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Monomukoluiilglutserooli (MMG) kasutamine adjuvandina
LEIUTISE VALDKOND

Kaesolev leiutis avalikustab monomukoluulgliutserooli (MMG), selle sunteetilise
homoloogi, analoogi voi modifitseeritud versiooni kasutamist immunomodulaatori,
adjuvandi, adjuvandi ja vaktsiini voi kohaletoimetamissitsteemi, mis sisaldab antud

adjuvanti, valmistamisel.
TEHNIKA TASE

Esimesed vaktsiinid sisaldasid elusaid ndrgestatud patogeene. Norgestatud
vormid olid kas looduslikult esinevad lahedases suguluses organismid voi saadi
neid kultuuris mitmete passaazide tulemusena. Naiteks on inimese puhul
voideldud mitmeid aastaid tuberkuloosi (TB) vastu, vaktsineerides Mycobacterium
bovis’e ndrgestatud tivega, M. bovis’e BCG vaktsiin to6tati valja rohkem kui 80
aastat tagasi. Kuigi manustatud on rohkem kui 3 miljardit doosi BCG vaktsiiini
(rohkem kui Ukskoik millist teist vaktsiini), ei anna see alati koikides

populatsioonides rahuldavat kaitset inimese TB vastu.

Hetkel on tanapaevasem lahenemisviis kasutada kdrgpuhastatud Uhendeid, nt.
puhastatud rekombinantseid valke vOi peptiide. Need vaktsiinid on tapselt
defineeritud ja nende koérvaltoimed on minimaalsed. Kahjuks ei ole paljud
kérgpuhastatud Uhendid eriti immunogeensed ja ei indutseeri kaitse tagamiseks
piisavat immuunvastust. Selle saavutamiseks vajab antigeen moéningast abi
immuunvastust potentseerivatelt Uhenditelt nimetusega adjuvandid. Séltuvalt
patogeenist vOib kaitse tagamine vajada kas humoraalse vdi rakulise
immuunvastuse domineerimist. Immuunreaktsiooni, mida on véimalik ule kanda
immuunseerumiga, tuntakse humoraalse immuunsuse all ja see Vviitab
resistentsusele, mida vahendavad infektsioosse osakesega seostatud antigeense
materjaliga seostuvad antikehad, mis seelabi vallandavad antud osakese vastu
immuunvastuse. Rakuline immuunsus (Cell Mediated Immunity - CMI) soéltub
immuunvastuse taga olevatest immuunsusteemi rakkudest. CM1 voi T-helper 1
(Th1) immuunvastust seostatakse tavaliselt reaktsiooniga rakusiseste

patogeenide, sealhulgas leiSmaania ja tuberkuloosi, vastu, kuid sellel on samuti
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roll teiste infektsioonitilpide vastu vditlemisega, nt. parmseene Candida
infektsioon. Humoraalne v&6i Th2 immuunvastus on vajalik rakuvaliste

patogeenide, nt. helmintide infektsiooni, vastu vditlemiseks.

Mitmetel juhtudel, nt. gripi, C-hepatiidi (HCV), inimese immuunpuudulikkuse
viiruse (HIV), klamuudia ja malaaria puhul, voib séltuvalt infektsiooni staadiumist
olla vajalik sega Th1/Th2 vastus (Mosmann ja Sad 1996). Need vajavad nii Th1
kui Th2, kuna osa nende infektsioonitekitajate elutsuklist toimub raku sees, kuid

neil esineb ka rakuvaliseid faase, nt. Glekanne rakkude vahel.

Spetsiifilist tulpi (humoraalse voéi rakulise) immuunvastuse arengut on voimalik
maarata adjuvandi valimisel. Naiteks vajab immuunkaitse rakusiseste
patogeenide, nagu naiteks M. tuberculosis’e, vastu rakulist immuunvastust ning
sobiv adjuvant TB vastu suunatud alamuhiku vaktsiinis peaks suurendama Th1
vastust (Lindblad jt. 1997).

Esineb palju adjuvante, kuid enamikul nendest esineb mitmeid probleeme, mis
eelnevad nende kasutamisele inimesel. Ainult méned adjuvandid sobivad inimese
peal kasutamiseks, nt. alumiiiniumil péhinevad adjuvandid (AIOH soolad) ja MF-
59, kuid mdélemad indutseerivad Th2 poole suunatud vastuseid, mis teevad nad
ebasobivaks TB vaktsiini ja teiste Th1 vastust ndudvate vaktsiinide jaoks (Lindblad
jt. 1997).

Viimase 20-30 aasta jooksul on kindlaks tehtud mitmeid uusi adjuvantsistteeme ja
hetkel on méned neist arendamisprotsessis. Hoolimata sellest vajatakse siiski uusi
adjuvantsusteeme (Moingeon jt. 2001), mida tboestab Kliiniliseks kasutamiseks

sobivate valikute vahesus.

Adjuvanti (ladina keelest adjuvare — aitama) voib defineerida kui Ukskdik millist
uhendit, mis manustamisel vaktsiinis toimib spetsiifilise immuunvastuse suunaja,
kiirendaja, pikendaja ja/vbi parandajana. Adjuvante on jaotatud kahte pdhilisse
kategooriasse: kas kohaletoimetamissusteemid vOi
immunomodulaatorid/immunostimulaatorid. Kohaletoimetamissusteemid vdivad
olla nt. emulsioonid, polustireeni osakesed, niosoomid, ISCOM-id, virosoomid,

mikrosfaarid voi surfaktandi-laadsed liposoomid, mis on lipiidsetest kaksikkihtidest
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koosnevad vesiiklid. Liposoomid toimivad kui antigeeni kandjad (kas vesiiklite sees
vOi kinnitatuna nende pinnale) ja vdoivad moodustada vaktsineerimiskohas depoo,
mis vOimaldab antigeeni aeglast, pidevat vabanemist. Mdni aeg parast susti ja
fagotsutoosi kindlustab liposomaalne susteem, et spetsiifiline kogus antigeeni on
ligipadsetav antigeeni esitlevatele rakkudele (Gluck 1995). Immunomodulaatorite
sihtmargiks on teatud rakud vdi retseptorit, nt. Tolli-sarnased retseptorid antigeeni
esitlevate rakkude (APC) pinnal. Kohaletoimetamissusteeme ja
immunomodulaatoreid voib kasutada koos, nt. nagu Glaxo adjuvantide seeria
puhul. Seetdttu saab kohaletoimetamissisteemi lisaks vaktsiini antigeeni

kohaletoimetamisele kasutada immunomodulaatorite kohaletoimetamiseks.

Lisaks vaktsiini komponendiks olemisele voib immunomodulaatoreid manustada
ilma antigeeni(de)ta. Antud l|&dhenemise kaudu on immuunvastust vdimalik
aktiveerida lokaalselt, nt. nagu antigeeni esitlevate rakkude kipsemisel
tsutokiinide tootmine, mis on tahtis kasvajavastase ja viirusevastase aktiivsuse
jaoks. Seetbttu voib immunomodulaatorite manustamine nt. toetada kasvaja ja
nahanaiguste elimineerimist. Immunomodulaatorite, mida on vdimalik manustada
lokaalselt, naideteks on taksaanid, nt. Taxol, Tolli-sarnase retseptori 7/8 ligand

Resiquimod, Imiquimod, Gardiquimod.

Dimetuuldioktadetsuulammooniumbromiid, -kloriid, -fosfaat, -atsetaat voi teised
orgaanilised voi anorgaanilised soolad (DDA) on lipofilne kvaternaarne
lammastikiihend, mis moodustab vesilahustes temperatuuridel Gle 40°C
katioonseid liposoome. DDA on vaga tdhus kohaletoimetamissusteem, mis
suurendab vaktsiini antigeeni omastamist APC-desse. Kirjeldatud on DDA ja
immunomoduleerivate ainete kombinatsioone. DDA sisaldava Arquad 2HT
manustamine inimestele oli paljulubav ja ei indutseerinud silmnahtavaid
korvaltoimeid (Stanfield, 1973). DDA ja TDB véi DDA ja MPL kombinatsiooni puhul
oli naha vaga selget sunergiat kohaletoimetamissisteemi (DDA) ja
immunomodulaatori (TDB vdi MPL) vahel, mis valjendus oluliselt suurenenud CMI
vastuse tasemetena vorreldes vastustega, mis saadi Uksikuid komponente
kasutades. Seetottu on DDA vaktsiini antigeeni ja immunomodulaatori paljulubav
kohaletoimetamissusteem nt. TB ja teiste rakusiseste patogeenide vastase

vaktsiini adjuvantsusteemi valjaarendamisel.
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On teatatud, et mitmed muikobakterite komponendid on immunomoduleeriva
toimega. Kui M. bovis BCG-st eraldatud lipiide kasutati adjuvandina, saadi
merisigadel naha testvastus ovalbumiinile (Hiu 1975). Kérgenenud temperatuuride
juures M. bovis BCG taielikult polaarsetest lipiididest moodustunud liposoomid on
vlimelised genereerima ovalbumiini vastu humoraalse immuunvastuse ning antud
polaarsetest lipiididest valmistatud vaktsiin andis hiirtele kaitse kasvajarakkude
vastu (WO 03/011336). Dascher jt. (2003) uurisid M. tuberculosis H37Rv-st
parinevate lipiidide koguefekti antigeenina eksperimentaalses TB vaktsiinis
merisigadel. Antud uuringus segati kolesteroolil ja 1,2-distearouul-sn-glltsero-3-
fosfokoliinil (DSPC) pdéhinevad liposoomid M. tuberculosis H37Rv lipiidi
koguekstraktiga. Parast lahusti eemaldamist taastati lipiidid
dimetuuldioktadetsutilammooniumiga (DDA) kui PBS puhvri adjuvandina. Antud
vaktsiiniga immuniseeritud merisead ei valjendanud bakterite arvu olulist langust,
mis viitas sellele, et antud DDA-ga segatud liposoomide formulatsioonil puudub
tugev antigeen vdi mukobakteriaalsete lipiidide formulatsioon kolesterool-DSPC-
ga ennetab DDA adjuvantefekti. Kui manustatakse erinevate lipiidide segu, voivad

efektiivsed lipiidid moodustada ka liiga vaikese osa kogu lipiidide hulgast.

Samuti on uuritud mikobakteritest parinevate erinevate puhastatud komponentide
adjuvantset aktiivsust. Puhastatud proteiiniderivaat (PPD) uksi ei indutseeritud
hilinenud taupi dlitundlikkusreaktsiooni, kuid kui adjuvandina lisati Wax D
(mUkobakteriaalse  rakuseina  peptidoglikaani  fragment-arabinogalaktaan-
mukoolhappe kompleks), taheldati tugevat reaktsiooni (Yamazaki S., 1969).
Immunomodulaatorii SSM vdi Z-100, M. tuberculosis’elt eraldatud lipiidsel
arabinomannaanil, on kasvajavastane aktiivsus (Suzuki F., 1986). Teine
mukobakteriaalsest rakust tuledatud Uhend on rehaloos 6,6’-dimikolaat (TDM)
(cord factor; glukolipiidi sisaldav mukoolhape) (Saito jt., 1976). Lisaks on TDM-il
(vbi selle sunteetilistel analoogidel) immunostimulatoorsed efektid ja seda on
kasutatud mitmetes adjuvandi formulatsioonides (McBride jt., 1998) (Koike ijt.,
1998).

Silva jt. (1985) publikatsioonis sustiti viie komponendiga puhastatud fra
Mycobacterium bovis BCG intravenoosselt lipiidkattega sOeosakestena ja see

pdhjustas hiire kopsudes pdletikulist reaktsiooni. Viie komponendi hulka kuulus
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TDM, trehaloosmonomikolaat (MMT), glikoosmonomikolaat (MMGlIc),
arabinoosmonomukolaat (MMAr) ja glitseroolmonomikolaat (MMGlyc).
Publikatsioonis kirjeldatakse monomukoluulglutserool pearihma, samas Kkui
mukoolhapete kompositsioon on kehvalt defineeritud ja ei ole antud struktuurseid
andmeid. Lisaks on lipiidide manustamisel tekkivat reaktsiooni kirjeldatud ainult
kui kopsudes aset leidvat pdletikulist aktiivsust, samas kui adjuvantefektina tuntud

spetsiifilist immuunvastust suurendavat voimet ei ole kirjeldatud.

Leech jt. (1985) kirjeldas L-ala-glutseroolmukolaadi adjuvandina kasutamist, et
valmistada loom ette hapteeni toimeks. Leiti, et L-ala-glitseroolmuikolaat oli

kasulik adjuvandi puudumisel kitsas doosivahemikus.

Kuigi mukobakteriaalset paritolu lipiidide immunostimulatoorset ja podletikulist
toimet on teatud mitu aastakimmet ning looma (hiire) mudelitel immuunvastuse
stimuleerimise vdimeliste lipiidide kohta avaldatakse jarjest uut kirjandust, ei ole
siiani tuvastatud individuaalset lipiidi (individuaalseid lipiide), mis oleks voimelised
stimuleerima  inimese  dendriitrakke  (DC). Naiteks kuigi TDM on
proinflammatoorsete vastuste seisukohalt kdige aktiivsem mukobakteriaalne lipiid,
ei ole stimuleerimisel TDM-iga taheldatud dendriitrakkude aktiveerumist (Uehori jt.,
2003). Niisiis kuigi TDM on valjendandu pdletikulist aktiivsust mitmetes
publikatsioonides, ei suuda antud lipiid iimselt piisavalt aktiveerida immuunvastuse
algatamiseks hadavajalikke dendriitrakke. Sellise inimese dendriitrakkude
aktiveerimise voimega lipiidi tuvastamine vodimaldaks selle kasutamist uues
adjuvandi susteemis, mis oleks sobilik inimestel kasutamiseks. Lisaks on inimesel
kasutamiseks sobilike Th1 indutseerivate adjuvantide puudumise t6ttu Uheainsa
mukobakteriaalset paritolu Th1 soodustava vdimega lipiidi avastamine

markimisvaarne leid.

Dendriitrakud (DC-d) on professionaalsed antigeeni esitlevad rakud (APC), mis
mangivad patogeenide, nagu naiteks M. tuberculosis’e, poolt esile kutsutud
infektsiooni korral tekkiva immuunvastuse suunamisel olulist rolli. Seetdttu
valjendab aktiveeritud DC poolt IL-12 tootmine M. tuberculosis’e infektsiooni
kontrollimisel olulist etappi, kuna antud tsutokiinil on suur tahtsus Th1 rakkudes
IFN-y tootmise kaivitamisel, mis omakorda soodustab makrofaagide aktivatsiooni

(Nathan jt., 1983). Lisaks on viimastel aastatel leitud tdendeid, et mukobakterite
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sihtmargiks on immuunvastuse moduleerimise eesmagiga ka DC-d, ning

tuvastatud on mukobakteriaalsete lipiidide ulioluline roll antud protsessis.

Lipiidid moodustavad kuni 40% mukobakterite rakuimbrise kuivkaalust (Minnikin,
1982). Antud lipiide on kaua aega seostatud antud organismide perekonna
iseloomuliku patogeensusega ja on kindlaks tehtud nende oluline roll
peremeesraku vastuses mukobakteriaalsele infektsioonile )Brennan ja Goren,
1979). Nende lipiidide hulgas tbusevad esile ftiotserooldimukotserosaat (PDIM)
vahad (Minnikin jt., 2002), mille puhul on naidatud, et nende olemasolu on
korrelatsioonis nende patogeensusega; PDIM-defitsiitsetel M. tuberculosis’e
mutantidel on hiirtes vahenenud kasv (Sirakova jt., 2003). PDIM-idega lahedalt
suguluses on nn ,fenoolsed glukolipiidid® (PGL-id), mille hea naide on
Mycobacterium bovis’es leiduv 2-
metludlramnosudlfenoolftiotsetllldimikotserosaadid (,mukosiid B®). Hiljuti on
naidatud seost antud monoglikosuul PGL ja M. tuberculosis’e teatud isolaatide

hupervirulentsuse vahel (Reed jt., 2004).

Veel Uks huvipakkuv lipiidide klass on trehaloos-6,6-dimukolaadid (TDM),
niinimetatud ,cord factor’. TDM soodustab granulomatoossete kollete sailimist,
stimuleerides proinflammatoorsete tsutokiinide, nagu naiteks TNF-a, IL-6 ja IL-12,
ja Th1 soodustava tsutokiini IFN-y vabanemist (Lima jt., 2001) ning sellel on roll M.
tuberculosis’e ellujgamise soodustamises makrofaagides, parssides fagosoom-
lGsosoomi liitumist (Indigo jt., 2002). TDM-i mukolaatkomponentide peen struktuur
on tahtis varases infektsioonifaasis makrofaagide proinflammatoose aktivatsiooni
puhul (Rao jt., 2005).

Hoolimata oma rollist mukobakterite ellujddmise soodustamisel, vdib
mukobakteriaalsete lipiidide immunomoduleerivaid vdimeid rakendada ka Th1
indutseerivate adjuvantide uue pdlvkonna loomisel. Potentsiaalse
immunostimulatoorse aktiivsusega individuaalsete lipiidide tuvastamisel vaib olla
vOimalik  valtida toksislisusega seotud probleeme, mida seostatakse
M.tuberculosis’e kuumusega surmatud taisrakkude ja 6li segu — Freund’i taieliku
adjuvandi (FCA) — kasutamisega samas sailitades potentsiaalset adjuvantset
aktiivsust. Toepoolest, M. bovis Bacillus-Calmette-Guerin (BCG) polaarsetest

lipiididest moodustunud liposoomide puhul on hiljuti demonstreeritud nende voimet
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aktiveerida hiirelise luuldist tuletatud dendriitrakkusid (BM-DC). Enamik antud

aktiivsusest omistati lipiidsele glikofosfolipiid fosfatidlulinositooldimannosiidile
(Sprott jt., 2004).

Meie laboratooriumites huljuti 1abi viidud uuringud on iseloomustanud M. bovis
BCG-st eraldatud mukobakteriaalse lipiidi ja dimetuuldioktadetstiilammoonium-
bromiidi (DDA) uut adjuvantset kombinatsiooni, mis on vdéimeline andma nii tugeva
humoraalse kui rakulise komponendiga kompleksi ja pusiva immuunvastuse
(Rosenkrands jt., 2005). Enamik uldisest BCG lipiidide adjuvantsest aktiivsusest

omistati mittepolaarsetele lipiididele.

Samas kui antud uuringud kinnitavad veelgi muikobakteriaalsete lipiidide
potentsiaalsust toimida adjuvantidena, oleks optimaalne lahendus tuvastada
Uksainus kodige suurema immunostimulatoorse vdimega lipiid, mis Uksinda
esinedes omaks potentset aktiivsust. See annaks veel lihtsama ja odavama
adjuvandi ning annaks vodimaluse valmistada lipiidi sunteetilisi analooge, mis
vBimaldaks ule maailma manustatavates vaktsiinides kasutamiseks vajaliku

adjuvandi suuremate koguste tootmiseks puhtamat sisteemi.
LEIUTISE KOKKUVOTE

Kaesoleva leiutise ulatus on defineeritud patendindudlustes ja Ukskdik milline
informatsioon, mis ei esine patendinbudlustes, on esile toodud ainult

informatsiooni korras.

Kaesolev leiutis avalikustab immunostimulatoorse lipiidi, monomukoludlglitserooli
(MMGQG) ja selle slnteetilised homoloogid, analoogid ja modifitseeritud versioonid,
mis on vdimelised aktiveerima inimese DC-sid. MMG on tuletatud uldisest BCG
lipiidide mittepolaarsest fraktsioonist ja see vastutab adjuvandi indutseerimise ja
antud lipiididega seostatud kaitsva efekti eest. Vaiksema susinikkarkassiga
sunteetiline MMG on voimeline suurendama loodusliku MMG-i stimuleerivaid
omadusi inimese dendriitrakkudel in vitro ning samuti indutseerib see tugeva Th1
vastuse in vivo, mis viib hiire mudelil pikaajalise kaitsva TB vastu suunatud

immuunvastuse tekkeni.
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LEIUTISE UKSIKAJALIK KIRJELDUS

Kaesoleva leiutise ulatus on defineeritud patendindudlustes ja Ukskdik milline
informatsioon, mis ei esine patendinbudlustes, on esile toodud ainult
informatsiooni korras. Kaesolev leiutis avalikustab monomukoludliglitserooli
(MMG) vbi selle silnteetiliste homoloogide, analoogide ja modifitseeritud
versioonide patendindudlustes defineeritud kasutamise immunomodulaatori,
adjuvandi ja vaktsiini vdi antud adjuvandi, millel on ainulaadne omadus
stimuleerida inimese dendriitrakke, sisaldava kohaletoimetamissusteemi

valmistamiseks.

Patendindudlustes defineeritud MMG véi selle sunteetilisi homolooge, analooge ja
modifitseeritud  versioone  manustatakse =~ immunomodulaatoritena  ilma
antigeeni(de)ta. Antud lahenemise kaudu on vdimalik aktiveerida immuunsusteem
lokaalselt, nt. nagu antigeeni esitlevate rakkude kiupsemisel tsutokiinide tootmine,

mis on tahtis kasvajavastase ja viirusevastase aktiivsuse jaoks.

Adjuvanti (ladina keelest adjuvare — aitama) voib defineerida kui Ukskoik millist
uhendit, mis manustamisel vaktsiinis toimib spetsiifilise immuunvastuse suunaja,
kiirendaja, pikendaja ja/vdi parandajana. Séltuvalt adjuvandi olemusest vbib see
soodustada rakulist immunvastust, humoraalset immuunvastust voi nende kahe
segu. Vaktsiini adjuvandina kasutamisel lisatakse adjuvandile antigeenne
komponent. Kuna adjuvantide poolt vahendatud immuunvastuse suurendamine on
mittespetsiifiline, on arusaadav, et sama adjuvandi saab kasutada erinevate
antigeenidega, soodustamaks vastuseid erinevate sihtmarkide vastu, nt. M.
tuberculosis’est parinev antigeen M. tuberculosis’e-vastase immuunsuse
parandamiseks vdi kasvajast saadud antigeen konkreetse kasvaja vastase

immuunsuse parandamiseks.

Kaesoleva leiutise poolt avalikustatud eelistatud adjuvant on patendindudlustes
defineeritud MMG voi selle sunteetilist homoloogi, analoogi véi modifitseeritud
versiooni sisaldav adjuvant, mis sisaldaks veel kohaletoimetamiskeskkonda, nt.
emulsioone, pollustlreeni osakesi, niosoome, ISCOM-e, virosoome, mikrosfaare

vOi surfaktandi-sarnaseid liposoome. Eelistatud surfaktandid on kdige eelistatumal
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juhul  dimetudldioktadetstUlammooniumbromiidil ~ vdi  —kloriidil  pdhinevad
katioonsed lipiidid (DDA-B vdi DDA-C) vdi nende sulfaat-, fosfaat- voi atsetaatsool
(DDA-X) vai dimetuuldioktadetsenuulammooniumbromiid véi —kloriid (DODA-B voi
DODA-C) vbi nende sulfaat-, fosfaat- vdi atsetaatihend (DODA-X). Teiste
kaesolevas leiutises kasutatavate eelistatud katioonsete lipiidide hulka kuuluvad
muuhulgas 1,2-dioleolill-3-trimetlitlammooniumpropaan (DOTAP), 1,2-
dimuristouul-3-trimetudlammooniumpropaan, 1,2-dipalmitoudl-3-trimetaal-
ammooniumpropaan, 1,2-distearouul-3-trimetutdlammooniumpropaan (DODAP) ja
N-[1-(2,3-dioletuloksu)propuul]-N,N,N-trimetidlammoonium (DOTMA). Teised
surfaktandid valitakse DXPC, DXPE, DXPG v6i nende kombinatsioonide hulgast,
kus X on ahelapikkuse kirjelduse asendus, nt. P=palmitouul (16C), S=stearouul
(18C), A=arahhidouul (20C).

Kohaletoimetamiskeskkonda voib samuti kasutada teiste immunomodulaatorite
puhul, nagu naiteks TLR ja mitte-TLR ligandid, nt. MPL (monofosforadllipiid A),
poluinosiinpolutsutidadlhape (polu-IC), muramuadldipeptiid (MDP), sumosaan,
kaheahelaline RNA (dsRNA), DC-Chol, CpG oligodeoksunukleotiidid, katioonsed
peptiidid, TDM, TDB, tamoksifeen vdi Ukskdik milliste nende molekulide Ukskoik
millised analoogid. Seetdttu sisaldab eelistatud adjuvant patendindudlustes
defineeritud MMG vdi selle homoloogi, analoogi vdi modifitseeritud versiooni ja

lisaks sisaldab see kohaletoimetamiskeskkonnas TLR vai mitte-TLR ligandeid.

Patendindudlustes defineeritud MMG voi selle sunteetilisi homolooge, analooge
vdi modifitseeritud versioone sisaldavaid kohaletoimetamissisteeme voib
kasutada kasvaja, autoimmuunse haiguse, narvihaiguse, nt. Alzheimeri tdve,
hingamisteede pdletiku, pdletikuliste haiguste, nakkushaiguste, nahahaiguste,
allergia, astma vOi patogeeni poolt pohjustatud haiguse ravimisel.
Patendindudlustes defineeritud MMG voi selle slinteetilisi homolooge, analooge
vbi modifitseeritud variante manustatakse kombinatsioonis Uhe vbi enama
vaktsiini, antigeeni, antikeha, tsutotoksilise Uhendi, allergeeni, antibiootikumi,
antisenss-oligonukleotiidi, TLR ja mitte-TLR agonisti, TLR ja mitte-TLR antagonisti,
peptiidi, valgu, geeniteraapia vektori, DNA-vaktsiini vbi kostimulatoorse

molekuliga.
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Antigeenne komponent vdi Uhend on molekul, mis reageerib eelnevalt
moodustunud antikeha ja/vdi T- ja B-rakkudel olevate spetsiifiliste retseptoritega.
Vaktsineerimise kontekstis on see molekul, mis suudab stimuleerida spetsiifiliste
T- vbi B-rakkude arengut, viies immuunrakkude malupopulatsiooni
moodustumseni, mis  soodustab  antigeeni  teistkordsel kokkupuutel
immuunrakkudega kiiremat ,malu“ vastust. Kuna malupopulatsioonid on harva
klonaalsed, tahendab see praktikas seda, et antigeen on ukskdik milline molekul
voi molekulide kogum, mis suudab stimuleerida immuunvastuste tdusu, kui see

kohtub uuesti eelnevalt antigeenile eksponeeritud indiviidi immuunrakkudega.

Kaesolev leiutis avalikustab ka parenteraalseks, oraalseks vO6i mukoosseks
manustamiseks mdeldud vakitsiini vOi adjuvandi sisaldava
kohaletoimetamissisteemi. Eelistatud vaktsiin sisaldab antigeenset epitoopi, mis
parineb rakusiseselt patogeenilt, nagu naiteks virulentne mukobakter (nt.
liitproduktid Ag85b_TB10.4, Ag85b_ESAT-6_Rv2660, Ag85b_TB_10.4_Rv2660 ja
Ag85a_TB10.4_Rv2660), Plasmodium falciparum (Msp1, Msp2, Msp3, Ama1l,
GLURP, LSA1, LSA3 vdi CSP), Chlamydia trachomatis (nt. CT184, CT521,
CT443, CT520, CT521, CT375, CT583, CT603, CT610 vdi C681), HIV, gripp voi
B- voi C-hepatiit. Adjuvanti voi kohaletoimetamissiisteemi vdib samuti kasutada

kasvaja, allergia voi autoimmuunsete haiguste raviks kasutatavates vaktsiinides.

Mukobakteriaalse lipiidi koguekstrakt on mukobakteritest, nt. BCG, M. microti, M.
tuberculosis ja M. vaccae’st, keemilise voi fllsikalise protsessi teel saadud
lipiidide segu. Kaesoleva t60 puhul on eraldamiseks kasutatud meetod orgaaniliste
lahustite pdhine (kirjeldatud allpool), kuid véimalik on kasutada ka teisi antud

valdkonnas tuntud meetodeid.

Mittepolaarne lipiidi fraktsioon on defineeritud kui mittepolaarsed lipiidid.
Mittepolaarne  lipiidi  fraktsioon = saadakse  mukobakterite  todtlemisel
metanooli/fusioloogilise  lahuse ja  petrooleumeetri bifaasilise  seguga.
Petrooleumeetri ekstrakt koosneb mittepolaarsetest lipiididest. Edaspidi saadakse
polaarne lipiidi fraktsioon mikobakteritele kloroformi lisamise ja Ulejaagi vesifaasi
teel. Kloroformi ekstrakt sisaldab Ulejaavaid polaarseid lipiide. Mittepolaarse lipiidi
fraktsiooni peamised komponendid on ftiotserooldimUkotserosaadid,

triatstdlglutseroolid, trehaloosmuikolipenaadid ja menakinoonid. Polaarse lipiidi
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fraktsiooni  peamised komponendid on fosfolipiidid, nagu naiteks
fosfatidltletanoolamiin, foafatidutlglltserool ja fosfatidutlinositool. Keskmise
polaarsusega lipiidid on sulfolipiidid, trehaloosmukolaadid, glukosudulitud
fenoolftiotsetoolid (sealhulgas fenoolsed glukolipiidid, PGL-id) ja atsuulitud
trehaloosid (Dobson jt., 1985).

MMG  viitab  mittepolaarsest  lipiidi  fraktsioonist  saadud lipiildsele
monomukoluulglutseroolile ja selle derivaatidele, nt. alfa-MMG ja keto-MMG, ning
looduslikele ja sunteetilistele analoogidele. MMG on vdimalik isoleerida
tolueenis/atsetoonis (95:5) voolutatud TLC-des. PGL ja MMG eraldatakse antud
meetodi abil koos, kuid neid on vdimalik eraldada 1-D-TLC-s
kloroform:metanool:0,880 ammoniaagis (97:3:0,5). MMG, alfa-MMG ja keto-MMG
derivaate on voimalik saada Ule66 kuumutamisel 100°C juures 5% TBAH
vesilahusega (2,5 ml) 16 x 100 mm tuubis (Minnikin, 1988).

MMG sunteetilist homoloogi, analoogi véi modifitseeritud versiooni on vdimalik
toota Ukskoik millise keemilise stunteesi tavaparasel meetodil. Analoog viitab Uhele
uhendite rihmale, mis on struktuurilt sarnased, kuid algkoostise poolest erinevad,
ning homoloog viitab Uhendite homoloogse seeria Ukskdik millisele likmele. Antud
uhenditel voib olla erinev susinikahela pikkus; konkreetselt on vahenenud suurust
seostatud vahenenud toksilisusega ja voib seetbttu vahendada analoogide
valjenduvat toksilisust. Seega vbivad sunteetilised versioonid pd&hineda
alkUulahelatel, millel on nt. 8-36 susinikku ja igal lipiidi sabal 0-3 kaksiksidet.
Alternatiivselt on vdimalik saada lihtsustatud vorm, eemaldades Uhe lipiidi
sabadest. Sunteetilise MMG susinikkarkassi suurus on eelitatult C8-C36, nt. 3-
hiadroksu-2-etullheksaanhape-2,3-dihtdroksupropuulester  (C8), 3-hddroksu-2-
butlll-oktaanhape-2,3-dihtdroksuproputlester  (C12),  3-hudroksu-2-heksuul-
dekaanhape-2,3-dihlidroksupropuulester (C16), 3-hudroksu-2-heptiul-
undekaanhape-2,3-dihudroksupropuulester (C18), 3-hudroksu-2-tetradetsuul-
oktadekaanhape-2,3-dihudroksUpropuulester (C32) ol 3-hudroksu-2-
heksadetsluleikoseenhape-2,3-dihudroksupropuulester (C36), ja kodige
eelistatumal juhul C8 vdi C16. Modifitseeritud versioone on vdimalik valmistada,
asendades glutseroolosa teise poluool-pearihmaga, nt. polupropuleenglukooli ja

polUetlleenglutsetooliga. Slnteetilise monomukolaadi ja samuti glutserooli C2 ja
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C3 Umbruse stereokeemiat on vdimalik varieerida. Jargnevalt tdhendab ainult
MMG tahis ka Ulalpool kirjeldatud MMG slinteetilist homoloogi, analoogi voi

modifitseeritud versiooni.

Antigeenne komponent vdi Uhend vdib olla polUpeptiid vdi polupeptiidi osa, mis
kutsub esile loomas vdi inimeses ja/vdi bioloogilises naidises immuunvastuse,
mida on vdimalik kindlaks maarata siin kirjeldatud Ukskdik millise analuusi abil.
PolUupeptiidi immunogeenne osa voi olla T-raku epitoop voi B-raku epitoop. Et
tuvastada asjassepuutuvad T-raku epitoobid, mis tuntakse ara immuunvastuse
ajal, on voimalik kasutada ,toore jou“ (,brute force*) meetodit: kuna T-raku
epitoobid on lineaarsed, paljastavad susteemse konstrueerimise korral polupeptiidi
deletsiooni mutandid, millised polUpeptiidi piirkonnad on vajalikud immuunseks
aratundmiseks, nt. viies antud deletsiooni mutantide peal Iabi nt. siin kirjeldatud
IFN-gamma anallusi. Teine meetod kasutab polupeptiidist tuletatud kattuvaid
oligopeptiide (eelistatult slnteetilisi, mille pikkus on nt. 20 aminohappe jaaki).
Antud peptiide on véimalik testida bioloogilistes analuusides (nt. siin kirjeldatud
IFN-gamma analuis) ja mdéned neist testidest annavad positiivse vastuse (ja on
seetdttu immunogeensed) kui tunnuse T-raku epitoobi esinemisest peptiidis.
Lineaarseid B-raku epitoope on vodimalik kindlaks maarata, analuusides B-raku
aratundmist huvipakkuvat polUpeptiidi katvate kattuvate peptiididega, nagu on
kirjeldatud nt. Harboe jt., 1998 publikatsioonis.

Kuigi T-raku epitoobi minimaalseks pikkuseks on naidatud vahemalt 6
aminohapet, on tavaline, et antud epitoobid koosnevad aminohapete pikematest
tukkidest. Seetdttu eelistatakse, et kdesoleva leiutise alla kuuluva polupeptiidi
fragmendi pikkus on vahemalt 7 aminohappe jaaki, nagu naiteks vahemalt 8,
vahemalt 9, vahemalt 10, vahemalt 12, vahemalt 14, vahemalt 16, vahemalt 18,
vahemalt 20, vahemalt 22, vahemalt 24 ja vahemalt 30 aminohappe jaaki.
Seetbttu eelistatakse kaesoleva leiutise alla kuuluvate tahtsate teostuste puhul, et
polUpeptiidi fragmendi pikkuseks on kdige enam 50 aminohappe jaaki, nagu
naiteks kdige enam 40, 35, 30, 25 ja 20 aminohappe jaaki. Eeldatakse, et 10 ja 20
aminohappe jaagi pikkusvahemikku jaavad peptiidid osutuvad diagnostiliste

vahenditena kodige efektiivsemaks ja seetbttu on leiutise meetodis kasutatava
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polUpeptiidi eriti eelistatud pikkuseks 18, nagu naiteks 15, 14, 13, 12 ja isegi 11

aminohapet.

Konkreetselt voib antigeenne uhend olla tuletatud Mycobacterium tuberculosis't,
Mycobacterium bovis't ja teisi keskkonnast parinevaid muikobaktereid, nagu
naiteks Mycobacterium aviun’'it, metaboliseerivast kultuurist. Konkreetselt on
antud mukobakterite filtraadist parinevad huvipakkuvad Uhendid ESAT-6
geeniperekonna valgud (nagu naiteks ESAT6 ja TB10.4), samuti teised varajased
antigeenid, nagu naiteks Ag85A, Ag85B, ORF2c, Rv1036 ja Rv0285, mis on TB
patsientide ja erinevate loomamudelite puhul tuberkuloosi varajases faasis
rakulise immuunsuse domineerivad sihtmargid. Tahtsad on ka teised antigeenid,
nagu naiteks Rv2653, Rv2655, Rv2656, Rv2657, Rv2658, Rv2659, Rv2660, mis
on domineerivad sihtmargid TB infektsiooni hilisemate staadiumite ajal. Eraldi
vdetuna on nende immunogeensus madal, kuid kombinatsioonis k&esoleva
leiutise alla kuuluva adjuvandiga on need osutunud potentsiaalseteks
kandidaatideks korge ja pusiva tuberkuloosivastase immuunsuse tekitamises,

nagu demonstreeritakse kaesoleva kirjelduse jargnevas Uksikasjalikus osas.

Tanapaeval on véimalik kunstlikult toota ESAT-6 geeniperekonna valke, samuti
mitmeid teisi antigeene, mida on sobiv kasutada kombinatsioonis kaesoleva
leiutise alla kuluvate adjuvandi kombinatsioonidega, nt. sunteetiliselt voi

geneetiliste rekombinantsete meetodite kaudu.

Liitvalgud on osutunud vaktsiinides eriti hasti sobivateks antigeenseteks
uhenditeks, nt. liitproduktid Ag85b_TB 10.4, Ag85b_ESAT-6_Rv2660,
Ag85b_TB_10.4_Rv2660 ja Ag85a_TB10.4_Rv2660 on ostunud TB vastu vaga

tohusaks.

Vaktsiin on defineeritud kui surnud, ndrgestatud vdi teisiti modifitseeritud
mikroorganismide (bakterite , viiruste voi riketsiate) voi nende osade suspensioon
vaktsineerimiseks eesmargiga tekitada haiguse vastu immuunsus. Vaktsiini voib
manustada kas profllaktiliselt haiguse ennetamiseks vdi terapeutiliselt, et vdidelda
juba esinevate haiguste, nagu naiteks kasvaja voi latentsete nakkushaiguste, kuid
samuti seoses allergia vbi autoimmuunsete haigustega.Vaktsiini on vdimalik

emulgeerida sobivas adjuvandis, et potentseerida immuunvastust.
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Vaktsiini manustatakse annuse formulatsiooniga sobival viisil ja sellises koguses,
mis on terapeutiliselt efektiivne ja immunogeenne. Manustatav kogus séltub
ravitavast subjektist, sealhulgas nt. indiviidi immuunsisteemi vdimest tekitada
immuunvastus ja soovitud kaitse astmest. Sobivad annuse vahemikud on
ligikaudu paarsada mikrogrammi aktiivset koostisosa vaktsineerimise kohta,
eelistatud vahemik on alates ligikaudu 0,1 pg kuni 1000 pg, nagu naiteks vahemik
alates ligikaudu 1 pg kuni 300 ug ja eriti vahemik alates ligikaudu 1 pg kuni 50 ug.
Algseks manustamiseks ja lisaannuseks sobivaid reziime on samuti vdimalik
varieerida, kuid neid tlpiseeritakse algse manustamise jargi, millele jargnevad

jargmised vaktsineerimised voi teised manustamised.

Manustamise viisi vOib laialdaselt varieerida. Sobilikud on Ukskdik millised
tavaparased vaktsiini manustamised meetodid. Nende hulka arvatakse suukaudne
vdi mukoosne manustamine tahkel flsioloogiliselt sobival alusel voi flsioloogiliselt
sobivas dispersioonis, parenteraalne, susti teel manustamine jms. Vaktsiini annus
sbltub manustamise viisist ja varieerub soltuvalt vaktsineeritava isiku vanusest ja

vahemal méaaral vaktsineeritava inimese suurusest.

Tavaparaselt manustatakse vaktsiine parenteraalselt, naiteks sUsti teel kas
subkutaanselt vdi intramuskulaarselt. Teiste manustamise viisideks sobilike
taiendavate formulatsioonide alla kuuluvad suposiidid ja modnedel juhtudel
suukaudsed vAi mukoossed formulatsioonid. Suposiitide puhul vdivad
traditsiooniliste sidujate ja kandjate hulka kuuluda naiteks poltalkaleenglikoolid
voi triglutseriidid; antud suposiite voib valmistada aktiivset koostisosa vahemikus
0,5% kuni 10%, eelistatult 1-2% sisaldavatest segudest. Suukaudsete
formulatsioonide hulka kuuluvad sellised tavaparaselt kasutatavad abiained, nagu
naiteks mannitooli, laktoosi, tarklise, magneesiumstearaadi, naatriumsahhariini,
tselluloosi, magneesiumkarbonaadi ja teiste sarnaste Uhendite farmatseutilised
tasemed. Antud kompositsioonid esinevad lahuste, suspensioonide, tablettide,
pillide, kapslite, pikenenud vabanemisajaga formulatsioonide véi pulbrite vormis ja

sisaldavad soodsal juhul 10-95% aktiivset koostisosa, eelistatult 25-70%.

Valikvaktsiin voib naiteks olla:
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Valkvaktsiin: polUpeptiidi (voi selle vahemalt Uhte immunogeenset osa), peptiidi

segu Vai liitpolupeptiidi sisaldav vaktsiini kompositsioon.

Elusad rekombinantsed vaktsiinid: Vastava antigeeni ekspresseerimine vaktsiinid
mittepatogeenses mikroorganismis voi viiruses. Antud mikroorganismide hasti
tuntud naited on Mycobacterium bovis BCG, Salmonella ja Pseudomonas ning

viiruste naidete alla kuuluvad Vaccinia viirus ja adenoviirus.

Kdikide nende vaktsiini konstruktsioonide puhul on sobiva adjuvandi lisamise
tulemusena suurenenud vaktsiini téhusus (Brandt jt., 200), (van Rooij jt., 2002),
(Bennekov jt., 2006).

Liposoomid (voi lipiidsed vesiiklid) on lipiidse kaksikkihi sisse suletud
vesikeskkonnaga kompartmendid. Lipiidsed komponendid on tavaliselt fosfolipiidid
voi teised amfifiilid, nagu naiteks surfaktandid, tihti tdiendatud kolesterooli ja teiste
laetud lipiididega. Liposoomid on vdimelised kinni piddma vesi- ja rasvlahustuvaid
uhendeid, seelabi vodimaldades liposoomil toimida kandjana. Liposoome on
kasutatud kohaletoimetamissisteemidena farmakoloogias ja meditsiinis naiteks
immunoadjuvantidena, nakkushaiguste ja podletike ravis, vahiteraapias ja
geeniteraapias (Gregoriadis jt., 1995). Faktorid, millel véib olla mdju liposoomide
adjuvantefektile, on liposoomi suurus, lipiidne koostis ja pinnalaeng. Lisaks voib
tahtis olla ka antigeeni asukoht (nt. kas see adsorbeeritakse vOi seotakse
kovalentselt liposoomi pinnaga voi kapseldatakse liposoomi vesikeskkonnaga
kompartmenti). Dendriitrakke voib kasutada antigeeni kohaletoimetamis-
keskkonnana. Antigeeni laadimine antigeeni esitlevatele rakkudele, nagu naiteks
dendriitrakkudele, on efektiivne kasvajavastase immuunsuse rolliga aktiivsete T-

rakkude tekitamiseks.

Kvaternaarsetel |ammastikihenditel, nagu naiteks dimetuuldioktadetsiul-
ammooniumbromiid, -kloriid vdi nende teised orgaanilised vdi anorgaanilised
soolad (DDA-B, DDA-C vai DD-X), dimetuuldioktadetsenuulammooniumkloriid, -
bromiid véi nende teised orgaanilised vdi anorgaanilised soolad (DODA-C, DODA-
B vb6i DODA-X) vdi 1,2-dioleolul-3-trimetililammooniumpropaan (DOTAP),1,2-
dipalmitouul-3-trimetuudlammooniumpropaan, 1,2-distearouul-3-trimetuul-

ammooniumpropaan ja dioleouul-3-dimetiulammooniumpropaan (DODAP) ja N-
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[1-(2,3-dioleolllokst)propldl]-N,N,N-trimetidlammoonium (DOTMA), on
piserdamisel vesikeskkonda vdime moodustada lipiidseid agregaate, nagu naiteks
lipiidseid kaksikkihte, k&iki tuupe nii uhekihilisi kui mitmekihilisi liposoome, mitselle
jms. Antud struktuuride lipiidsed membraanid annavad teiste amfifiilsete Uhendite,
nagu naiteks glukolipiidide, nt. MMG véi alfa,alfa’-trehaloos-6,6’-dibehenaadi
(TDB) sisestamiseks ideaalse maatriksi, mis parandab vesiikli dispersioone
(Davidsen jt., WO2006/002642).

MMG ja kohaletoimetamissusteemi kombinatsioon véib toimida sunergistlikul viisil,
et parandada immuunvastust, nt. kui DDA manustatakse Uksinda. Kuigi DDA
soodustab IFN-y produktsiooni madalat taset, kuid kombinatsioonis MMG-ga on

IFN-y produktsioon suurenenud markimisvaarselt.

Kaesoleva leiutise alla kuuluvaid liposoome on vdimalik valmistada erinevate
tuntud meetodite abil (Davidsen jt., WO02006/002642). MMG kaasamist
liposoomidesse/kohaletoimetamissiisteemi on vdimalik saavutada mitmete tuntud
meetodite abil, sealgulgas liposoomide ja MMG lihtsalt segamise teel.
Konkreetselt voib MMG kaasamist liposoomidesse saavutada, nagu on kirjeldanud
Davidsen jt. (W0O2006/002642).

Lisaks haiguste vastu immuunsuse andmisele voib kaesoleva leiutise alla
kuuluvaid adjuvandi kombinatsioone kasutada kdnealuste Uhendite tuvastamiseks

ja kvantifitseerimiseks, nt. meditsiinis ja analuutilises keemias.
JOONISTE LOETELU

Joonis 1. M. bovis BCG mittepolaarsete ja polaarsete lipiidide
immunostimulatoorse aktiivsuse isoleerimine ja hindamine. M. bovis BCG
Copenhagen’ist eraldatud polaarseid ja mittepolaarseid lipiide analtusiti 2-D TLC
abil. Polaarses lipiidi fraktsioonis on 1-4 fosfatidtulinositoolmannosiidid, Pl on
fosfatidulinositool, PE on fosfatidutletanoolamiin ja DPG on
difosfatiduulglutserool (kardiolipiid). PG on L-alfa-fosfatiduul-DL-glutsetool, samas
kui 5 ja 6 on tundmatud fosfolipiidid. Mittepolaarne fraktsioon TAG on
triatstllglitserool, PDIM on ftiotserooldimikotserosaadid A, B ja C, MMG on

monomukollulglitserool, PGL on fenoolsed glikolipiidid ja FFA on vabad
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rasvhapped (Paneel A). IDC inkubeeriti 24 tundi ainult s66tme, LPS (0,1 pg/ml),
MPL (100 ug/ml), Cord Factor’i (CF) (100 ug/ml), mittepolaarsete lipiidide (0,1 —
100 pg/ml) vdi polaarsete lipiidide (0,1 — 100 pg/ml) olemasolul. Valja on toodud
DC-I olevate pinnamarkerite tasemete fluorestsentsi intensiivsuse geomeetriline
keskmine (MFI) parast ravi. Andmed saadi Uhest kolmest representatiivsest
eksperimendist, kasutades kolme erinevat doonorit. Parast 100 pg/mi
mittepolaarsete voi polaarsete lipiididega ravi saadud kultuuri supernatante
analuusiti ELISA poolt tsutokiinide IL-6, TNF-a ja IL-12 olemasolu tuvastamiseks.
Esindatud on Uhest kolmest representatiivsest eksperimendist triplikaadina |abi
viidud kolme erinevat doonorit kasutades saadud andmed (x s.e.m) (paneel C).
PPD-negatiivsetelt doonoritelt parinevate T-rakkude poolne proliferatsioon (Paneel
D) ja IFN-y vabanemine (Paneel E) parast inkubatsiooni DC-ga, mida oli to6deldud
24 tundi 100 pg/ml mittepolaarsete voi polaarsete lipiididega MLR anallisis.
Esindatud on Uhest kolmest representatiivsest eksperimendist triplikaadina labi

viidud kolme erinevat doonorit kasutades saadud andmed (£ s.e.m).

Joonis 2. MMG, TAG, PDIM ja PGL struktuurid. Individuaalsete lipiidide PDIM,
TAG, PGL ja MMG 2-D TLC anallus (Paneel A) ja MMG, PGL, PDIM-ide ja TAG-

ide representatiivsed struktuurid (Paneel B).

Joonis 3. Inimese dendriitrakkude aktivatsioon MMG poolt. IDC inkubeeriti 24
tundi ainult s66tmega (punktiirjoon) véi MMG, PDIM, PGL véi TAG-iga (10 ug/ml).
Leiti, et lipiidsed preparaadid ei sisalda endotoksiini kontaminatsiooni (< 0,001 ng
LPS/ug lipiid). Naidatud on kuuest representatiivsest doonorist the doonori DC-I
paiknevate pinnamarkerite tasemete MFI| parast ravi (Paneel A). Parast MMG,
PDIM A, PGL vbi TAG-i (10 pg/ml) ravi saadud kultuuri supernatante anallusiti
ELISA poolt tsttokiinide IL-6, TNF-a ja IL-12 olemasolu tuvastamiseks (Paneel B).
Esindatud on kolmest voi neljast eksperimendist triplikaadina labi viidud erinevaid
doonorit kasutades saadud andmete keskmine (+ s.e.m). Andmeid analuusiti

Tukey testi kasutades.

Joonis 4. MMG alfa- ja ketomikolaadid on immunostimulatoorsed. IDC
inkubeeriti 24 tundi ainult s66tmega ja MMG alfa- vdi ketomikolaatidega (10

pg/ml). Naidatud on DC-l olevate pinnamarkerite MF| parast ravi.
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Joonis 5. M. bovis Copenhagen-ist isoleeritud MMG poolt indutseeritud IFN-
y vabanemine. C57BL/6 hiired immuniseeriti Ag85B-ESAT-6 ja DDA
liposoomidesse sisestatud BCG Copenhagen’ist isoleeritud lipiididel pdhinevate
adjuvantide kombinatsiooniga. Paevade jooksul parast vaktsineerimist mdddeti

limfisdlmedest isoleeritud PBMC poolt vabastatavat IFN-y.

Joonis 6. Kaitse virulentse TB infektsiooni vastu MMG adjuvantidega.
C57BL/6 hiiri immuniseeriti kolm kord Ag85B-ESAT-6-ga kombinatsioonis DDA-
pdhinevate adjuvantide ja 10 véi 50 yg MMG-ga. Kuus nadalat parast viimast
vaktsineerimist eksponeeriti hiired M. tuberculosis’t sisaldavale aerosoolile. Kuus
nadalat hiliem moddeti bakterite arv kopsudes ja poérnas. Standartset BCG
vaktsiini saavad hiired kaasati positiivse kontrollina ja DDA/MMG (10 ug) ilma
antigeenita  vaktsiini  saavaid  hiiri  kasutati  negatiivse  kontrollina.
Eksperimentaalsete vaktsiinide kaitse tdhusus on valjendatud kui bakteriaalse
koormuse Log10 vahenemisena kopsudes vorreldes mitteimmuniseeritud hiirtega.
Tulemused on igas ruhmas kuue hiire keskmised vaartused +SEM.
Mitteimmuniseeritud kontrollist markimisvaarselt erinevad tulemused on margitud
kui * P<0,05.

Joonis 7. IFN-y vabanemist suurendab MMG ja DDA kombineerimine. Kahes
eksperimendis immuniseeriti C57BL/6 hiiri Ag85B-ESAT-6-ga koos DDA vdi
DDA/MMG(Paneel A) véi MMG v6i DDA/MMG (Paneel B). Kolm nadalat parast
viimast vaktsineerimist moddeti verest (paneel A) véi pdrnadest (Paneel B)

isoleeritud PBMC poolset IFN-y vabanemist.

Joonis 8. IFN-y vabanemist suurendab TDB lisamine MMG/DDA
kombinatsiooni. C57BL/6 hiiri immuniseeriti AQ85B-ESAT-6-ga, mida manustati
DDA liposoomidesse sisestatud MMG-ga vbi TDB sisaldavate DDA
liposoomidega. 5 kuud parast vaktsineerimist moddeti verest isoleeritud PBMC

poolset IFN-y vabanemist.
Joonis 9. Siinteetiliste MMG analoogide struktuuride naidised.

Joonis 10. Immuunvastused on vorreldavad looduslike ja slinteetiliste MMG
analoogidega. C57BL/6 hiiri immuniseeriti Ag85B-ESAT-6-ga DDA-s, DDA/MMG-
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s (10 pg), DDA/MMG C36-s (10 pg) véi DDA/MMG C16-s (10 ug). Uks nadal

parast viimast immuniseerimist mdddeti verest isoleeritud PBMC poolset IFN-y

vabanemist.

Joonis 11. Suuremad immuunvastused luhema ahela pikkusega. C57BL/6
hiiri immuniseeriti AQ85B-ESAT-6-ga DDA-s vdi DDA-ga koos ahela pikkusega 8
kuni 36 varieeruvate MMG analoogidega (1 pg/doos). Kolm nadalat parast viimast

immuniseerimist méddeti verest isoleeritud PBMC poolset IFN-y vabanemist.
NAITED
Materjal ja meetodid:

M. BOVIS BCG-ST MITTEPOLAARSETE JA POLAARSETE LIPIIDIDE
ERALDAMINE

Mycobacterium bovis BCG (Copenhagen) kasvatati modifitseeritud Sauton’i
s6otmes. Mikobakterid koguti 2-3 nadala parast, suspendeeriti PBS-is ja surmati,
inkubeerides neid 1 2 tundi 60°C juures. Vastavalt standardprotokollile eraldati

mittepolaarsed ja polaarsed lipiidid (Dobson jt., 1985), (Rosenkrands jt., 2005).

Mittepolaarsete lipiidide eraldamiseks lisati 20 g mukobakteritele (margkaal)
metanool: 0,3% NaCl (440 ml) ja 440 ml petrooleumeetrit ning segu segati 2 tundi.
Parast tsentrifuugimist eemaldati tGlemine kiht ja alumine kiht taaseraldati 440 ml
petrooleumeetriga. Mdlemast eraldamisest parinevad supernatandi faasid valati

kokku ja aurustati, et saada mittepolaarsed lipiidid.

Polaarsete lipiidide eraldamiseks kuumutati biomassi sisaldav metaan-
fusioloogiline lahus keeva veega vannis 10 minutit 100°C juures, millele jargnes
jahutamine 10 minutit 37°C juures. Lisati 520 ml kloroform:metanool:0-3% NaCl
(9:10:3) ja segu segati tled6. Uldsegu valati 1abi kuumpressitud klaaslehtri; koguti
filtrikook ja taaseraldati kaks korda 170 ml kloroform:metanool:0-3% NaCl (5:10:5)
abil. Kdik kolm vesilahustuvat metaankloroformfaasi valati kokku ning lisati 580 ml
kloroform:0,3% vesilahustuvat NaCl (1:1), segades seda 10 minutit. Faasidel lasti
eralduda ja seejarel eemaldati ning visati ara tUlemine veekiht. Alumine orgaaniline

kiht aurustati kuivaks, et saada polaarsed lipiidid.
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INDIVIDUAALSETE MITTEPOLAARSETE LIPIIDIDE PUHASTAMINE

Isoleeriti PDIM-id ja TAG-id, kasutades TLC-de voolutust
petrooleumeetris/atsetoonis (98:2); saadi ainult PDIM-i peamine komponent, mis
pdhines ftiotsetool A-l. PGL ja MMG isoleeriti koos TLC-de voolutuses
tolueenis/atsetoonis  (95:5). PGL ja MMG eraldati 1-D TLC abil
kloroformis:metanoolis:0,880 ammoniaagis (97:3:0,5). PDIM-ide, TAG-ide, PGL ja
MMG peal viidi 1abi 500 MHx 'H ja "*C tuumamagnetresonants (NMR) (Bruker
drx500) ja MALDI-TOF mass-spektroskoopia (MS) (Bruker Biflex V).
Rehudreeritud lipiidi ekstraktide (1 mg/ml) naidiseid (10 ul) analtusiti SDS-PAGE
(Laemmli jt., 1970) ja hdbedaga varvimise abil (Blum jt., 1987) jaakvalgu sisalduse
suhtes. Leiti, et lipiidi preparaadid ei sisalda endotoksiini kontaminatsiooni (<
0,001 ng LPS/ug lipiid).

MONOMUKOLUULGLUTSEROOLI HUDROLUUS

Monomukolldlglutserooli  kuumutati UGle6é 100°C juures koos 5% TBAH
vesilahusega (2,5 ml) 16 x 100 mm tuubis (Minnikin jt., 1988). Parast jahutamist
lahjendati segu veega (2 ml), lisati iodometaani 10% lahus (3 ml) diklorometaanis
ning tuubid asetati 1 tunniks rotaatorisse. Ulemine veekiht visati &ra, madalam kiht
pesti vordsete koguste 1M HCI ja veega ning aurustati kuivaks, et saada jaak,
mille puhul TLC (petrooleumeeter:atsetoon 95:5) naitab alfa- ja ketomukolaadi
metUulestrite sisaldust. Preparativne TLC (sama nagu ulalpool) andis

alfametudimukolaadi ja ketomikoolmukolaadi.

Alfa-MMG ja keto-MMG eraldamiseks kasutati trimetadlsilidli derivatiseerimist.
MMG segu ja 600 ml TRI-SIL reagenti (Pierce) kuumutati 75°C juures 20 minutit.
Seejarel kuivatati jahutatud lahus lammastiku joa all ning laeti preparatiivsele TLC
plaadile ning ilmutati petrooleumeetris:tolueenis (50:50) ning alfa-MMG ja keto-
MMG ribad visualiseeriti 0,01% rodamiini abil ja uuriti pika lainepikkusega
fluorestsentsi all. Vastavad ribad eraldati TLC plaadilt ning alfa-MMG ja keto-MMG
ekstraheeriti silikageelilt kolm korda, kasutades dietuuleetrit (3 x 5 ml).
Kokkuvalatud ekstraktid kuivatati ja trimetldlsilitlrihmad eemaldati, lisades

heptaan:metanooli (1:1) ja mdned kristallid para-tolueensulfoonhapet ja segades 1
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tund. Heptaankiht eraldati ja aurustati kuivaks, et saada puhastatud alfa-MMG ja
keto-MMG.

C36 PRODUKTSIOONI VALJENDAVA MMG SUNTEES

3-hudroksu-2-tetradetsuul-oktadekaanhape (stinteetimine Cs, korinomukoolhape,
sunteesitud vastavalt Datta jt., 1991) (100 mg, 0,20 mmol, 1 ekv.) ja 4-
purrolidinopuridiin (100 mg, 3 ekv.) asetati 50 ml imara pdhjaga kolbi ning lisati 50
i 2,2-dimetuul-4-hudroksumetuul-1,3-dioksolaani lahus (sn-
isopropulideenglitserool) diklorometaanis (500 ul) koos 4A molekulaarsete
sbeltega. Segu tehti taielikult kuivaks toatemperatuuril kérge vaakumi all, lisati
N’,N-ditstikloheksutlkarbodiimidasooli (DCC) (15ml, 0,1M DCC DCM-is, 5 ekv.) ja
reaktsioon jaeti toatemperatuurile Ule66 segunema. Filtreerimise teel eemaldati
molekulaarsed sdelad, reaktsioonisegu redutseeriti in vacuo kuivaks ja jaak
puhastati kiirkolonnkromatograafia abil (Fluka 60741 Silica Gel 60), voolutades
heksaaniga kuni heksaan:etuulatsetaadiga (8:2) 5% juurdekasvudega, et saada
puhas isopropulideeni  protekteeritud Uhend  (3-hUdroksu-2-tetradetsuul-
oktadekaanhape-2,2-dimetudl-[1,3]-dioksolaan-4-tGlmetlullester) 56% saagisena
(68 mg). '"H NMR (CDCls, 300MHz) 3H 0,90 (t, 6H, CHs), 1,20 (s, 54H, CH,), 1,40
(s, 3H, CH3), 1,45 (s, 3H, CHj3), 2,50 (m, 1H, CH), 4,05-4,40 (m, 5H, CH;, CH);
13C NMR (CDCl3, 75MHz) &¢c 15,0 (CH3s), 22,1, 28,8, 28,9, 29,0, 31,4 (CH2), 29,1
(CH3), 52,1 (CH (CH2)1sCH3), 63,2 (CH,OCO), 69,3 (CH0O), 73,4 (CH
(CH2)14CH3), 174,3 (C=0); m/z (El) 633.55 [M+Na+] (100%); HRMS arv.
CigH740sNa[M+Na®] 633,5536 leidis 633,5527. 3-hiidroksi-2-tetradetsil-
oktadekaanhape-2,2-dimetuul-[1,3]- dioksolaan-4-ulmetuulester (68 mg, 1 ekv.)
lahustati 6 ml trifluoroatseethappe:tetravesinikfuraani:vee (8:17:3, ruumala jargi)
lahuses ja segati toatemperatuuril Ule6d. Lahus neutraliseeriti kullastunud
naatriumbikarbonaadi vesilahusega ja segu ekstraheeriti kaks korda kloroformiga.
Orgaaniline ekstrakt pesti vee ja soolalahusega, kuivatati ja redutseeriti in vacuo,
et saada toorprodukt valge tahke ainena, mis puhastati kiirkolonnkromatograafia
abil 10 g silikageelil Varian Bond Elut 12256026 karkassil, voolutades heksaani
kuni heksaani:etlllatsetaadiga (7:3) 5% juurdekasvudega, et saada pealkirjas
mainitud Uhend valge tahke ainena 49% saagisena (32 mg). Sulamispunkt 72-
74°C. "H NMR (CDCls, 300MHz) 8H 0,90 (t, 6H, CH3), 1,25 (s, 54H, CHy), 2,50 (m,
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1H, CH), 3,45-3,85 (m, 3H, CH, CH,), 4,25 (m, 2H, CH,); *C NMR (CDCls,
75MHz) 8¢ 15,0 (CH3), 26,3, 30,9, 31,3, 33,5 (CHy), 47,5 (CH (CH.):3CHs), 68,4
(CHy), 69,5 (CH(CH2)14CH3), 72,5 (CH20), 76,4 (CH), 175,4 (C-1); m/z (El) 593,50
[M+Na*]

(100%); HRMS arv. C35H7005Na [M+Na"] 593,5121 leiti 593,5143.

DENDRIITRAKKUDE ANALUUSID

Inimese PBMC-dest tuletatud DC-d saadi vastavalt Romani jt., 1994 pdhjal
modifitseeritud meetodi abil. Perifeerne veri saadi buffy coat kihtidest. Luhidalt:
monotstudid isoleeriti Ficoll-Hypaque tsentrifuugimise teel (Lymphoprep 1077
density medium, Nycomed, Oslo, Norra), mille jargnes CD14-positiivsete rakkude
eraldamine, kasutades anti-CD14 margisega magnetilisi graanuleid (MACS;
Miltenyi Biotech, Bergesh Gladbach, Saksamaa). Monotsulte kasvatati taielikus
RPMI 1640-s, millele oli taiendavalt lisati 10% FCS, 50 uM 2-merkaptoetanooli,
100 U/ml penitsilliini, 100 pg/ml streptomitsiini, 2 mM L-glutamiini (kdik Gibco)
(CM), ja 100 ng/ml inimese rekombinantse GM-CSF (Prepotech, Rocky Hill, NJ,
USA) ja 50 ng/ml inimese rekombinantse IL-4 (Becton Dickinson (BD))

juuresolekul 7 paeva 37°C ja 5% COz juures.

7. paeval kasvatati iDC (1 x 10° rakku/ml) taiendavalt 24 tundi koos
lipopolusahhariidiga (LPS) (Escherichia coli O127:B8) (Sigma-Aldrich, Brondby,
Taani) vdi M. bovis BCG-st tuletatud lipiididega. Lipiidi ekstraktid valmistati,
taaslahustades kuiva M. bovis’e lipiidse materjali kloroformi:metanooliga (2:1),
millele jargnes lahusti aurustamine ja sondiga ultrahelito6tlus CM-i. Lipiidid lisati

ebakupsele DC-le 0,1 kuni 100 pg/ml juures.

LABIVOOLU TSUTOMEETRILINE ANALUUS

DC-d margistati pinnamarkerite suhtes, inkubeerides neid esmalt vastava mAb-iga
(BD Pharmingen) (30 min., 4°C), millele jargnes 1/20 lahjendatud FITC-
konjugeeritud kitse hiirevastane Ig (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA) (30 min., 4°C). Mittespetsiifiline Ab seostumine blokeeriti 10% vasika

loote seerumi lahusega (15 min., 4°C) enne vastava primaarse inimese mAb-i
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lisamist. Margistatud rakke uuriti koheselt labivoolutsitomeetria teel, kasutades

FACScan labivoolu tsutomeetrit (BD), ja analluusiti CellQuest tarkvara abil.

TSUTOKIINIDE MOOTMISED

DC kultuuri supernatandid koguti kokku ja hoiustati -20°C juures. Vastavalt tootja
juhistele moddeti ELISA (BD) abil sekreteeritud IL-12p70, IL-6 ja TNF-a.

LEUKOTSUUTIDE SEGUREAKTSIOONI (MLR) ANALUUS

Leukotsuutide  segureaktsiooni (MLR) analiusi jaoks genereeriti iDC
monotsuutidest, nagu on Ulalpool valja toodud. Saadud rakke kasvatati 24 tundi
samas sootmes (iDC) vdi lipiide sisaldavas s66tmes (10 véi 100 pg/ml). DC-de
tiitrimisi alates 0,125 x 105 kuni 2 x 10° inkubeeriti 37°C/5% CO, juures PPD-
negatiivselt doonorilt parinevate allogeensete T-rakkudega lameda pdhjaga 96
suvendiga mikrotiiterplaatidel. T-rakud isoleeriti, kasutades vastavalt tootja
juhistele Pan-T raku isoleerimiskomplekti (Miltenyi). DC allogeenseid T-raku
kokultuure inkubeeriti 6 paeva. Supernatant eraldati ja hoiustati -20°C juures, kuni
vastavalt tootja juhistele méddeti ELISA (BD) abil sekreteeritud IFN-y. M6lemasse
analuusi lisati seejarel sddde, mis sisaldas | pCi/suvend [3H]tumidiini 16pliku
kultuuri  18h jaoks. Rakud koguti ja T-raku proliferatsiooni moddeti
vedelikustsintillatsiooniloenduse kaudu (Microbeta Systems). Kdik anallusid viidi

labi triplikaadina, kasutades vahemalt kolme erinevat doonorit.

ANTIGEENID

Ag85B ja ESAT-6 liitvalk (edaspidi margitud kui Ag85B-ESAT-6) toodeti

rekombinantsete valkudena, nagu on eelnevalt kirjeldatud (Olsen jt., 2001).
LOOMAD

8 kuni 12 nadalat vanad emased BALB/c v6i C57BL/6 hiired saadi Born-holtgaard
(Ry, Taani) vdi Harlan Scandinavia (Taani) poolt. Nakatatud hiiri hoiti puurides BL-

3 laminaarse vooluga turvalises suletud alas.
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IMMUNISEERIMISED

Hiiri immuniseeriti subkutaanselt (s.c.) sabajuure piirkonda kuni kolm korda,
kusjuures iga immuniseerimise vahele jai kahenadalane intervall. Vaktsiinid (0,2
ml/hiir) sisaldasid 250 ug DDA-s emulgeeritud 2 pg liitvalku Ah85B-ESAT-6 ja 10
Mg rehldreeritud lipiidi ekstrakti, kui ei ole teisiti viidatud. Ménedel juhtudel
sisestati 11mol% TDB DDA liposoomidesse (Davidsen jt., PCT/DK2005/000467).
M. tuberculosis’e infektsiooni hdlmavates ekspreimentides kasutati positiivse
kontrollina hiirte rihma, mis sai the doosi BCG Danish 1331 sustituna sabajuure
piirkonda. Uldised vd&i individuaalsed lipiidi ekstraktid valmistati kuiva M. bovis’e
materjali rehldreerimisel Milli Q veega | vdi 5 mg/ml juures, millele jargnes
sondiga ultraheliga tootlemine. Standartsed lipiidvaktsiinid valmistati, segades
antigeeni fusioloogilise lahusega, millele jargnevalt lisati rehldreeritud lipiidi
ekstrakt ja DDA ja keerisena segamine. Vaktsiin jaeti Gle66 seisma, et vbimaldada

antigeeni adsorptsiooni.

LUMFOTSUUDI KULTUURID

7-150 paeva parast viimast immuniseerimist vdeti hiirtelt vereproovid vdi kubeme
limfis6lmed ja need prepareeriti, nagu on eelnevalt kirjeldatud (Rosenkrands jt.,
2005). Rakukultuurid viidi labi triplikaadina Umara pdhjaga mikrotiitersivendites,
mis sisaldasid 2 x 10° rakku ruumalaga 200 pl RPMI, millele oli lisatud 2-
merkaptoetanooli, glutamiini, penitsillin-streptomutsiini, hepes’t ja 10% vasika
loote seerumit. Restimulatsiooniks kasutati antigeeni kontsentratsioonis 5 ug/ml.
Ainult soédédet vdi 5 pg/ml ConA sisaldavad suvendid kaasati koikidesse
eksperimentidesse vastavalt negatiivsete ja positiivsete kontrollidena. Kultuuri
supernatandid koguti paralleelsetest kultuuridest parast 72 tunni pikkust
inkubatsiooni antigeeni olemaolul ning IFN-y kogus maarati enstiumse

immunosorbenttesti abil (Brandt jt., 2000).

EKSPERIMENTAALSED INFEKTSIOONID

Vaktsiini tdhususe hindamiseks eksponeeriti hiiri 2,5 kuud parast esimest
immuniseerimist aerosooli teel Glas-Col inhalatsioonekspositsiooni slisteemis, mis

oli kalibreeritud umbes 25 CFU virulentse M. tuberculosis Erdman’i hoiustamiseks
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kopsudes. Kuus nadalat hiljem maarati bakteriaalne koormus pérnas ja kopsudes,
asetades seerialahjendused Middlebrook 7H11 agarile, millele oli BCG kasvu
selektiivseks parssimiseks lisatud millilitri kohta taiendavalt 2 pyl 2-
tiofeenkarboksuulhappe hidrasiidi. Kolooniad loetleti 2-3 nadalat parast

inkubatsiooni 37°C juures.

STATISTILINE ANALUUS

Nakatatud hiirte ja kontrollhiirte kolooniate arvu erinevust testiti mitmete
analuuside abil. Kui tuvastati markimisvaarseid toimeid, hinnati keskmiste
erinevust Dunnett’i testi abil. Inimese DC analluside puhul testiti vastusena
erinevatele lipiididele toiminud tsutokiinide vabanemise erinevusi mitmete
analuuside abil ning kui tuvastati markimisvaarseid toimeid, hinnati keskmiste

erinevust Tukey testi abil.
NAIDE 1

M. BOVIS BCG-ST PARINEVATE MITTEPOLAARSETE LIPIIDIDE
ISOLEERIMINE JA IMMUNOSTIMULATOORNE AKTIIVSUS

M. bovis BCG kogulipiidid eraldati polaarseteks ja mittepolaarseteks
fraktsioonideks. Polaarses fraktsioonis olid tuvastavad lipiidid
fosfatidttlinositoolmannosiidid (1-3), fosfatidudlinositool (PD),
fosfatiduuletanoolamiin (PE), difosfatidudlglutserool (DPG) ja L-alfa-fosfatidudl-DL-
glutserool (PG). Tuvastati ka mitmeid tundmatuid fosfolipiide (7 ja 8) (Joonis 1A).
Mittepolaarses fraktsioonis olid pohilised tuvastavad lipiidid
ftiotserooldimikotserosaadid (PDIM-id), triatsuulglitseroolid (TAG-id), fenoolne
glukolipiid 8PGL) ja monomukoluulglutserool (MMG) (Joonis 1). FFA on vabad

rasvhapped.

Uuriti mittepolaarsete ja polaarsete lipiidide vordlevat immunostimulatoorset
aktiivsust, kasutades selleks inimese perifeerse vere monotsuditidest tuletatud
ebakupseid DC-sid (iDC) (Joonis 1). Mittepolaarsete lipiididega too6tlemise
tulemuseks oli vorreldes todtlemata kontrollidega aktivatsioonimarkerite CD86,
CD40 ja HLA-DR tasemete doosist soltuv suurenemine (Joonis 2B). 100 pg/mi

mittepolaarsete lipiidide annuse lisamine andis utlemuseks DC aktivatsiooni, mis
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oli vorreldav potentse immunostimulatoorse molekuli LPS (0,1 ug/ml) omaga ning
suurem kui mukobakteriaalise cord factori (TDM) omaga ning antud molekulide
MPL Ulesregulatsiooniga kaasnes proinflammatoorsete mediaatorite tuumori
nekroosi faktori a (TNF-a), interleukiin (IL)-6 ja IL-12 sekretsioon (Joonis 2C).
Antud proinflammatoorsete tsitokiinide tasemed polaarsete lipiididega té6deldud
iDC-de supernatantides olid antud anallUsi kasutades allpool tuvastuspiiri. Lopuks
me kasutasime DC aktivatsiooni veel Uhe naitajana leukotsiuutide segureaktsiooni
(MLR), kasutades PPD-negatiivselt doonorilt parinevaid allogeenseid T-rakke
(Joonised 2D & E). Lisaks me leidsime mittepolaarsete lipiididega t66deldud DC-
de korget aktivatsiooniolekut toetavate faktidena veel proliferatsiooni ja IFN-y
vabanemise kdrged tasemed, samas kui polaarse fraktsiooni poolt ei indutseeritud
MLR.

NAIDE 2

INDIVIDUAALSETE LIPIIDIDE ISOLEERIMINE M. BOVIS BCG
MITTEPOLAARSEST LIPIIDI EKSTRAKTIST JA MMG ISELOOMUSTUS

Preparativse TLC abil isoleeriti immunostimulatoorsest mittepolaarsest
fraktsioonist lipiidid, et saada ftiotserooldimukotserosaat A (PDIM A), TAG-ide,
PGL ja MMG puhtad naidised; tuvastati ka ftiotserool B ja ftiodioloon A vaikseid
koguseid, kuid neid ei kogutud kasutatavate preparatiivsete meetodite abil (Joonis
2A). Lipiidide struktuur ja olemused kinnitati 'H tuumamagnetresonantsi (NMR) ja
mass-spektroskoopia (MS) abil (Joonis 2B ja andmed ei ole valja toodud). MMG
komponent valjendas 'H ja C NMR spektrit, mis on iseloomulik 1-
monoatsuulglutseroolile (Gunstone jt., 1991). MALDI-TOF MS liitununa uldise
MMG fraktsiooni NMR andmetega (Tabel 1), paljastas cis- ja trans-vormis alfa-
mukolaadi ja keto-mikolaadi olemasolu. Peamiste komponentide ligikaudne suhe
oli vastavalt 1,00: 0,29 : 0,24.

Tabel 1: Puhastatud MMG MALDI-TOF mass-spektromeetria. M + Na® ioonide
signaalid on m/z. Seeriate peamised komponendid on valja toodud rasvases kirjas

ja peamine komponent on alla joonitud.
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MMG SUSINIKU
NUMBER
c-keto t-keto a
1206 79
1234 81
1262 83
1306 84
1335 86
1349 87
1363 88
1377 89
1391 90
1405 91
NAIDE 3

INIMESE DENDRITRAKKUDE AKTIVATSIOON MMG POOLT

Hinnati puhastatud MMG, PDIM A, PGL ja TAG-i véimet aktiveerida inimese iDC.
Antud analtusides leiti, et MMG on jarjekindlalt kdige potentsem DC aktivatsiooni
indutseerija, mis viis CD86, CD40 ja HLA-DR valjendunud ulesregulatsioonini
(Joonis 3A). MMG aktiveeris isegi ronkem DC-sid kui PDIM A ehk lipiid, mida on
kaua seostatud mikobakterite patogeensusega (Cox jt., 1999), mis tdusis esile kui
aktiivsuselt teine lipiid, samas kui PGL ja TAG-id indutseerisid vahem
aktivatsiooni. Kuue individuaalse doonori puhul oli taheldatud aktivatsiooni
jarjekord selline: MMG > PDIM A > PGL > TAG-id ning todtlemata iDC-ga
seostatud tasemetest Ulalpool olevate CD86 tasemete kordselt suurenemise
keskmine olid vastavalt 1,91 + 0,29, 1,82 + 0,43, 1,52 + 0,26 ja 1,32 + 0,14.
Tsutokiinide indutseerimine jargis sama uldist trendi (Joonis 3B), milles MMG
tdusis esile kui kdige potentsem immunostimulatoorne lipiid. IL-6 vabastati MMG
suhtes eksponeeritud DC-de poolt markimisvaarselt suuremate tasemete juures (P
< 0,05) kui PGL vdi TAG ekspositsiooni puhul. Teiste lipiidide poolt tsttokiinide

indutseerimise puhul ei tuvastatud markimisvaarseid erinevusi. MMG voib seetdttu
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M. bovis BCG mittepolaarses lipiidi fraktsioonis klassifitseerida koige

potentsemaks immunostimulatoorseks lipiidiks.
NAIDE 4

ALFA- JA KETO-MMG IMMUNOSTIMULATOORNE AKTIVSUS

Antud naites me tahtsime pdhjalikumalt arutada MMG stimulatoorseid omadusi ja
tuvastada selle potentse immunostimulatoorse vdéime eest vastutava aktiivse
komponendi. Parast MMG trimetuulsilillestrite valmistamist, preparatiivset TLC-d
ja sellele jargnevat trimetUulsilulleetri protekteerivate rGhmade hudrollusi alfa-
MMG ja keto-MMG saamise eesmargil, eraldati Alfa-MMG ja keto-MMG. Alfa- ja
ketomukolaatide struktuurid on dokumenteeritud Joonisel 2B. Kui hinnati nende
vOimet aktiveerida inimese IDC, stimuleerisid alfa- ja keto-MMG
aktivatsioonimarkerite tasemete 2-3kordse kasvu (Joonis 4). Seetbttu valjendavad

MMG kaks alamkomponente ka inimese DC stimuleerimise voimet.
NAIDE 5

Th1 IMMUUNVASTUSE INDUTSEERIMINE M. BOVIS BCG-ST ISOLEERITUD
MMG POOLT

Et uurida MMG adjuvantset aktiivsust, testiti isoleeritud lipiidide voimet
indutseerida hiirtel IFN-y produktsiooni. C57BL/6 hiirtele manustati 10 ug tais- voi
individuaalseid lipiide. In vivo toimib DDA kui lipiidide kohaletoimeamise keskkond.
Seetdttu manustati subkutaansel teel 2 g liitvalku Ah85B-ESAT-6 ja 250 ug DDA-
s emulgeeritud 10 ug rehtdreeritud lipiidi ekstrakti. Limfisdimest isoleeritud PBMC
restimulatsioonil DDA liposoomidesse sisestatud 10 uyg MMG annuse tulemuseks
oli IFN-y tase 10 ng/ml; antud tase on vorreldav samavaarses doosis DDA
kogulipiidide puhul taheldatud tulemusega (Joonis 5). PGIM-A indutseeris ka IFN-y
produktsiooni, kuigi madalama taseme juures, samas kui DDA liposoomidesse
sisestatud Tag voi PGL soodustasid vaga vahest IFN—y vabanemist (Joonis 5 ja
andmed ei ole valja toodud). Peab markima, et antud individuaalsed lipiidid naivad
toimivat kui adjuvandid, kuna ei lipiidi koguekstraktiga ega individuaalsete
lipiididega restimulatsioonil ei tdheldatud uut vastust (andmed ei ole naidatud).

Seetbttu tuvastati MMG kui ka kdige aktiivsem mittepolaarne lipiid in vivo ning see
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vOib Uksinda olla vastutav BCG-st tuletatud kogulipiidide enamiku adjuvantse

aktiivsuse eest.
NAIDE 6

MMG-L POHINEVATE ADJUVANDITE KAITSE EFEKTIIVSUS

Et hinnata MMG-I pdhinevate adjuvandite vdimet anda TB infektsiooni vastu
kaitset, immuniseeriti C57BL/6 hiiri Ag85B-ESAT-6-ga, mis toimetati kohale MMG-
ga (kaks erinevat doosi) ja DDA-ga. BCG vaktsiini ja ainult adjuvanti saavad hiirte
ruhmad kaasati vastavalt positiivsete ja negatiivsete kontrollidena. Kuus nadalat
parast viimast vaktsineerimist eksponeeriti hiired aerosooli teel elusa M.
tuberculosis’e suhtes. Vaktsiinide vdimet vahendada bakteriaalset koormust
mdddeti kuus nadalat hililem kopsudes ja pdrnas. Antud andmed naitasid
adjuvandina kasutatava MMG/DDA markimisvaarseid kaitse tasemeid ja BCG
omaga vorreldavat kaitse tasemeid (Joonis 6). Nagu oodatud, oli antud efekt
spetsiifiline, kuna ilma antigeenita ainult adjuvandiga vaktsineeritud hiired ei

suutnud parssida bakteriaalset kasvu.
NAIDE 7

MMG JA DDA KOMBINEERIMISEL SAAVUTATAV PAREM EFEKT

Et hinnata immunomodulaatorite (MMG) ja kohaletoimetamissusteemi (DDA)
kombineerimise efekti, vaktsineeriti C57BL/6 hiiri ainult DDA-ga v6i DDA/MMG
kombinatsiooniga (exp. 1, Joonis 7A) vbi exp. 2 (Joonis 7B) ainult MMG-ga Vi
DDA/MMG kombinatsiooniga. Antud eksperimentide pdhjal on selge, et
immuunvastus on markimisvaarselt suurenenud DDA ja MMG kombineerimise

korral.
NAIDE 8

IMMUUNVASTUSE PARANDAMINE, SISESTADES TDB/KOLMANDA
KOMPONENDI MMG JA DDA LIPOSOOMIDESSE

Et uurida MMG adjuvantse aktiivsuse efekti, kui seda kombineeritakse teiste

immunostimulatoorsete komponentidega, hinnati C57BL/6 hiirte immuunvastust
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parast subkutaanset immuniseerimist DDA liposoomidesse sisestatud Ag85B-
ESAT-6 ja 10 upyg MMG-ga vb6i DDA liposoomidesse sisestatud
immunomodulaatoritega TDB (Davidsen jt.,, PCT/DK2005/000467) 5 kuud parast
esimest vaktsineerimist. Samas kui DDA liposoomidesse sisestatud MMG
kombinatsioon andis verest isoleeritud PBMC restimulatsioonil tulemuseks IFN-y
taseme ~25ng/ml, oli IFN-y tase oluliselt suurenenud, kui kasutati DDA
liposoomidesse sisestatud TDB (Joonis 8). Seetdttu taheldati MMG, DDA ja TDB
vahelist sunergistlikku efekti, mis viitas sellele, et kolmanda komponendi lisamine

MMG ja DDA kombinatsioonile vdib veelgi parandada adjuvantset aktiivsust.
NAIDE 9

MMG ANALOOGIDE ADJUVANTNE AKTIIVSUS ON VORRELDAV
LOODUSLIKU MMG OMAGA

Et hinnata sunteetiliste MMG analoogide immunoloogilist efekti, immuniseeriti
C57BL/6 hiiri DDA-s oleva Ag85B-ESAT-6-ga koos loodusliku MMG-ga, 16
susinikuga looduliku MMG analoogiga (nagu on kujutatud Joonisel 9) ja 36
susinikuga sunteetilise MMG analoogiga (nagu on kujutatud Joonisel 9) (kdik 10
Ng/DDA/MMG). Immuunvastus moddeti verest (ks nadal parast viimast
vaktsineerimist ning see valjendas kolme MMG-I pbhineva adjuvantiga

vorreldavaid vastuse tasemeid, samas kui DDA uksi valjendas madalamat efekti.
NAIDE 10

TUGEVAMAD IMMUUNVASTUSED LUHEMA AHELA PIKKUSEGA

Et hinnata slnteetiliste MMG analoogide immunoloogilist efekti lGhemate ahela
pikkustega, immuniseeriti C57BL/6 hiiri jargnevalt: ainult DDA-s oleva Ag85B-
ESAT-6-ga, DDA ja loodusliku MMG-ga, DDA ja erinevate sunteetiliste
analoogidega, mis jaid vahemikku C8 kuni C36 (kbik 1 pg/doos). Immuunvastus
mdodeti verest kolm nadalat parast viimast vaktsineerimist ning see naitas, et
sunteetilised MMG analoogid aktiveerivad isegi annuste juures | pg. Lisaks
naitavad tulemused, et luhemad (alates 16C vdi vahem) sunteetilised MMG
analoogid on efektiivsemad vorreldes loodusliku MMG-ga. *** P < 0,001. (Joonis
11).
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Patendinoudlus

1. Sunteetilise monomukolttlglitserooli (MMG), mis pdhineb 8-36 sulsiniku
aatomiga alkuulahelatel ja valikuliselt omab lipiidset saba, mille puhul igal lipiidsel
sabal on 0-3 kaksiksidet, kasutamine adjuvandi v&i immunomodulaatori

valmistamiseks.

2. Kasutamine vastavalt punktile 1, mis erineb selle poolest, et alkuulahelal on
8-16 susinikku.

3. Sunteetilise MMG v6i 8 kuni 36 susiniku aatomiga alktulahelatel péhinevate
modifitseeritud versioonide kasutamine vastavalt punktile 1 vb6i 2, nagu on

kujutatud joonisel 9.

4. Adjuvant v6i immunomodulaator, mis sisaldab 8-36 susiniku aatomiga
alkGulahelatel pdhinevat monomukoltulglutserooli (MMG) ja valikuliselt lipiidset

saba, mille puhul igal lipiidsel sabal on 0-3 kaksiksidet.

5. Adjuvant vb6i immunomodulaator vastavalt punktile 4, mis sisaldab lisaks

surfaktanti.

6. Adjuvant véi immunomodulaator vastavalt punktile 5, mis erineb selle poolest,
et surfaktant on dimetluldioktadetsttlammooniumbromiid (DDA-B), dimetuul-
dioktadetsuilammooniumkloriid  (DDA-C), dimetltuldioktadetstitilammoonium-
sulfaat-, -fosfaat- vbi -atsetaatsool, dimetluldioktadetsentiulammooniumbromiid
(DODA-B), dimetuuldioktadetsentulammooniumkloriid (DODA-C), dimetuuldiokta-
detsentilammooniumsulfaat, -fosfaat voi -atsetaat, 1,2-dioleotul-3-trimetuul-
ammooniumpropaan (DOTAP), 1,2-dimuristouul-3-trimetiilammooniumpropaan,
1,2-dipalmitoudl-3-trimetutulammooniumpropaan, 1,2-distearouul-3-trimetudl-
ammooniumpropaan (DODAP) ja N-[1-(2,3-dioletuloksu)proputl]-N,N,N-

trimetidlammoonium (DOTMA).

7. Adjuvant vdéi immunomodulaator vastavalt punktile 5 kuni 7, mis sisaldab
taiendavat immunomodulaatorit, mille puhul immunomodulaator on mitte-Tolli-
sarnane retseptori (TLR) ligandid vdéi TLR ligandid ja/véi nende Ukskoik milline

analoog.
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8. Adjuvant véi immunomodulaator vastavalt punktile 7, mis erineb selle poolest,
et mitte-Tolli-sarnase retseptori (TLR) ligand on alfa, alfa’-trehaloos 6,6'-
dibehenaat (TDB) ja muramuduldipeptiid (MDP).

9. Adjuvant vdi immunomodulaator vastavalt punktile 7, mis erineb selle poolest,
et TLR ligand on Polu I~:C.

10. 8-36 susiniku aatomiga alkuulahelatel pohinev stnteetiline MMG, millel on

valikuliselt lipiidne saba, mille puhul igal lipiidsel sabal on 0-3 kaksiksidet.

11. Sunteetiline MMG analoog vastavalt punktile 10, millel on 8-16 susinikku voi

kuni 36 susinikku, nagu on kujutatud joonisel 9.

12. Vaktsiin, mis sisaldab punktile 4 kuni 7 vastavat adjuvanti voi
immunomodulaatorit, mida on sobilik manustada Ukskoik millisel jargneval teel:
parenteraalselt, oraalselt, mukoosselt, sublingvaalselt, transdermaalselt,
toopiliselt, inhalatsiooni teel, intranasaalselt, aerosoolina, intraokulaarselt,
intratrahheaalselt, intrarektaalselt, vaginaalselt, geenipussiga, nahaplaatriga voi

silmatilga voi suuvee vormis.

13. Vaktsiin vastavalt punktile 12, mis erineb selle poolest, et antigeenne

komponent sisaldab rakusisesest patogeenist parinevat antigeenset epitoopi.

14. Vaktsiin vastavalt punktile 13, mis erineb selle poolest, et antigeenne

komponent sisaldab virulentselt mukobakterilt parinevat antigeenset epitoopi.

15. Vaktsiin vastavalt punktile 14, mis erineb selle poolest, et mukobakter
valitakse jargmiste patogeenide hulgast: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis voi

M. africanum.

16. Vaktsiin vastavalt punktile 13, mis erineb selle poolest, et antigeenne
komponent sisaldab Plasmodium falciparum’ilt, Chlamydia trachomatis’elt, HIV'ilt,

gripiviiruselt voi B- vdi C-hepatiidi viirutselt parinevat antigeenset epitoopi.

17. Vaktsiin vastavalt punktile 16, mis erineb selle poolest, et Plasmodium
falciparum’ilt parinev antigeenne epitoop valitakse jargmiste epitoopide hulgast:
Msp1, Msp2, Msp3, Amal, GLURP, LSA1, LSA3 v6i CSP.
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18. Vakisiin vastavalt punktile 18, mis erineb selle poolest, et Chlamydia
trachomatis’elt parinev antigeenne epitoop valitakse jargmiste epitoopide hulgast:
CT184, CT521, CT443, CT520, CT521, CT375, CT583, CT603, CT610 voi C681.

19. Vaktsiin vastavalt punktile 16 kuni 18 kasutamiseks kasvaja, autoimmuunse
haiguse, narvihaiguste, Alzheimeri tdve, hingamisteede pdletiku, podletikuliste
haiguste, nakkushaiguste, nahahaiguste, allergia, astma voi patogeeni poolt

pbhjustatud haiguse raviks.

20. Kohaletoimetamissusteem, mis sisaldab punktile 4-7 vastavat adjuvanti voi
immunomodulaatorit, kasutamiseks kasvaja, autoimmuunse haiguse,
narvihaiguste, Alzheimeri tdve, hingamisteede podletiku, podletikuliste haiguste,
nakkushaiguste, nahahaiguste, allergia, astma vodi patogeeni poolt pdhjustatud

haiguse raviks.

21. Kohaletoimetamisslsteem vastavalt punktile 20, mis erineb selle poolest, et
sUnteetilist MMG manustatakse kombinatsioonis (Uhe v6i enama vaktsiini,
antigeeni, antikeha, tsutotoksilise Uhendi, allergeeni, antibiootikumi, antisenss-
oligonukleotiidi, TLR ja mitte-TLR agonisti, TLR ja mitte-TLR antagonisti, peptiidi,

valgu, geeniteraapia vektori, DNA-vaktsiini vdi kostimulatoorse molekuliga.



EE - EP2167124 B1

1/11

MITTEPOLAARNE

POLAARNE

A

Slsteem 2

FFA

<

MMG PGL

2
T

Slsteem 1

2,500
2.000 A
1,500

= 1,000 |

E|

CD40

700
600
500
400
300
200
100

0

CcD86

175
150
125 4
100
75
50
25
04

14N

+'0 ¥V10dV
1 ¥¥0d

- 0} ¥vi0d
- 004 ¥VIOd

1'0 ¥VY10dY

- | V104V
- 0L ¥V10dV

00} ¥Y10dVY

001 42

004 1dW
40 Sd1
WNIO3W

1°0 YV10dV
| ¥V10d

0l ¥Y10d
001 ¥V10d

1’0 ¥V10dV
| ¥¥Y10dv
0} ¥V10dY
001 ¥VI0dY

00} 42

004 dW
1'0Sd1
WNIG3W

+°0 ¥V10dV
} ¥V10d

01 ¥v10d
00} ¥Y10d

10 ¥V10dV
+ ¥VI0dVY
0L ¥V10dv
004 ¥VIOdV

00t 42

004 19N
10 Sd1
WNIO3W

o

au.lee|od
au.lee|od
-oliw
au.lee|od
(=20~ I~ oo o = N - B - N - ]
eraeoesw
(- 6d) Z4-1 auleejodaniw
g8 8 8 8 °
© © < N 1_
auJleejod
_ LLJ-w 6d) A-Nay G
auJseejod H
-oniw
8 8 8 8 g ©
n o v o :0..
NN auJseejod
(}-1w 6d) v-3NL
N , ouleejodaniw
au.lee|od
o o Q@ 9o © n.v
(=3 Q Qo o [=]
lmcam_og 2 S w9 @
oo N - -
-amw ﬂ ,
(wdo) uooisielajjod
8 8 8 8 g o
w o v o Q
N N e e

()-lw 6d) 9-11


leewi
Süsteem 1

leewi
Süsteem 2

leewi
POLAARNE

leewi
MITTEPOLAARNE

leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
1/11

leewi
FIG 1

leewi
Poliferatsioon (cpm)

leewi
mittepolaarne

leewi
polaarne

leewi
polaarne

leewi
mittepolaarne

leewi
polaarne

leewi
mitte-
polaarne

leewi
mitte-
polaarne

leewi
polaarne

leewi
mitte-
polaarne

leewi
polaarne


2/11 EE - EP2167124 B1

PDIM " PGL
e o
TAG MMG

OCH3, OR OR
PGL \/H/\/\/K/K/\/\/\/\/\/\/\/_O’ OWOH O-R'
OH
20

H

\/\/\/\/\/\/\/\/\/k/‘\/L R‘ B rasvatsu U I
R=muikotserosaat co-

FIG 2


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
2/11

leewi
FIG 2

leewi
R=mükotserosaat

leewi
rasvatsüül


EE - EP2167124 B1

3/11

MMG
PDIM
TAG
PGL
MMG
PDIM
TAG
PGL
MMG
PDIM
TAG
PGL

2500 160

~ I R 140
.TEZOOO '.‘E =120
2 150 3 E 100
3 ° g o
% 1,000 = ¢ ®
,_500 2 4
2
0 0

O Q o Q © 3 2 0

22279 $22°¢ sg=@

a a

FIG 3


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
3/11

leewi
FIG 3


EE - EP2167124 B1

4/11

OWIN-N

m OWW-P

auIWSaY
FITFTTIL
14N
OWW-X
w OWW-D
X
auIWYSaY
- o
ERE
E1}]
OWN-N
@
3 o
(8}
auIW SO
& 8 °© 8 § ©

13N

FIG 4


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
4/11

leewi
FIG 4

leewi
keskmine

leewi
keskmine

leewi
keskmine


[FN-y (ng/ml)

S N A N

12 -
10 -

5/11

-

ALGNE

KOKKU

FIG 5

MMG

PDIM

EE - EP2167124 B1

TAG


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
5/11

leewi
FIG 5

leewi
KOKKU

leewi
ALGNE


EE - EP2167124 B1

6/11

1.5

T
o )
-

0.0 -

sapnsdoy snsjualsisal QT 6o

1.5

seulod snsjuaisisal 0T 607

0.0 -

FIG 6


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
6/11

leewi
FIG 6

leewi
Log 10 resistentsus põrnas

leewi
Log 10 resistentsus kopsudes


EE - EP2167124 B1

7/11

A)

| oube

300

250 A

50 4
0

T
o
n

-

(jw/Bu) 6-NJI

200 1
100 -

B)

40

30 4

T

(=
~N

(jw/6u) B-NJI

10 A

FIG 7


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
7/11

leewi
FIG 7

leewi

      algne

leewi

    algne


EE - EP2167124 B1

8/11

80 1

(=}
©w

o
<

(jwyBu) A-N4|

o
N

vaa/adl + OWN

vaa + OAW

- ANOV

FIG 8


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
8/11

leewi
FIG 8

leewi
ALGNE


EE - EP2167124 B1

9/11
H3C(H C)se OH
C16
(2RS, 3SR)
H3C(H 2C)s (2RS, 3RS)
0]
™~
H———OH
H——+—OH
H
H3C(H 20)16 OH
0]
H3C(H 2C)15
O
C36 N
H———OH
H—F+—OH
H

FIG9


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
9/11

leewi
FIG 9


IFN-g (pg/mt)

10/11

EE - EP2167124 B1

40000

30000 -

20000 -

10000 -

algne A


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
10/11

leewi
FIG 10

leewi

  algne


EE - EP2167124 B1

11/11

*k*x

* k%

(1w/6d) A-4N]

vdada ynuiy

‘Jeu 9NN

9€d

810

910

¢id

80

FIG 11


leewi
EE - EP2167124 B1

leewi

leewi

leewi
1/11

leewi
11/11

leewi
FIG 11

leewi
Ainult DDA


	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings



