigi, i3
paprastai vakcinose naudojamy antigeny galima paminéti:

- polisacharidai, kur jie yra vieni arba suridti su nesikliy elementais, tokiais kaip
baltymai-neSikliai,

- gyvi prislopinti pilni mikroorganizmai,

- inaktyvuoti mikroorganizmai,

- rekombinantiniai peptidai ir baltymai,

- glikoproteinai, glikolipidai, lipopeptidai,

- sintetiniai peptidai,

- suardyti mikroorganizmai atveju vakciny, vadinamy “suskaldytomis” vakcinomis.
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Sie antigenai yra antigenai, naudojami arba galima juos naudoti jvairiy ligy gydymui
arba prevencijai, tokiy kaip, pavyzdziui: difteritas, stabligé, polio, pasiutligé, kokliusas,
hepatitas A, B ir C, geltonasis drugys, viduriy §iltiné, véjaraupiai, tymai, kiaulyté, raudoniuke,
japoniSkas encefalitas, meningitas, plauiy uzdegimo streptokokinés infekcijos, rotavirusinés
infekcijos, AIDS, kai kurios véZio formos, tuberkuliozé, Laimo liga, kvépavimo taky
infekcijos, piisleliné, Chlamydia, Neisseria gonorrheae, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus arba Haemphilus influenza, tipas B, maliarijos,
leiSmaniozés, listeriozés, ir kt. sukelti negalavimai.

Sio ifradimo farmaciné kompozicija gali biiti kompozicija, skirta imunizacijai prie$
atskira patogena arba véZio rii§j, t.y. joje yra vieno patogeno arba véZio rusies antigeny, arba
kitu atveju ji gali btiti kompozicija, skirta imunizuoti pries keleta patogeny arba vézio rasiy (ji
yra vadinama vakcininiu deriniu).

Naudojamo fosfatidilcholino fosfatinio esterio darinio veikimas yra stimuliuoti vakcinos
kompozicija, t.y. padidinti arba modifikuoti organizmo, kuriam jvedama 8§ vakcinos
kompozicija, imuninés sistemos atsaka, lyginant su atsaku, kuris biity gaunamas nesant tokio
junginio. Ypatingai tai gali bti humoralinio atsako padidinimas, arba lastelinio atsako
padidinimas, arba abu atvejai. Poveikis taip pat gali biti ne atsako padidinimas, bet skirtinga
sukelto atsako orientacija: pavyzdZiui, orientacija i lastelinj atsaka, labiau nei { humoralini
atsaka, tam tikry citokiny gaminimasis labiau nei kity citokiny, tam tikry tipy arba subtipy
antikiiny gaminimasis labiau nei kity, tam tikry lasteliy stimuliacija labiau nei kity ir t.t.
Adjuvanto veikimas taip pat gali susidéti i§ imuninio atsako trukmés didinimo laikui bégant. |
Ji taip pat gali jeiti galimybé sumaZinti jvedimy skaiciy, reikalingg imunizuojamam individui
apsaugoti, arba, kitaip tariant, sumazinti skiriamoje dozéje esantj antigeno kieki.

Sio isradimo darinio adjuvantinis veikimas gali biti gaunamas arba tada, kai jis yra
sumaiSomas su farmacinés kompozicijos antigenu(-ais) jvedant juos, t.y. kai jis yra tiesiog
farmacinéje kompozicijoje, arba, kitu atveju, kai jis jvedamas atskirai nuo antigeno(-y), kuriy
imunogening galia norima modifikuoti. Vienok yra pageidautina naudoti ji toje pacioje
farmacinéje kompozicijoje kaip ir jvedamas antigenas(-ai).

Sio isradimo tikslams yra laikoma, kad terminas “fosfatidilcholinas” reiskia
fosfolipidus, turinius glicerolio molekule, 2 riebaly riigstis, fosfato grupe ir cho‘llina‘. Sie

junginiai, taip pat vadinami lecitinais, skiriasi savo riebaly riigdtimis.
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ISradimo tikslams 2 riebaly rigstys R, ir Ry gali buti vienodos arba skirtingos, so&ios
arba nesocios; geriau, kai fosfatidilcholinai yra padaryti esterinant riebaly rigstis, turin&ias 13
anglies atomy, ypatingai tokias: miristino riig§tj, palmitino rtigsti, stearino riigstj arba oleino
ragsti.

Laikoma, kad terminas “Zemesnysis alkilo radikalas R,” reiskia alkilo radikala, turintj
daugiausiai 5 anglies atomus. Tiksliau sakant, pagal §j iSradimg fosfatidilcholino darinys yra
fosfatidilcholino fosfatinis esteris; jis gali biiti esteris, gautas fosfatidilcholino ir metanolio,
etanolio, propanolio, butanolio arba pentanolio reakcijoje; ypatingai geri rezultatai buvo gauti
su esteriu i§ etanolio.

Sio isradimo tikslams tinkami junginiai gali biti gaunami grynai cheminés sintezés
biidu arba, kitu atveju, esterinant gamtinius fosfatidilcholinus, tokius kaip i§ sojos pupeliy
arba kiauiniy iSekstrahuota fosfatidilcholing. Tai yra junginiai, kurie gali bati naudojami
farmaciniu poZitiriu priimtiny drusky forma, ypatingai chlorido forma. I§ ypatingai tinkamy
junginiy gali biti paminétini 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-etilfosfocholinas, 1,2-dimiristoi1-§n-
glicero-3-etilfosfo-cholinas, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-etilfosfocholinas, 1,2-stereoil-sn-
glicero-3-etilfosfocholinas, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholinas, arba dar ir 1,2-
palmitoiloleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholinas, kuris yra ypatingai lengvai gaunamas i¥
Avanti® Polar Lipids Inc. kompanijos. Sie junginiai yra gaunami milteliy arba tirpaly
chloroforme formoje.

Pagal §j iSradima junginiai yra disperguojami vandenyje arba vandeniniame buferyje
taip, kad susidaryty suspensija, kuri tada yra sumaiSoma su tirpalu, turiniu vakcinos antigeny
arba, kitu atveju, fosfatidilcholino fosfatinio esterio darinio turinti suspensija yra naudojama
istirpinti liofilizatui, kuriame yra vakcinos antigenai. Kitu atveju, yra galima disperguoti arba
hidratuoti fosfatidilcholino fostatinio esterio darinj vandeniu arba buferiu, jau turindiu bent
vieno vakcinos antigeno.

Naudojami fosfatidilcholino fostatinio esterio dariniai gali sudaryti lipidines piisleles
arba liposomas, geriausia, kai jy dydis yra tarp 50 ir 220 nm.

Taip pat galima naudoti $io iSradimo adjuvantus emulsija sudaran¢iose kompozicijose.

Toliau duodami pavyzdZiai iliustruoja (neribojan¢iu bidu) §io isradimo jgyvendinima.
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1 pavyzdys: Vakcinos kompozicijos, antigenu turincios TAT baltymq

1.1._Kompozicijy paruo§imas
Vakcinos kompozicijos gaminamos turinéios, kaip vakcinos antigeno, rekombinantinio

baltymo, kuris gali biiti naudojamas vakcinoje pried AIDS; tai yra detoksikuotas TAT III B
baltymas, kuris yra gaunamas ekspresuojant E.coli ir jj i$skiriant per jvairias chromatografijos
stadijas, po to chemiSkai inaktyvuojant, kaip apra¥yta W099/33346 paraiskoje, kur jam
priskirtas pavadinimas “karboksimetilintas Tat”.

Kompozicija pagaminama Zemiau apra$ytu biidu. Yra gaunamas milteliy pavidalo 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholino (etil-PC) chloridas, kurj tiekia Avanti® Polar Lipids
Inc. kompanija, ir soliubilizuojamas 4/1 chloroformo/metanolio miinyje, kad koncentracija
biity 2 mg/ml.

3,18 ml gauto tirpalo, ty. 6,36 mg etil-PC jpilama | stikling apvaliadugne kolba;
tirpiklis garinamas rotoriniu garintuvu, kol ant apvaliadugnés kolbos sieneliy yra gaunama
lygi lipido plévelé. Tada $i plévelé yra dZiovinama stipriame vakuume, kad biity pasalinami
bet kokie likusio tirpiklio pédsakai.

Po to plévele rehidratuojama 4 ml distiliuoto vandens 40 °C temperatiiroje, naudojant
ultragarsing vonia. Tokiu biidu gauta pisleliy dispersija i$spaudZiama per. | kellétat
polikarbonatiniy membrany (0,8 pm; 0,4 pm ir 0,2 um), uZdéty ant preso (Lipex
Biomembranes, Inc.), termostatuoto 50 °C temperatiiroje spaudZiant azotu.

Tada gauta liposomy suspensija, turinti 1,59 mg/ml koncentracija, yra sumai$oma pagal
turj su koncentruotu Tat tirpalu, gaunant 200 pg/ml buferyje, susidedan¢iame i§ 100 mmol/l
TRIS, 200 mmol/l NaCl, pH 7,4.

Taip pat yra pagaminama kompozicija, turinti tik TAT antigeno, be adjuvanto.

Tokiu biidu gautos 200 pl dozés turi toki komponenty kiekj:

1) 20 pg TAT
2) 20 pg TAT ir 159 pg etil-PC.

1.2. Imunizavimas
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Dviem grupéms 8 savaiiy amziaus BALB/c peliy pateliy buvo suleidZiama viena i§ 1.1
paragrafe pagaminty kompozicijy poodiniu biidu, imant vieng 200 pl doze pelei; injekcijos
leidZiamos nuling diena (DO) ir 21-3 dieng (D21).

Norint jvertinti pirminj atsaka, i§ retroakiduobinés ertmés imami kraujo méginiai D14, o
D35 — norint jvertinti antrini atsaka. Badingi IgGl ir IgG2a titrai nustatomi naudojant
standartizuotus ELISA testus.

D37 pelés numarinamos; iSimama jy bluZnis ir i¥skiriamos bluZnies lastelés.

Gauti rezultatai apie humoralinius atsakus suvesti Zemiau duodamoje lenteléje, kurioje
IgG titrai yra iSreikSti sutartiniais ELISA vienetais (log10).

Kiekvienai peliy grupei nurodyta reik¥mé yra titry, gauty i§ kiekvienos pelés reik¥miy,

geometrinis vidurkis

Peliy grupé IgGl titras IgG2a titras IgG1 titras IgG2a titras
D14 D14 D35 D35
tik Tat 1,943 1,045 3,950 2,437
Tat + etil-PC 2,931 2,429 4,889 4,368

Gauti rezultatai rodo, kad $io idradimo kompozicijos duoda galimybe gauti humoralinj
atsaka, kuris yra aiSkiai didesnis nei atsakas, gaunamas kai naudojamas vienas antigenas.
Pastebéta, kad adjuvanto poveikis yra aiSkiai isreikstas IgG2a atsako atzvilgiu, kas rodo,

kad imuninis atsakas yra orientuotas labiau | TH1-tipo atsaka.

Norint jvertinti Sio iSradimo farmaciniy kompozicijy poveiki i lastelinj atsaka, buvo
atlikti bluznies lasteliy, galin€iy gaminti y-interferona, skai¢iavimai, naudojant ELISPOT
testa. Sis testas buvo atliktas ir su $vieZiomis lastelémis, ir su restimuliuotomis lastelémis.

Bandymui atlikti bluZnies lastelés auginamos auginimo lékstelése 200000 lasteliy
duobutéje greiciu, esant arba vienai terpei, arba rekombinantiniam TAT antigenui. Paauginus
16 valandy, iSrySkinama ELISPOT, t.y. suskaifiuojamas kiekis taskeliy, atitinkanc¢iy y-
interferona iSskirianias lasteles. Gauti rezultatai susumuoti toliau duodamose lentelése;
nurodytos reikSmeés yra vidurkiai (peliy grupei) skirtumy, apskai€iuoty kiekvienai pelei, tarp
taSkeliy skaiiaus, skaiCiuojamo milijonui lasteliy duobutése su rekombinantiniu TAT ir
taSkeliy skaiciaus, skaiCiuojamo milijonui lasteliy duobutése vien tik su terpe.

Zemiau duodamoje lenteléje susumuoti rezultatai, gauti su vieziomis lastelémis.
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Tirtoji farmaciné kompozicija Tagkeliy skai¢ius milijonui lasteliy
TAT 20 pug 31,67
TAT 20 pg + etil-PC 129,17

Zemiau duodamoje lenteléje susumuota rezultatai, gauti su restimuliuotomis lastelémis su

rekombinantiniu TAT, esant IL2.

Tirtoji farmaciné kompozicija Taskeliy skaiCius milijonui Igsteliy
TAT 20 pg 44,16
TAT 20 pg + etil-PC 411,66

Sie rezultatai rodo teigiama poveiki, gauta naudojant Sio iSradimo farmacin¢ kompozicija

1 CD4+ lasteliy stimuliavima.

2 pavyzdys: Vakcinos kompozicijos, antigenu turinéios citomegaloviruso

glikoproteing gB

2.1. Kompozicijy paruo$imas

Buvo pagaminta vakcinos kompozicija, { kuria kaip vakcininis antigenas jeina
rekombinantinis baltymas, iSvestas i§ Towne kamieno citomegaloviruso (CMV) apvalkalo
glikoproteino, gB, kurio nukleotidiné ir baltyminé sekos yra aprasytos USP 5,834,307 patente.
Sis rekombinantinis baltymas yra produkuojamas panaudojant rekombinantine CHO linija,
transfekuota plazmide, vadinama pPRgB27clv4, kuri turi modifikuota gB gena. Faktiskai
norint palengvinti Sio rekombinantinio baltymo gaminimasi CHO linijoje, gB genas buvo
modifikuotas i§ anksto, iSkerpant dalj geno, kuris koduoja gB baltymo transmembranine sritj,
atitinkancia aminorGig3¢iy seka tarp valino 677 ir arginino 752 ir jvedant 3 taskines mutacijas
tokiu blidu, kad gamtiniame gB baltyme esanti skaldymo vieta yra pa3alinama. Faktiskai
rekombinantinés CHO linijos produkuojamas rekombinantinis baltymas atitinka sutrumpinta
gB baltyma, nebeturintj skaldymo vietos ir transmembraninés srities, vadinamas gBdTM.

Plazmidés pPRgB27clv4 sukonstravimas ir sutrumpinto gB baltymo (gBdTM)
produkavimas CHO linijoje yra apraSyti US 6,100,064. Sutrumpintas gB baltymas
gryninamas leidZiant per imunoafinin¢ kolonélg, naudojant 15D8 monokloninj antikiina,

apraSyta L. Rasmussen et al. (J. Virol. (1985) 55:274-280).
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Yra gaunamas milteliy pavidalo 1,2-distearoil-sn-glicero-3-etilfosfocholino (etil-DSPC)
chloridas ir 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholino (etil-DOPC) chloridas, kuriuos tiekia
Avanti® Polar Lipids Inc. kompanija. Su kiekvienu i§ §iy produkty yra atliekamos tokios
operacijos: 5 mg milteliy yra soliubilizuojami 5 ml 4:1 (taris/tris) chloroforme/metanolyje.
Tirpalas dZiovinamas stiklinéje apvaliadugnéje kolboje panaudojant rotorinj garintuva taip,
kad ant apvaliadugnés kolbos sieneliy susidaryty lipido plévelé. Tada $i plévelé yra
dZiovinama stipriame vakuume, kad biity pa3alinami bet kokie likusio tirpiklio pédsakai, ir po
to ji tirpinama 2,5 ml vandens 60 °C temperatiiroje, kad galutiné koncentracija biity 2 mg/ml.
Susidariusi liposominé suspensija homogenizuojama purtant 10 minudiy ir veikiama
ultragarsu ultragarsinéje vonioje 5 minutes, po to i¥spaudZiama per presa panaudojant Lipex
presg (Northern Lipids Inc. Vancuver, CA), termostatuota 50 °C temperatiiroje penkis kartus,
naudojant polikarbonating membrana, kurios porétumas 0,2 pm.

Taip pat yra pagaminama kompozicija, turinti etil-PC emulsijoje.

Tam tikslui 25 mg 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholino chlorido (etil-DOPC —
Avanti Polar Lipids) soliubilizuojama stiklinéje apvaliadugnéje kolboje, panaudojant 10 ml
4:1 (turis/tdris) chloroformo/metanolio. Gautas tirpalas yra dZiovinamas rotoriniu garintuvu
taip, kad ant apvaliadugnés kolbos sieneliy likty lipido plévelée. Tada 3i plévelé yra
dZiovinama stipriame vakuume, kad biity paSalinami bet kokie likusio tirpiklio pédsakai.

375 mg industrinio Tween® 80, kurj tiekia Merck kompanija, atsveriama j stiklinéle, i ji
pridedama 29,29 g vandens, ir miSinys mai$omas tol, kol pavir§inio aktyvumo medZiaga
visi¥kai i3tirpsta. Ankstesnéje stadijoje gauta lipido plévelé tirpinamma $iame Tween® 80
tirpale. [ $ia suspensija pridedama 1475 mg skvaleno (Fluka), ir gauta emulsija
homogenizuojama Ultraturrax (8000-9500 aps./min), o po to M110 mikroskystintuvu
(Microfluidics, Newton MA), 20 per¢jimy esant 414 kPa slégiui.

Galutiné skvaleno koncentracija §ioje emulsijoje yra 5 %.

Imunizavimo dozés yra pagaminamos sumaiSant auk3¢iau apraSytas adjuvanto
kompozicijas arba vandenj su vandeniniais antigeno pradiniais tirpalais, turin¢iais 160 pg/ml
gB baltymo ir su PBS buferiu taip, kad bty gaunamos 50 ul dozés, turindios tokias
kompozicijas:

1) 2puggB
2) 2 uggBir 50 pg etil-DOPC
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3) 2pggBir 50 pgetil-DSPC
4) 2 pg gB ir 50 pg etil-DOPC, 1,25 mg skvaleno ir 0,3 mg Tween® 80.

2.2. Imunizavimas

Gaunamos 4 grupés 8 savaiciy amZiaus OFM nelinijiniy peliy ir joms suleidZiama viena
i§ 2.1 paragrafe pagaminty kompozicijy poodiniu biidu, imant 50 pl pelei; injekcijos atliktos
DO ir D21.

Norint jvertinti pirminj atsaka, imami kraujo méginiai i§ retroakiduobinés ertmés D20,
ir D34 - norint jvertinti antrinj atsaka. Budingi IgGl ir IgG2a titrai nustatomi naudojant
standartizuotus ELISA testus.

D37 pelés numarinamos; iSimama jy bluZnis, idskiriamos bluZnies Iastelés ir
stimuliuojamos rekombinantiniu gB baltymu arba nestimuliuojamos.

Tada iSmatuojama citokiny (IL5, y-IFN ir TNF-a) koncentracija nuopiluose nuo
bluznies lasteliy, stimuliuoty 5 dienas gB baltymu, ir taip pat nuopile nuo nestimuliuoty
lasteliy, panaudojant ELISA testus, kad lyginant bity galima i3 to nustatyti specifinj citokiny
gaminimasi.

Gauti rezultatai humoraliniy atsaky poZitiriu surinkti Zemiau duodamoje lenteléje, kur
Jjoje IgG titrai yra iSreik3ti sutartiniais ELISA vienetais (log10).

Kiekvienai peliy grupei nurodytos reik¥meés yra titry reik§miy, gauty kiekvienai pelei,

geometrinis vidurkis.

Peliy grupés IgGl titras IgG2a titras IgG1 titras IgG2a titras
D21 D21 D35 D35
vien tik gB 2,703+0,773 | 1,624+0,572 | 4,409+0,564 | 3,187+0,595
gB+etil-DOPC 3,673+£0,521 | 3,763+0,371 | 4,472+0,453 | 4,741+0,260
gB+etil-DSPC 3,708+0,545 | 3,869+0,303 | 4,388+0,393 | 4,600+0,246
gB+etil-DSPC 4,205+0,388 | 2,944+0,445 | 5,294+0,416 | 4,272+0,348
+emulsija

Zemiau duodamoje lenteléje pateikti citokiny rezultatai; nurodytos reikSmés
kiekvienam citokinui yra skitumas pg/ml tarp citokiny, iSmatuoty restimuliuotoms gB
baltymu Iasteléms kiekiy vidurkio ir citokiny, iSmatuoty lasteléms, augintoms vien tik
terpéje (laikoma foniniu testo triuk8mu); todél gali bdti laikoma, kad Sie nurodyti

kiekiai yra kiekiai, specifiSkai produkuoti kaip atsakas j stimuliavima gB baltymu.
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Peliy grupés y-IFN IL5 TNF-o
vien tik gB 2193 399 61
GB+etil-DOPC 56338 416 310
GB+etil-DSPC 28756 32 93
gB+etil-DSPC 3432 4054 134
+emulsija

Visi Siame bandyme pateikti rezultati rodo gera fosfatidilcholino fosfatiniy esteriy
adjuvantinj efekta, kuris turi didelg geba didinti Thl-tipo imuninj atsaka (didina IgG2a ir y-
interferong), taiau neinhibuoja jau antigeno sukelto Th2-tipo atsako.

3 pavyzdys: Intradermiskai vartojamos vakcinos kompozicijos

3.1. Kompozicijy paruosimas

Yra gaunamas milteliy pavidalo 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholino (etil-DOPC)
chloridas, kurj tiekia Avanti® Polar Lipids Inc. kompanija. 5 mg S$iy milteliy yra
soliubilizuojami 10 ml 4:1 (tiris/tlris) chloroforme/metanolyje. Gautas tirpalas dZiovinamas
stiklinéje apvaliadugnéje kolboje panaudojant rotorinj garintuva taip, kad ant apvaliadugnés
kolbos sieneliy susidaryty lipido plévelé. Tada §i plévelé yra dZziovinama stipriame vakuume,
kad biity pasalinami bet kokie likusio tirpiklio pédsakai, ir po to ji tirpinama 2,5 ml vandens
60 °C temperatiiroje, kad galutiné koncentracija biity 2 mg/ml. Susidariusi liposominé
suspensija homogenizuojama, purtant 10 minu¢iy ir veikiant ultragarsu ultragarsinéje vonioje
5 minutes, po to iSspaudZiama per Lipex presa (Northern Lipids Inc. Vancuver, CA),
termostatuotg 50 °C temperatiiroje vienakart per 0,8 pm polikarbonatine membrana, po to
vienakart per 0,4 um polikarbonating membrana, ir pagaliau penkis kartus per polikarbonating
membrana, kurios porétumas 0,2 um.

Taip pat yra paruoSiamas antigeno, susidedangio i§ gB baltymo, pradinis tirpalas, gautas
kaip apraSyta ankstesniame pavyzdyje, kurio koncentracija yra 160 pg/ml.

Antigeno tirpalas sumaiSomas su adjuvanto suspensija 2 mg/ml proporcijomis,
skaiiuojant, kad eksperimentinés vakcinos turéty 50 pl dozéje tokias kompozicijas:

1) 2pggB
2) 2pggBir 50 ugetil-DOPC
3) 0,2uggB
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4) 0,2 pg gB ir 50 pg etil-DOPC.

3.2. Imunizavimas

Gaunamos 4 grupés 8 savai¢iy amzZiaus OF1 peliy.

Kiekvienai peliy grupei buvo suleista po oda viena i§ auk3¢iau nurodyty kompozicijy.

Imunizacija atlikta DO ir D20.

Norint jvertinti pirminj atsaka, kraujo méginiai buvo paimti i§ retroakiduobinés ertmés
D20 prie§ 2-ja imunizacija ir D35 — norint jvertinti antrinj atsakq.

Specifiniai IgG1 ir IgG2a titrai buvo nustatyti standartizuotais ELISA bandymais.

Pelés buvo numarintos D35; iSimtos jyu bluZnys, i$skirtos bluznies Iastelés ir
stimuliuotos rekombinantiniu gB baltymu, arba nestimuliuotos.

Citokiny (ILS, y-IFN ir TNF-o) koncentracijos nuopiluose nuo bluZnies lasteliy,
stimuliuoty 5 dienas gB baltymu, bei nuopiluose nuo nestimuliuoty lasteliy, buvo nustatomos
ELISA testais, norint palyginimo biidu i§ to nustatyti specifing citokiny produkcija.

Gauti rezultatai, rySium su humoraliniais atsakais susumuoti Zemiau duodamoje
lenteléje, kurioje IgG titrai yra iSreiksti sutartiniais ELISA vienetais (log10).

Kiekvienai peliy grupei nurodyta reik$mé yra titry reik$miy, gauty kiekvienai pelei,

geometrinis vidurkis..

Peliy grupe IgGl titras | IgG2a | IgGl titras | IgG2a titras |
D20 titras D20 D35 D35
2 ug gB 2,095 1,097 4,478 2,829
2 ug gB + etil-DOPC 4,111 3,574 5,023 4,766
0,2 ug gB 1,351 1,185 2,738 1,647
0,2 pug gB + etil-DOPC 3,621 2,607 4,698 4,087

Citokiny rezultatai duoti Zemiau esanCioje lenteléje; kiekvienam citokinui pateiktos
reikSmés yra skirtumas pg/ml tarp citokiny, i¥matuoty restimuliuotoms gB baltymu Iasteléms,
ir citokiny, iSmatuoty vien tik terpéje augintoms lasteléms (laikoma testo foniniu triuk$mu),
kiekiy vidurkio; todél galima laikyti, kad nurodyti kiekiai yra specifiskai produkuoti kiekiai

kaip atsakas i stimuliavima gB baltymu.
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Peliy grupeé y-IFN ILS TNF-a
2 ugeB 3295 1891 65
2 ug gB + etil-DOPC 49716 1373 638
0,2 ug gB 2892 102 135
0,2 ng gB + etil-DOPC 37877 690 533

I8 Sio bandymo matoma, kad Sio iSradimo adjuvantas yra veiksmingas, kai jis
vartojamas intraderminiu biidu, ir jis gali tiek padidinti imuninj atsaka tam pa¢iam antigeny
kiekiui, tiek ir sumaZinti esanéiy antigeny kieki, esanciy suleistoje dozéje.

Cia adjuvantinis efektas yra matomas ir dél Th2-tipo atsako (IgG1) ir taip pat, o tai labai

efektinga, del Thl-tipo atsako (IgG2a, y-interferonas).
4 pavyzdys: Vakcinos kompozicija, turinti SARS antigeno

4.1. Kompozicijy pagaminimas
Pagaminta inaktyvuoto Zmogaus koronaviruso, §iuo atveju SARS (sunkus @mus

respiratorinis sindromas) viruso, gauto auginant lasteliy linija ir tada inaktyvuojant,
suspensija; naudojamos suspensijos koncentracija prie§ inaktyvacija yra 7,56 log CCIDs; ji
praskiedZiama 1/10, norint gauti suspensija, turin¢ia 6,56 log CCIDso koncentracija.

Yra gaunamas milteliy pavidalo 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocholino (etil-DOPC)
chloridas, kurj tiekia Avanti® Polar Lipids Inc., kompanija; 30 mg $iy milteliy yra
soliubilizuojama 10 ml 4:1 (turis/tdris) chloroforme/metanolyje. Gautas tirpalas dZiovinamas
stiklingje apvaliadugnéje kolboje panaudojant rotorini garintuva taip, kad ant apvaliadugnés
kolbos sieneliy likty lipido plévelé. Tada §i plévelé yra dZiovinama stipriame vakuume, kad
biity pasalinami bet kokie likusio tirpiklio pédsakai, ir po to ji tirpinama 5 ml vandens 60 °C
temperatiiroje, kad galutiné koncentracija blity 6 mg/ml. Susidariusi liposominé suspensija
homogenizuojama, purtant 10 minu¢iy ir veikiant ultragarsu ultragarsinéje vonioje 5 minutes,
po to i§spaudziama per Lipex presa (Northern Lipids Inc. Vancuver, CA), termostatuofa_ 50 °C
temperatiiroje vieng karta per polikarbonating membrana, kurios porétumas 0,2 pm.

200 pl imunizacijos dozés gaunamos pagaminant Zemiau duodamoje lenteléje nurodytus

misinius:
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6,56 log Fosfatinis Viruso kiekis
Vanduo CCIDsq viruso Adjuvantas buferis dozéje
suspensija
1,418 ml | 110 pl skiedz. - 472 pl 10*° CCIDso
1/10
L151ml | 110 pl skiedz | 267 pl etil- 472 pl 10™° CCIDs
1/10 DOPC
1,418 ml | 110 ul skiedz. - 472 ul 10°° CCIDs,
1
L151ml | 110 ul skiedz | 267 pl etil- 472 pl 10°° CCIDs
1 DOPC

4.2. Imunizavimas

Sudaromos 4 grupés po 8 BALB/c peles ir imunizuojamos 3 savaiiy intervalais viena i$
auk3Ciau nurodyty kompozicijy; daromos poodinés injekcijos; kiekvieng karta suleidZiamos
200 pl dozés.

Praéjus 2 savaitéms po kiekvienos injekcijos, imami kraujo méginiai, norint jvertinti
bendrg poveikj prie$ (inaktyvuoto) SARS viruso antikiininj atsaka pagal ELISA testa, t.y. D14
pirminiam atsakui ir D33 — antriniam atsakui.

BluZnies lastelés paimamos D33.

SARS specifinis Iastelinis atsakas buvo vertinamas panaudojant Iasteliy, i§skiﬁanéiq Y-
interferona, ELISPOT testg arba ex vivo, arba po in vitro stimuliacijos inaktyvuotu pilnu
virusu 7 dienas. Kiekvienu atveju bluZnies lastelés (ex vivo arba restimuliuotos in vitro) yra
inkubuojamos 16 valandy arba su inaktyvuotu pilnu virusu, arba su sumaidytais 18-meriniais
peptidais, kuriy sekos persikloja (daugiau nei 10 aminorigi¢iy) ir atitinka jvairius SARS
viruso antigenus.

Be to, yra jvertinama indukuoto T-helperio Igstelinio atsako poliarizacija panaudojant
citokiny, kuriuos iSskyre bluZnies Iastelés, stimuliuotos pilnai inaktyvuotu virusu arba peptidy
misiniu, ELISA testa.

Gauti rezultatai, rySium su humoraliniu atsaku yra duoti Zemiau pateiktoje lenteléje; jie
yra iSreiksti ELISA testo sutartiniais log10 vienetais ir atitinka kiekvienos peliy grupés titry

geometrinius vidurkius.
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Imunizavimo kompozicija IgG titras D14 IgG titras D33
10*° CCIDs, 1 1,191
10*° CCIDs + etil-DOPC 1,246 2,424
10°° CCIDs, 1,776 3,122
10>° CCIDs, + etil-DOPC 2,621 4,387

Sie rezultatai rodo, kad $io igradimo adjuvantas duoda galimyb¢ padidinti humoralinj
atsaka prie§ virusinj antigena.

Kai dél Iastelinio atsako, gauti rezultatai, naudojant ELISPOT skaitiavima su
SvieZiomis lgstelémis (ex vivo), stimuliuotomis pilnu virusu, yra pateikti Zemiau esancioje

lenteléje, kurioje parodyti geometriniai vidurkiai kiekvienai peliy grupei.

Imunizavimo kompozicija Taskeliy skaitius/10° bluZnies lasteliy
10** CCIDs 2

10*° CCIDs + etil-DOPC 18

10>° CCIDso 17

10>° CCIDsp + etil-DOPC 132

O dél rezultaty apie atsaka | peptidy miSinius, atsakai kinta priklausomai nuo
naudojamy peptidy miSiniy.

ELISPOT rezultatai, gauti po restimuliavimo su inaktyvuotu SARS virusu, taip pat
rodo, kad y-interferono gaminimasis buvo padidintas esant etil-DOPC, priklausomai nuo
naudojamy peptidy.

Sie rezultatai rodo, kad $io iradimo adjuvantas duoda galimybe padidinti CD4+ T-
lasteliy atsaka prie§ virusinj antigena. "

Kai dél y-IFN (Thl citokinas) ir IL-5 (Th2 citokinas) citokiny ELISA testy, buvo
pastebéta, kad po stimuliacijos inaktyvuotu virusu, y-IFN gaminimasis Zymiai padidéjo
peléms, kurios prie antigeno buvo gavg etil-DOPC; antra vertus, IL-5 gaminimasis aiSkiai
nepasikeité.

Gauti rezultatai yra pateikti Zemiau duodamoje lenteléje; jie ireik§ti pg/ml ir atitinka

geometrinius vidurkius peliy grupéms.
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Stimuliacija inaktyvuotu pilnu virusu
Imunizavimo kompozicija y-IFN IL-5
(pg/ml) (pg/ml)
10*° CCIDs, 4910 2793
10*° CCIDs, + etil-DOPC 9262 3037
10>° CCIDs, 7223 3649
10°° CCIDs, + etil-DOPC 51453 5270

Sie rezultatai rodo, kad $io isradimo adjuvantas duoda galimybe¢ padidinti Thl-tipo
lastelinj atsaka.

Taigi, visi Sie rezultatai rodo, kad $io iSradimo adjuvantas duoda galimybe Zymiai
padidinti ir Iastelinj (Th1), ir humoralinj atsaka, sukeliamg tada, kai yra jvedamas antigenas,

susidedantis i§ inaktyvuoto viruso.
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ISradimo apibréztis

1. Farmaciné kompozicija, apimanti bent viena tiesioginj vakcinos antigena, besiski

rianti tuo, kad ji taip pat apima bent vieng fosfatidilcholino fosfatinio esterio darinj, turintj

struktiira:
H2C"— o— ﬁ— R3
B
HC—O0O— ICIJ—Rz
00
I @ s
H,C——0O——P—0—-CH,-CH,~N—CH;
| \
OR, CHs
@,
kurioje:

R, yra Zemesnysis alkilas,
Ry ir R; yra vienodi arba skirtingi ir kiekvienas gali reikSti linijinio angliavandenilio

grandines, turinias nuo 13 iki 21 anglies atomo.

2. Kompozicija pagal ankstesnjjj punkta, besiskirianti tuo, kad R, reiskia etilo
radikala.

3. Kompozicija pagal bet kurj i$ ankstesniyjy punkty, besiskirianti tuo, kad R,
ir R; yra pasirinkti i$ radikaly, gaunamy i$ tokiy riebaly rtg$¢iy: miristino riigsties, palmitino

ragsties, stearino rugsties ir oleino rugsties.

4. Kompozicija pagal vieng i§ ankstesniyjy punkty, besiskirianti tuo,kad R, ir

R; yra vienodi ir reiskia oleino riigsties radikala.

5. Kompozicija pagal vieng i$ ankstesniyjy punkty, besiskirianti tuo, kad ji taip

pat apima emulsija.

6. Fosfatidilcholino darinio, turin¢io struktiira:
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HQC—O——ﬁ—Rg

O ‘
HC—0—C—R,
(ONNO)
|l ®,CHs
HoC——O——P—0~CH,-CH,~N—CHj
| \
OR1 CH3
(D,

kurioje:

R, yra Zemesnysis alkilas,

R, ir Ry yra vienodi arba skirtingi ir kiekvienas gali reiksti linijinio angliavandenilio
grandines, turinias nuo 13 iki 21 anglies atomo,

panaudojimas vakcinos adjuvantui paruosti.

7. Panaudojimas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad R, reiskia etilo
radikala.

8. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 6 ir 7 punkty, besiskiriantis tuo, kad R, ir R;
yra pasirinkti i§ radikaly, gaunamy i§ tokiy riebaly riigd¢iy: miristino riigities, palmitino

rugsties, stearino ragsties ir oleino riigsties.

9. Panaudojimas pagal vieng i§ 6-8 punkty, besiskirianti tuo, kad R, ir R; yra

vienodi ir reiskia oleino rugsties radikalg.

10. Farmacinés kompozicijos pagal 1 punkta panaudojimas vakcinos, skirtos Zinduolio
imunizavimui, gamyboje, kai minétam Zinduoliui yra jvedamas bent vienas tiesioginis
vakcinos antigenas ir taip pat minétam Zinduoliui yra jvedamas fosfatidilcholino fosfatinio

esterio darinys, turintis struktiira:
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HZC—*O—ﬁ—R;;

O
HC——O—'CII—Rz
00
I @/
HzC_O_P_O_CHz-CHZ_N_CH:;
| \
OR, CHs
M,

kurioje:
R, yra Zemesnysis alkilas,
R; ir R; yra vienodi arba skirtingi ir kiekvienas gali reiksti linijinio angliavandenilio

pagrindo grandines, turin¢ias nuo 13 iki 21 anglies atomo.
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