Vakcina a jeji lekova forma

Ales Franc

Ustav farmaceutické technologie



Vakcina - definice

= Vakcina je biologicky pripravek, uréeny k navozeni ¢i zvyseni specifické a aktivni imunity vUci
infeknimu agens

= Ma antigenni specifitu a dokaze v hostiteli vzbudit imunitni odpovéd, resp. tvorbu protilatek Ci
bunkami zprostredkovanou imunitu

= Byva vyrobena z oslabenych nebo usmrcenych forem patogenti - bakterii a viri nebo jejich
casti, pripadné odvozenych agens, jako toxoidu, proteinu, polysacharidli, DNA, RNA

= Nesmi byt pro organismus toxicka

= Stimuluje imunitni systém organismu, aby rozpoznaval a nicil patogen jako cizorody prvek a
zaroven si "pamatoval” jeho antigen, ktery by imunitni systém mohl v budoucnu snadngji
eliminovat, aniz by doslo k rozvoji infekcniho onemocnéni

= Reaktivita je pak obecné reakce organismu na pfijeti vakciny
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" Imunogenita je pak obecné schopnost vakciny vyvolat imunitni odpovéd



CTB — cholericky subjednotkovy toxin B

DT — diftericky toxoid

(DTaP) — diftericky a tetanicky toxoid spolu
se subjednotkovou

vakcinou proti pertussis

EP — urychlovac penetrace

H — hemaglutinin

HepB — vakcina proti hepatitidé B

HiB — virus hepatitidy B

HIV — virus lidské imunitni nedostatecnosti
HPV — lidsky papilomavirus

ISCOM — imunostimulacni komplex

IPV — inaktivovana vakcina proti polioviru
KA — usmrceny antigen

LAV — ziva atenuovana vakcina

MPs — polymerni mikrocastice

N — neuramidaza

NPs — polymerni nanocastice

OMP — mikrocastice obalené membranou

Seznam dulezitych zkratek pozitych v prednasce

OPV — oralni vakcina proti poliomyelitidé
OV — peroralni vakciny

PCV — pneumokokovy konjugat

PMV — peroralni rostlinna vakcina

rCTB — rekombinantni cholericky
subjednotkovy toxin B

rHBsAg — rekombinantni antigen proti hepatitidé B
RSV — respiracni syncytialni virus

RV — rekombinantni vakcina

SUV — subjednotkova vakcina

SV — stépena vakcina

T — toxoid (anatoxin)

TBC — tuberkuldza

TCl —transdermalni imunizace

Td — spolecna vakcina proti difterii a tetanu

TT — tetanicky toxoid

VLP — Castice podobna viru

VV —vektorova vakcina

wP — inaktivovana vakcina proti pertussis
YF — zluta zimnice
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Kratka historie vakcinace

= Staroveék - Indoveé pozivali hadi jedy k imunizaci proti hadimu ustknuti

= 1695 - v Ciné pouzivali tampdnl namacenych v lézich pravych nedtovic

= 1767 — v Indii pokusy o ploSnou variolizaci

= 1796 - Edward Jenner aplikoval rozdrceny nestovicny strup z dojnice (latinsky vacca)
= 1885 - Louis Pasteur pripravil vakcinu z oslabeného viru vztekliny

= 1830 - byla na nasem uzemi nejvetsi proockovanost proti variole

= 1961 - détska obrna (poliomyelitis) u nds vymizela diky Sabinové vakciné

= 1979 - v Somalsku posledni vyskyt varioly

= 1953 -2010 - v CR se a7 ¢tyficetkrat sniZil pocet pripad( TBC oproti zbytku svéta

= 2002 - v CR eradikace vztekliny u lisek
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Druhy vakcin

= Atenuované vakciny - LAV (Live attenuated vaccines)

= Inaktivované vakciny - KAV (Killed antigen vaccines)

= Subjednotkové vakciny - SUV (Subunit vaccines)

= Stépené vakciny — SV (Splitting vaccines)

= Toxoidy - T (Toxoids)

= Rekombinantni vakciny - RV (Recombinant vaccines)

= Vektorové vakciny — VV (Vector vaccines)

= Peroralni rostlinné vakciny - PMV (Plant made vaccines
= Virlim podobné castice - VLP (Virus like particles)

= Genové vakciny (DNA resp. RNA vaccines)

KAV
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genove VLP

Zdroj: ARIAL S. Microbe Notes 2018 (upraveno)
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Atenuovane (LAV)

Vyrobeny z celych oslabenych bakterii ¢i virQ

Vysoka imunogenita i reaktivita

Mohou zpUsobit infekéni onemocnéni
Nejstarsi technologie

Deaktivace formaldehydem, fenolem, hydroxidem sodnym, saponiny, teplotou ¢i UV
zarenim

Zachovana antigenni specifita

Staci jedna davka

Kultivace na zvireci Ci lidské tkani nebo bunkach

U virl oplodnéna vejce, zvirecich embrya nebo zvireci i lidské kultury, fibroblasty

WHO doporucuje péet LAV vakcin, které doporucuje WHO. BCG Bacillus Calmette-Guérin,
Mycobacterium bovis se snizenou virulenci, peroralni vakcina proti poliomyelitidé (OPV),
rubeole, rotaviru a zZluté zimnici (YF)
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Inaktivované (KAV)

Vyrobeny z celych usmrcenych bakterii ¢i virQ

VvV /

Nemohou zpusobit infekéni onemocnéni

Umrtveni roztokem kyseliny askorbové, betaaminofenylketonem, ethyleniminem,
formaldehydem, fenolem, propiolaktonem nebo jejich smési, zvysenym tlakem, teplotou,
UV zarenim

Zachovana antigenni specifita
Je treba vice davek
Kultivace jako LAV

WHO doporucuje soucasné dobé inaktivovanou vakcinu proti pertussis (wPa) poliomyelitidé
(IPV)
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Toxoidy (T)

formaldehydem

2% o P
Vyrabi se inaktivaci toxin obvykle % ' modified

Jsou netoxické Diphtheria bacteria Diphtheria Diphtheria
emitting toxin toxin toxoid

Kultivace bakterii a produkce toxinu

Mohou byt tekuté nebo adsorbované na sorbent

Reaktivita nizsi (prisada imuno adjuvantu)

Jsou méneé imunogenni

Obvykle nevystaci na cely zivot (po néjaké dobé opakovani)

WHO doporucuje vakcinaci proti diftérii a tetanu prave formou vakcin ve formeé TT a DT
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Subjednotkoveé vakciny (SUV)

* QObsahuji pouze komponenty mikrob
= Nemohou zpuUsobit infekéni onemocnéni

= QObsahuji jen povrchové antigeny

= NizSi reaktivita

“VvVV/

= Usmrceny patogen je zde rozlozen, jeho komponenty separovany a dale pouzity k pfiprave
vakciny.

= Obvykle nevystaci na cely Zivot (po néjaké dobé opakovani)

Deli se na

= Proteinové z povrchového proteinového antigenu viru hepatitidy B (HBsAg) a acelularni
vakcina proti pertusis (aP)

= Polysacharidové Pneumo23, ktera chrani proti 23 typdm pneumokokdt

= Konjugované konjugace s proteinem zvysuje imunogenitu, napr. s DT a TT Haemophilus

influenzae (HIb) nebo sedmivalentni (PCV-7), desetivalentni (PCV-10) nebo MU I
tfindctivalentni (PCV-13) pneumokovy konjugdt proti pneumokokové infekci PHARM



Stépné vakciny (SV)

= QObsahuji pouze komponenty chripkovych vir(

= hemaglutinin (H), neuraminiddzu (N), RNA a nukleoproteiny
= Ke Stépeni dochazi organickym rozpoustédly

= Nemohou zpusobit infekéni onemocnéni

= Jsou ucinnéjsi nez SUV

= Reaktivita nizka
*" |munogenita prijatelna
= Diky mutacim viru je treba opakovat

=  Pouzivaji se pri vyrobe vakcin k prevenci chripky
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Rekombinovane (RV)

vakcina proti lidskému papilomaviru (HPV)

Obsahuiji zpravidla virové Castice, resp. fragmenty (podobné jako SUV)  Recombinant

DNA (plasmid) Gene of

interest

Jsou produkovany metodami genového inzenyrstvi

Plasmid put into
bacterial cell

Produkce kvasinka, Escherichia coli nebo savci bunky
Odpada nutnost kultivace patogenu

Po kultivaci Stépeni a chromatografické Cisténi
Obvykle inaktivace formaldehym a absorpce na hydroxid hlinity
Obecné plati to co u SUV hocomoment

Bacterium

Z komercnich vakcin: rekombinantni vakcina proti hepatitidé B (rHBsAg),




Vektorove (VV)

= Antigen vpraven do nepatogenniho mikrobu

= \irové vektory: adenoviry, poxviry, herpes viry, pikornaviry, cytomegaloviry a RNA retroviry
a flaviviry

= Nejcastéji Vaccinia virus (pojme az 30 genu)
= 7 rady bakterii: Typhimurium, Clostridium nebo Salmonela
= Replikuji se v burice W (

= Na povrchu se vytvaFi epitop, vzbuzujici imunitu d\s'g;; %*

= Vyvolavaji humoralni i buné&nou imunitu < \oOQOoI>°
=\ podstaté plati co pro LAV nicméné nevyvolaji infekci % g

= QOdpadaji purifikacni technologie  lets

=  Obvykle staci jedna davka / \

= Napriklad lidské (ad5) a opici (ad26) adenovirové vektory Sputnik V (Covid 19)
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Virum podobné ¢astice (VLP)

= Struktury o rozmérech 30-90 nm
" Produkovany r-bakteriemi a r-kvasinkami : ’s :

= (Obdoba vyroby SUV

Single layer Single layer Double layer Double layer Triple layer

n Vznikajl' Samonaskla'da’nl’m 1 protein 2 proteins 2 proteins 4 proteins 4 proteins
Enveloped:r
= Neobsahuji nukleové kyseliny, casto ani lipidy AR ’ s ) N
// ) [ |
= QObsahuji napriklad N a H a jaderné proteiny M1,2" {L T L
o . L] v 7 v 7 P/ ‘H
" NemOhou ZpUSOblt |nfekcn| onemocneni Single layer Single layer Double layer Double layer
1 protein 2 proteins 3 proteins 3 proteins

* |Indukce humoralnii bunécné imunity

= Nemohou se replikovat (rozdil of LAV a VV)
= Reaktivita nizsi

" |munogenita prijatelna

= FDA schvaleny vakciny proti hepatitidé B (HepB) a lidskému papilomaviru (HPV)
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Peroralni rostlinnée (PMV)

" Jedna se o obdobu RV
= Hostitelem je transgenni rostlina

" Pfenasecem genl je Agrobacterium tumefaciens

= Aplikuje se rostlina, napf. lyofilizat v enterosolventni tobolce
= Ma byt zcela bezpecné

= Aktivace stfevnich M bunék

= Zvysena aktivita IgA a I1gG

" Riziko nizké imunogenity a vzniku tolerance

=\ soucasnosti bylo vyvinuto pres 700 PMV

= FDA schvaleno: B-subunit CTB, coz je podjednotka B-choleratoxinu, produkovana semeny
ryze
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Genové (MRNA/DNA) vakciny

= \Vnasi se nukleova kyselina
= Plazmid DNA nebo mRNA

= V ribozomech syntéza proteinu

= V\znika epitop na povrchu

(aktivace T-bunék a B bunék), pfipadné vznika i protilatka

= mRNA obchazijadro

" Moznost zasahnout nemutujici ¢asti virové RNA

= Prislib moznosti jediné davky

= Reaktivita (Udaje se lisi) nékdy je tfeba imuno adjuvantu
= Zatim chybi dlouhodobé klinické hodnoceni na clovéku
= Potencialni genetické ovlivnéni, autoimunita? (Ojedinélé teoretické namitky)
= Rada vakcin na Covid-19, v klinice Zika, HIV

I
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ransportni systémy genovych

Endocytéza
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Mechanismus transfekce (dle Gdmez-Aguado et al.)
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Souhrn jednotlivych typu a jejich pouziti

Typ vakciny Zkratka Priklady

Inaktivovand KAV (killed antigen vaccine) wP, IPV, ccllV3, elPV, JE-MB, JE-VC, VICPS
Oslabend LAV (live attenuated vaccine) LAIV, LAIV4, BCG, OPV, YF
Subjednotkovd SUV (subunit vaccines) aP, HBsAg

Konjugovand CV (conjugate vaccine) Hib, PCV-7 PCV-10, PCV-13

Stépend SV (splitting vaccines) TV, QIV, [IV

Toxoid T (toxoid) TT, DT, DTP. Td, DTaP

Rekombinantni

RV (recombinant vaccines)

RIV3, RZV, rHBsAg, HPV

Perordlni rostlinnad PMV (plant made vaccines) CTB

Virdm podobné cdstice VLP (virus like particles) HepB, HPV

Vektorova VV (vector vaccines) YFV 17D* SARS-COV-2**
Genovd** DNA/RNA /IKV, HIV SARS-COV-2
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Slozeni injekcnich vakcin

Antigen: viry, bakterie, stépné produkty, toxoidy, nukleové kyseliny

Pufry: fosfatove, sukcinatové, boritanové vcetné histidinu a trometamolu

Smacedla: polysorbaty — Tween 20 a 80

= Konzervanty: thiomersal, fenol, fenoxyetanol, benzethonium chlorid

Stabilizatory: siran a chlorid horecnaty, laktoza, sachardza, manitol, dextroza, zelatina, glycin,

glutamat

= Imuno adjuvanty: hydroxid hlinity, fosforecnan hlinity, siran hlinito draselny, olejové emulze,
ISCOM

= Antiobiotika: neomycin, polymixin, streptomycin, gentamycin, kanamycin a chlortetracyklin

= Zbytky z kultivace: proteiny, nukleové kyseliny, antibiotika, konzervanty, formaldehyd, |

MU N I
glutaraldehyd PHARNM



Imuno adjuvanty

Druh vakciny Antigen Adjuvant

variola, polio, morbili, parotitis, rubeola, poxvirus, rotavirus, Shigela,
influenza, YF, TBC, typhus

polio, japonska encefalitis, hepatitis A, influenza, rabies,

KA pertussis
T tetanus, anthrax, difterie
SUV polysacharidova pneumokok pro dospélé a DT
SUV konjugovana pneumokok pro déti, haemophilus B, bakterialni meningitis
SUV proteinova pertussis
VLP hepatitis B, lidsky papilomavirus
mRNA/DNA Covid-19

VV s DNA Covid-19



Léekoveé formy

Intramuscular Subcutaneous
[IM) (5C)

Transdermalia (BCG)

ultrazvuk, iontoforeza, mikrojehely, liposomy,
pevné nanoemulze, transferosomy, etosomy, -
kubosomy, niosomy, disperze v oleji | Rotavirus Hepatitis B Zluta

zimnice
Nasalia (LAIV A, B)

| DTwP.DTaP, | ' N
- oPV DT Td. TT Spalnicky

mikroéastice obalené membranou IPV

(OMP), liposomy, imunostimulacni ’
komplexy (ISCOM) nebo napriklad Hib |
mikrocastice na bazi PLGA

Peroralia (OPV, Ty21A) \,--5}/: . -

niosomy, liposomy, bilosomy, ISCOM, P —s

polymerni mikrocastice (MPs) a

nanodastice (NPs) z PLA a PLGA, Zdroj: WHO - Vaccine Safety Basic

fosfolipid(i, chitosanu ad. Castice pak
mohou byt obaleny enterickymi nebo
kolonickymi polymery (Eudragit FS)
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Léekoveé formy

Pozvolné Biodegradovatelné mikrojehly
uvolnovani

CasO

Tydnyaz roky

Mozné zpusoby aplikace fizeného uvoliovani vakcin (dle Shin
et al.)
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Principy vyroby

(A) Live-attenuated vaccines

@ Z — > D f‘(_‘ Conjugate vaccines
Conjugation
\ ‘r) l
\ = "a P H-@D

Whole-cell inactivated vaccines

s §

Adjuvant
Inactivation

T —>C)—-——>E‘j

‘
Toxoid vaccines
Subunit vaccines Product Detoxifying —
Adjuvant - - ‘\‘ -

= Adjuvant S
—> | .’ I —

Concentration (D) Live whole cell J.“‘Pdmcm conugate . Toxoid
purification
D inxx. whole cen & ﬁ R
== | Freezedryng  3° 5 polysaccharides
Registration
Feasibility Pre-development Development Commercial
Product Process Clinical doc<ior W Routine
profile validation trials NPT
incl. CPP jeld study Al M2 eUn8 e
1-10+ years o o
3-6 years o o
Zdroj: KAMMINGA, Tjerko, et al. Risk-based bioengineering strategies for reliable 1-2 years

bacterial vaccine production. Trends in biotechnology, 2019, 37.8: 805-816. Sandsth Dokt



Principy vyroby

Vyroba vakcin proti chripce
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Zdroj: CHEN, Juine-Ruey, et al. Better influenza vaccines:

2020, 27.1: 1-11.

an industry perspective. Journal of Biomedical Science, I\II



Hodnoceni vakcin

* * I‘rﬁroduction to

Clinical Evaluation
Reports (CERSs)

= |dentifikace a izolace antigenu (preklinika a vyvoj |ékové formy)

= Klinické hodnoceni: Zdroj: EMMA Int. Cons. Group

|. Faze (cca 10 - 100) hodnoti se bezpecnost a imunogenita (tolerovana davka)

Il. Faze (cca 100 — 1000 jedincll) hodnoti se vedlejsi ucinky a davkovani (davkovaci schéma)
l1l. Faze (cca 1 000 — 10 000 jedincl, mezinarodni multicentrické studie) hodnoti se klinicka
ucinnost

V. Faze — postregistracni - sleduji se nezadouci ucinky a hodnoti se nasledné klinické studie

= Stabilita: zrychlena a dlouhodoba
= Vybrané lékopisné zkousky: pH, obsah hliniku a vapniku, formaldehyd, fenol, endotoxiny
= Zavadeéni do vyroby: (PAT technologie, QbD a MVDA)

= Registrace: kompletace a posouzeni organy (administrativni faze, do roka)

I
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Obecné schéma klinického hodnoceni

> @

> o

>e
1az 2 roky 1 az 2 roky

® > ®

1 az 2 roky

>

6 az 8 roku

1 az 2 roky

Bez omezeni

Testovéni konceptu |__TOXICITA _ |[BEZPECNOST| DAVKA UCINNOST | SCHVALENi | POUZIVANI |
; .. ) Farmakologicky Tolerance Biologicka | Potvrzeni Rozhodnuti na | Rutinni
Predbézné hodnoceni ; : o i b
B ) profil Tolerované | aktivita terapeutického podkladu sledovani
_ bezpecnosti Analytické rozmezi Stanoveni ucinku ziskanych dat o bezpecnosti a
metody davky optimalni  Bezpeénostni |kvalité ucinnosti
Stabilita Typ a rozsah |davky profil bezpecnosti a
Bezpeénost imunitni Terapeuticky Dlouhodobé | Uc€innosti
Lékova forma odpovédi ucinek nezadouci
’ 1 1 prihody

Délka vyvoje bezpecné a ucinné vakciny vcetné klinického hodnoceni - celkem cca

10 — 16 let (dle Chmelika, 2014)



Vyzvy ve vakcinaci

= Influenza: cca 300 000 — 600 000 umrti roéné; Usp&nost vakcinace se zde odhaduje na 10 — 60 %

= TBC: az 1 700 000 rocné umira; infikovano az 25 % populace; 10 000 000 novych pripadd, projevy u 5 — 10%
= RSV: cca 60 000 umrti déti do 5 let; 3 000 000 hospitalizaci

= Malarie: 770 000 umrti; 38 000 000 infikovanych

Spain Germany (Berlin)

MWW%MVWWM

Sezénni umrtnost za poslednich pét let, zahrnuijici viny podzimnich a jarnich
respiracnich ndkaz https://www.euromomo.eu/graphs-and-maps

I
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Kontraindikace

= Tézka anafylakticka reakce po predchozi davce ci jakékoli slozce vakciny, obvykle BCG, -’
DTwP, DTaP, OPV, IPV, HepB, rotavirus, morbillivirus, HiB, PCV-7 a YF; rezidualni proteiny, ~
antibiotika, pripadné konzervanty, vajecny protein CONTRANDICATION |

= Autoimunni onemocnéni nebo tézsi prijmové a virového respiracniho onemocnéni

= Vakciny v gravidité a u nedonosenych déti je snaha vyhnout se thiomersalu | ! h =

= Vakciny s obsahem pertusové slozky, (napfr. Infarix® a Hexainfarix®) v dtsledku alespon ‘ln
tydenni encefalopatie po predchozi davce, progresivni encefalopatie, progresivni
neurologické poruse, véetné infantilnich spasm0 nebo nekontrolované epilepsie

= Vakcina proti spalnickam, priusnicim a zardénkam (LAV), napfr. Priorix®, pripadné v
kombinaci se sloZzkou proti planym nestovicim (napfr. Priorix tetra®) v pripadeé gravidity a
tézkych imunodeficienci

= Ockovani proti TBC je kontraindikovano v pripadé tuberkulézy v anamnéze, pozitivity

tuberkulinového kozniho testu, imunodeficience, generalizovaného kozniho onemocnéni a I

UNI
gravidity PHARM



Obvyklé argumenty pouzivaneé proti vakcinam

= PFitomnost tézkych kovu

= PFitomnost zbytk( z kultivace

= Kultivacni bunky z lidskych embryi
= Zmeéna lidské DNA

= Nedostatecné klinické hodnoceni
= Nedobrovolnost vakcinace

= Tlak farmaceutickych firem

= Strety zajmU

= Umeéla redukce poctu obyvatel

‘VACCINATION A CURSE,”

And a Menoce to Personal Liberty,”

BY d. M. PEEBLES, A- M, M, D, PH. D.

EGZEMA. FROM  VAGGIN-
ATION.

AN

INNOCENT
VICTIM
OF
THE
VACCINATOR'S
LANCE
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