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1. Kéytetyt lyhenteet

AIDS = Acquired Immune Deficiency Syndrome

AMA1 = Apical Membrane Antigen 1

Asn = Asparagiini

CAP = Chemically attenuated parasite, kemiallisesti heikennetty parasiitti

CD4 = Cluster of differentiation 4

CHMI = Carboxymethyl-2-hydroxymuconate isomerase

CHMP = Committee for Medicinal Products for Human Use, Euroopan ladkeviraston ihmisille
tarkoitettuja 1dékkeita kasittelevd komitea

CSP = Cirkumsporotsoiittiproteiini

CS-proteiinii = Cirkumsporotsoiittiproteiini

CVac = Chemoprophylaxis vaccination

Cys = Cysteine, kysteiini

CyRPA = Cysteine-rich protective antigen

DTPwHepB/Hib + OPV = Diphtheria, Tetanus, pertussis, Hepatitis B, Haemophilus influenzae
tybe b + Oral polio vaccine

EBA = Erythrocyte-binding antigen

EGF = Epidermal growth factor, epidermaalinen kasvutekiji

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay

EMA = European Medicines Agency, Euroopan lddkevirasto

GACVS = Global Advisory Committee on Vaccine Safety, WHO:n rokoteturvallisuuden
maailmanlaajuinen neuvoa-antava komitea

GAP = Genetically attenuated parasite

GPI = Glykosyylifosfatidyyli-inositoli

GSK = GlaxoSmithKline

HBsAg = Hepatitis B-virus surface antigen, hepatiitti B-viruksen pinta-antigeeni
HIV = Human Immunodeficiency Virus

IgG = Immunoglobulin G, Immunoglobuliini G

INDEPTH = Innovation Deployment and Digital Repository

INF = Interferoni

mm = muun muassa

MPL = 3-O-desasyyli-4’-monofosforyylilipidi A

MSP-proteiini = Macrophage Stimulating Protein, makrofageja stimuloiva proteiini



MVI = Malaria Vaccine Initiative

NANP = Asparagiini-Alaniini-Asparagiini-proliini

NK = Natural killer, luonnollinen tappaja -solu

NKT-solut = Natural killer T-cell, luonnollinen tappaja T-solu
NPDP = Asparagiini- Proliini- Asparagiinihappo-Proliini
NVDP = Asparagiini-Valiini-Asparagiinihappo-Proliini
PfCSP = P. falciparum CSP-molekyyli

PfGARP = Plasmodium falciparum glutamic-acid-rich protein
PfRh-proteiini = P. falciparum reticulocyte binding homolog -proteiini
PfRh5 = P. falciparum reticulocyte binding homolog 5
PfRipr = PfRh5-interacting protein

Pfs25 = Plasmodium falciparum surface protein 25

P£5230 = Plasmodium falciparum surface protein 230
Pfs48/45 = Plasmodium falciparum surface protein 48/45
PfSEA-1 = Plasmodium falciparum Schizont Egress Antigen 1
PfSPZ = Plasmodium falciparum sporozoites

PfSPZ-GA1 = Plasmodium falciparum sporozoites-genetically attenuated
PvDBP = Plasmodium vivax Duffy Binding proteiini

Pvs230 = Plasmodium vivax surface protein 230

P. falciparum = Plasmodium falciparum

P. malariae = Plasmodium malariae

P. ovale = Plasmodium ovale

P. vivax = Plasmodium vivax

RON-kompleksin = Rhoptry Neck Protein complex

RON?2 = Rhoptry Neck Protein 2

TLR4 = Toll-like-receptor

WHO = World Health Organization, Maailman terveysjérjestd
WRAIR = Walter Reed Army Institute of Research

pg/ml = mikrogramma / millilitra

a TSR = a-trombospondiinitoisto



2.Johdanto

RTS,S on maailman edistynein rokotekandidaatti malariaa vastaan. Rokotteen tarkoituksena on
antaa suoja Saharan eteldpuolisen Afrikan malariaendeemisilld alueilla lapsille ja
vastasyntyneille Plasmodium falciparumin aiheuttamaa kliinistd sairautta vastaan.
RTS,S/ASO1-rokotteesta on tehty Afrikassa é&skettdin vaiheen III tehokkuustutkimus.
Tutkimuksen tavoitteena on ollut kehittdd rokote, jonka antaminen laajennetun immunisaatio-
ohjelman kautta on turvallista ja tehokasta, ja joka voisi vdhentdd merkittavasti kliinisesti
tdrkedn malariataudin riskid ensimmadisten elinvuosien aikana. Jos vakavaan malariaan ja
muihin malariainfektioon liittyvien samanaikaisten sairauksien riskid voidaan pienentdi,
RTS,S-rokote voi olla merkittdvd uusi tyokalu malariataakan vdhentdmisessd Saharan
eteldnpuoleisessa Afrikassa. Rokotteen II:n vaiheen tehokkuustutkimus on antanut kannustavaa
tietoa, joka viittaa siihen, ettd ndma tavoitteet voivat todella olla saavutettavissa. (Ballou, 2009).
RTS,S on ensimmidinen malariarokotekandidaatti, joka on saavuttanut tieteellisen
virstanpylvddn ja saanut myodnteisen tieteellisen lausunnon Euroopan ldékevirastolta rokotteen
kiyttoon pienten lasten malarian ehkdisemiseksi Saharan eteldpuolisessa Afrikassa. Euroopan
ladkeviraston ihmisille tarkoitettuja ladkkeitd késittelevd komitea on yksimielisesti todennut,
ettd RTS,S-rokotteen edut ovat suuremmat kuin riskit. RTS,S jatkaa edelleen potentiaalisena
ensimmaisend malariarokotteena loisen aiheuttamaa sairautta vastaan thmisisessi. (Biernaux ja

Kaslow, 2015.)

3. Malaria

Malaria on Plasmodium-sukuun kuuluvien itideldinten (Sporozoa, Apicomplexa) tartuttama
akuutti, systeeminen loistauti. Malariaa tartuttava alkueldin plasmodi eli horkkaloisio levidé
Anopheles-sukuun kuuluvien hyttysten vilitykselld ja infektoi ihmisen punasoluja. Vain
naaraspuolinen hyttynen voi levittdd tautia. Loinen pddsee kulkeutumaan ihmiseen hyttysen
piston vilitykselld. Pistoksen seurauksena ihmisen laskimoverenkiertoon siirtynyt loinen
kulkeutuu ensin maksaan ja tdmén jdlkeen veren punasoluihin. Punasoluista poistuessaan
loisten erittimat, ihmiselle myrkylliset aineenvaihduntatuotteet, vapautuvat verenkiertoon ja
saavat aikaan malarialle tyypilliset oireet. (Campell ef al. 2011.)

Malariaa aiheuttaa viisi Plasmodium-suvun lajia; Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale, Plasmodium malariae sekd Plasmodium knowlesi. Suurimman osan

infektioista aiheuttaa Plasmodium falciparum. P. falciparum on tropiikin yleisin malarialoinen,



ja se aiheuttaa alle 5-vuotiailla enemmin kuolemia kuin mikddn muu yksittdinen
taudinaiheuttaja. Loisella on kaksi ainutlaatuista ominaisuutta, jotka tekevdt siitd
vaarallisemman kuin muut malarialoisiot. Ensimméiseksi, P. falciparum on ainoa loinen, joka
voi tunkeutua kaiken ik&isiin punasoluihin. Tila, jossa yli 10 % punasoluista on infektoitunut,
on jo hengenvaarallinen. Toiseksi, P. falciparum kykenee erittimién proteiineja, jotka saavat
aikaan veren virtauksen vdhenemistd sekd hapen kulkeutumisen heikkenemistd verenkierron
mukana. My0s paikalliset tulehdusreaktiot lisddntyvat. (Campell ef al. 2011.) Kaikki wviisi
malarialoisiota aiheuttavat samanlaisia oireita. Taudille tunnusomaista on 7-14 pdivan
itdmisaika ja systeemiset oireet kuten kuume, vilunviristykset, hikoilu, huonovointisuus,
padnsiarky sekd monet muut oireet, joiden erottaminen muista virusten tai bakteerien
aitheuttamista sairauksista voi olla hyvin vaikeaa. Vakavamman malarian saaneilla henkil6illa
ilmenee myods tajunnan heikkenemistd, hengitysvaikeuksia, kouristuksia ja ep@normaalia
verenvuotoa. Vakavaan malariaan sairastuneilla henkil6illd kuolemanriski on 90 % kotona ja
20 % sairaalahoidossa. (Laurens, 2019.)

Kliiniselld malarialla viitataan tapauksiin, joissa malariaparasiittitartunta aiheuttaa sairauden.
Malaria-endeemisilld alueilla lasten veressd voi olla malariaparasiitteja ilman minkdénlaisia
sairauden oireita. Vakavalla malarialla tarkoitetaan puolestaan malariatartuntaa, jossa

alkuperdinen infektio kehittyy akuutiksi, hengenvaaralliseksi sairaudeksi. (Laurens, 2019.)

3.1 Malarian epidemiologia

Vuonna 2018 malariatapauksia arvioitiin olevan maailman laajuisesti 228 miljoonaa. Tilastojen
mukaan malariaan kuolee vuosittain satoja tuhansia ithmisid. Uusin World Malaria Report on
julkaistu joulukuussa 2019, ja sen mukaan malariatapausten madra nousi vuoden 2018 aikana
228 miljoonaan tapaukseen. Vuonna 2017 malariatapausten mdadrd oli 231 miljoonaa.
Malariasta johtuvia kuolemia arvioitiin vuonna 2017 tapahtuneen 416000 kappaletta. Vuonna
2018 kuolemien lukumiddrd oli 405000 kappaletta. Alle 5-vuotiaat lapset ovat kaikista
haavoittuvin ryhmé, johon malaria vaikuttaa. Vuonna 2018 malariasta johtuneista kuolemista
67 %, eli 272000, oli alle 5-vuotiaita lapsia. Aikuiset, jotka viettdvdt lapsuutensa
malariaendeemisilld alueilla ja pysyvét samalla alueella myos aikuisena, eivit ole yleensd
vaarassa kuolla malariaan. Afrikan malariaendeemisissé valtioissa eldvit vastasyntyneet sekd
nuoret lapset, sairastuvat usein muutamia kertoja malariaan ennen kuin heille kehittyy
immuniteetti malariaa vastaan. Immuniteetti suojaa heitd sairautta vastaan, sekd malariasta

aiheutuvalta kuolemalta. (WHO, 2020.)



Vuonna 2018 ldhes puolet maapallon véestdstd oli vaarassa saada malariatartunnan. Saharan
eteldpuolisessa Afrikassa tapahtuu kuitenkin suurin osa malariatapauksista sekd malarian
aitheuttamista kuolemista. WHO:n Afrikan alueilla tapahtui vuonna 2018 93 % malarian
tapauksista ja 94 % malarian aiheuttamista kuolemista. Myds Kaakkois-Aasia, Vélimeren
itdosat, Lansi-Tyynenmeren alue sekd osa Amerikasta on suuren riskin alueita. Joillakin
maapallon vdestoryhmistd on huomattavasti suurempi riski sairastua malariaan kuin toisilla.
Niihin ryhmiin kuuluvat vastasyntyneet, alle 5-vuotiaat lapset, raskaana olevat naiset,
HIV/aids-potilaat, liikkuvat videstdt sekd matkustajat. (WHO, 2020). Euroopassa
malariatapauksia todetaan vuosittain noin 10000 kappaletta ja kuolleisuus P. falciparum -
loision aiheuttamaan malariaan on 1-4 %. Suomessa malariatapauksia on vuosittain noin 30—
60 kappaletta. (Kyronseppé ja Siitkaméki, 2001.)

Malaria aiheuttaa vuosittain suuria kustannuksia. Vuonna 2018 kokonaisrahoitus malarian
torjuntaan ja poistamiseen oli arviolta 2,7 miljardia dollaria. Téastd summasta
malariaendeemisten maiden rahaosuus oli 900 miljoonaa Yhdysvaltojen dollaria. Tama oli 30
% kokonaisrahoituksesta. (WHO, 2020.)

Useimmat afrikkalaiset valtiot ovat toteuttaneet huomattavia torjuntatoimia malariaa vastaan.
Niaitda keinoja ovat muun muassa pitkdaikaisten, hyonteismyrkylld kasiteltyjen,
hyonteisverkkojen laaja-alainen kéyttoonotto, sisdlld suihkutettavat hyonteismyrkyt joissakin
tiloissa sekd nopea diagnoosi laadukkailla testeilld ja tehokas hoito (WHO, 2020).

Afrikan alueilla malarialoisten levidminen voi olla ympérivuotista tai voi vaihdella
voimakkaasti kausittain. Kausittainen vaihtelu on suurilta osin riippuvaista sademaérista.
Levidmisen tehokkuus riippuu vektorin puremisnopeudesta ja eloonjddmisestd, joten
intensiteetti vaihtelee ndiden kahden funktiona. Lampdtilalla ja kosteudella on suuri vaikutus
molempiin tekijoithin. Koska ilmastotekijdt vaihtelevat ja vektorille on saatavilla
lisadntymispaikkoja vililld vain rajoitetusti, malariaparasiittien levidminen voi olla yhdenkin
valtion sisdlld hyvin heterogeenista. Esimerkiksi Kenian ldnsiosissa malariaparasiittien
levidminen on hyvin runsasta, kun taas Kenian muilla alueilla loisten levidminen on véahéisti

tai sitd ei tapahdu ollenkaan. (WHO, 2020.)



3.2 Malarialoisen elinkierto

Malarialoinen kayttdd vektorinaan eli kantajanaan Anopheles-suvun naarapuolisia hyttysi.
Kaikki hyttyset eivit toimi malarialoision vektoreina vaan laji on keskittynyt Anopheles-
sukuun. Loinen ei pysty lisddntyméén hyttysessd, vaan tarvitsee sithen ihmistd (Kainulainen ja
Siitkamidki 2016, Lumio 2012). Loisen luonnolliseen elinkiertoon kuuluu syklinen kierto
ihmisen ja hyttysen vililld. hmisessé loiset ensin kasvavat ja lisddntyvat maksasoluissa, jonka
jilkeen ne siirtyvdt veren punasoluihin. Uudet loiset kasvavat punasolujen sisélld ja
vapautuessaan tuhoavat punasolut. Vapautuneet parasiitit pystyvit infektoimaan uusia
punasoluja tunkeutumalla niihin. (CDC, 2020.)

Malarialoinen péédsee siirtymddn ihmiseen hyttysen piston aikana syljen vilitykselld.
Naarashyttyset imevét ihmisestd verta ravitakseen tuottamiaan munia. Syljen vélitykselld
levidvid loisia kutsutaan sporotsoiiteiksi. Sporotsoiitit kulkeutuvat laskimoverenkierron
vilitykselld maksaan ja infektoivat maksassa olevia soluja, hepatosyyttejd. Sporotsoiitit
kypsyvit ja lisddntyvét jakautumalla maksasoluissa schizontiiteiksi, jotka repeytyvit ja
aiheuttavat ndin merotsoiittien vapautumisen. Maksassa lisddntyvét sporotsoiitit tuottavat 30—
40000 jalkeldistd 6 pdivian aikana. Tdma tdydentdd loisen kehityksen pre-erytrosyyttisen
vaiheen. Pre-erytrosyyttinen vaihe ei aiheuta isdnnélle kliinisid oireita. Schizontiitit voivat
myds siirtyd toisiin maksasoluihin ja lisdéntyd edelleen niissd. Maksassa tapahtuvaa loisten
elamanvaihetta kutsutaan maksakierroksi, ja se on samalla osa pre-erytrosyyttistd vaihetta.
(CDC, 2020.)

P. vivax ja P. ovale lajeilla on ominaisuus pysyd maksasoluissa lepotilassa. Lepotila voi jatkua
viikkoja tai jopa vuosia ja atheuttaa ndin malarian oireita vasta pitkdn ajan kuluttua infektiosta.
Lepotilassa olevia loisijoita kutsutaan hypnozoiiteiksi (CDC, 2020).

Merotsoiitit pystyvét lisddntyméédn punasoluissa ja kulkeutumaan my®0s toisiin punasoluihin.
Kukin merotsoiitti kykenee 48—72 tunnin kuluessa tuottamaan noin 16-24 uutta itiotd. Niiden
vapautuminen punasoluista aiheuttaa myrkyllisten aineenvaihduntatuotteiden vapautumisen
verenkiertoon ja malarialle tyypilliset oireet. Lisddntynyt sytokiinituotanto johtaa kuumeen,
paédnsdryn, vilunvéristysten, hikoilun ja oksentelun kliinisiin oireisiin. Punasoluissa tapahtuvaa
vaihetta kutsutaan punasolukierroksi ja se on osa verivaihetta. Punasoluissa kypsyméttomista
trofotsoiiteista kehittyy kypsid trofotsoiitteja tai ne erikoistuvat gametosyyteiksi. Kypsit
trofotsoiitit kehittyvdt edelleen schizonteiksi, jotka edelleen vapauttavat merotsoiitteja
verenkiertoon. Kypsyméttomisti trofotsoiiteista muodostuneet gametosyytit siirtyvét ihmisesti

Anopheles-hyttysiin, kun hyttynen imee verta ihmisestd. Hyttysessd tapahtuvaa vaihetta



kutsutaan sporogoniseksi kierroksi. (CDC, 2020.) Hyttyseen siirtyneet naaraspuoliset
gametosyytit, makrogametosyytit, ja koiraspuoliset gametosyytit, mikrogametosyytit,
yhdistyvit ja muodostavat tsygootteja. Suvullinen lisddntyminen sukusolujen avulla saa aikaan
homologista rekombinaatiota ja tuottaa jalkeldisiin merkittivaad geneettistd vaihtelua. Tsygootit
kypsyvit liitkkumiskykyisiksi ja pitkdn muotoisiksi ookineeteiksi. Ookineetit kehittyvét
hyttysen suolen seindmadssi ookysteiksi. Ookystien repeytyessd vapautuu sporotsoiitteja, jotka
kulkeutuvat hyttysen sylkirauhasiin. Hyttysen imiessd verta ihmisestd, sporotsoiitit padsevit
jélleen kulkeutumaan ihmiseen ja loision elinkierto alkaa uudestaan. Kuvassa 1 on esitelty
malarialoision elinkierto. (Cowman et al. 2017.)

Sukusolujen avulla tapahtuvan lisddntymisen seurauksena ilmenevd korkea geneettinen
polymorfismi antaa P. falciparum -loiselle edun tuhoutumista vastaan, silld IThmisen tuottamat
immuunivasteet kohdistuvat usein loisen muuttuviin antigeenisiin kohtiin. Geneettinen vaihtelu
saa aikaan myds sen, ettd yksilot ovat alttiita toistuville, samankaltaisille infektioille, myds

malariaa vastaan rokotetut henkil6t. (Laurens, 2019.)
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Kuva 1. Malarialoision elinkierto. Malariaa aiheuttavat sporotsoiitit padsevit kulkeutumaan
thmisen verenkiertoon hyttysen piston seurauksena. Sporotsoiitit siirtyvét ensin maksaan, jossa
tapahtuu maksakierto. Maksakierrosta vapautuneet merotsoiitit infektoivat veren punasoluja ja
aiheuttavat malarian oireet hajottaessaan punasoluja. Punasolukierron aikana syntyneet
gametosyytit kulkeutuvat hyttyseen sen imiessd gametosyyttejd sisaltdvad verta. Hyttysessi
gametosyytit muodostavat tsygootteja, joista kehittyy edelleen kypsid sporotsoiitteja.
Sporotsoiitit voivat siirtyd ihmiseen hyttysen syljen mukana. Sporotsoiitit ovat osa pre-
erytsoryyttistd vaihetta, merotsoiitit kuuluvat puolestaan verivaiheeseen. (Cowman et al. 2017.)
(Kuva ldhteestd: Photo Credit:Content Providers(s): CDC/Alexander J. da Silva, PhD/Melanie
Moser, Public domain, via Wikimedia Commons).

3.2.1 Merotsoiittien tunkeutuminen punasoluihin

Plasmodium falciparumin verivaiheen merotsoiitti on suhteellisen pieni. Sen pituus ja leveys
ovat vain noin 1-2 um. Merotsoiitti-vaiheen loisilla on vain yksi tehtdavd; tunkeutua punasoluun,
ja pieni koko on hyodyksi tdssd tehtdvissd. Merotsoiitin apikaalinen pdd on polarisoitunut ja
siséltdd organelleja ja rakenteita, jotka helpottavat punasoluihin tunkeutumista. Niitd rakenteita

ovat muun muassa mikronemit ja rhoptriat. Mikroneeni-rakenteet sisaltivit adhesiineja, jotka
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ovat osallisena punasoluun sitoutumisessa. Rhoptriat puolestaan vapautuvat vasta punasoluun
sitoutumisen jdlkeen, ja ne helpottavat tunkeutumista sisidlle punasoluun seki parasiittofoorisen
vakuolin muodostuksessa. Vakuolissa tapahtuu merotsoiittien replikoituminen ja tytdrsolujen
muodostuminen. Viimeaikaiset tutkimukset ovat antaneet viittaa siitd, ettd mikronemejd voi
olla useita erilaisia, riippuen siitd minkilaisia adheiineja ne siséltdvét. Liséksi dense granule-
solurakenteilla voi olla erilliset alaryhmit, ja on joukko organismeja, joita kutsutaan
eksoneemeiksi. Eksoneemit sisdltdvit proteaasi-subtilisiinid ja vapauttavat sitd parasitoforiseen
vakuoliin, jossa se kykenee prosessoimaan proteolyyttisesti useita loisproteiineja ja helpottaa
ndin merotsoiittien poistumista vakuolista. Dense granule-rakenteet fuusioituvat solukalvon
kanssa parasiitin aseksuaalisen syklin eri vaiheissa mm. tunkeutumisen aikana ja juuri sen
jédlkeen. Néiden rakenteiden fuusioitumisella on ajateltu olevan kriittisid vasteita spesifisten
ligandien vapautumisessa tunkeutumisen eri vaiheissa. (Cowman ef al. 2017.)

Tunkeutuminen punasoluun alkaa loisen kiinnittymiselld. Tapahtumassa voi olla osallisena
MSP-proteiineja, mutta liittyminen voi tapahtua myds suoraan EBA- ja PfRh-proteiinien
kautta. Apikaalinen uudelleensuuntautuminen edellyttié loisen solukalvon kdarimisti niin, ettd
apikaalinen pdd tulee erytrosyytin viereen. Télloin tiukka kiinnittyminen mahdollistuu.
Todisteet ovat antaneet ndyttoa siitd, ettd merotsoiitin ja erytrosyytin vilille muodostuu aukko,
joka on valmistettu joko suoraan tai epasuorasti PfRh5/PfRipr/CyRPA-kompleksilla. Tahan
tapahtumaan liittyy RON-kompleksin litkkuminen isdntdsolun solukalvolla. Lopputuloksena
muodostuu tiukka liitos, johon liittyy korkean affiniteetin ligandi-reseptori-vuorovaikutuksia
merotsoiittien pinnalla olevien AMAI1- ja punasolujen solukalvon RON2-rakenteiden vililla.
Syntynyt liitos siirtyy apikaaliselta puolelta posterioriselle puolelle aktinomyosiinimoottorin
energian litkuttamana. Tétd seuraa pintakerroksen irtoaminen seriiniproteaasin toimesta. Kun
liitos saapuu posterioriselle puolelle my6s adhesiiviset proteiinit poistetaan paikallisilla
proteaaseilla, jotka ovat todenndkoisesti romboideja. Tdmid  helpottaa kalvon
uudelleensulkemista. Télla prosessilla loinen ei itse asiassa vain tunkeudu kalvoon, vaan tekee
sen tavalla, jolla saa luotua itselleen parasitoforisen vakuolin. Merotsoiitin tunkeutuminen

punasoluun on néytetty kuvassa 2. (Cowman et al. 2017.)
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Kuva 2. A) P.falciparum merotsoiitti vaiheisen loisen rakenne. Mikronemi- ja rhoptry-
rakenteet on merkitty loisen apikaaliseen pddhdn. Ndméi rakenteet helpottavat merotsoiitin
tunkeutumista punasoluun. Mikronemit sisdltdvét adheiineja, jotka ovat osallisena punasoluun
sitoutumisessa. Rhoptriat puolestaan vapautuvat vasta punasoluun sitoutumisen jilkeen, ja ne
helpottavat tunkeutumista sisélle punasoluun seké parasiittofoorisen vakuolin muodostuksessa.
B) Merotsoiitin tunkeutuminen punasoluun. Kuvassa on néytetty loisen kiinnittymisen ja
tunkeutumisen  eri  vaiheet. (Cowman et al. 2017.) (Kuva ldhteesta:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S193131281730286X).

3.3 Malariaa aiheuttavat parasiitit

Malarialoiset ovat Plasmodium-sukuun kuuluvia elioitd. Ne ovat yksisoluisia eukaryootteja,
jotka ovat vilttdimattomia loisia useille hyonteisille sekd selkdjinteislajeille. Luonnossa eldé yli
100 Plasmodium-lajia. Plasmodium-loisten elinkaari on monimutkainen. Ihmisen tartunta alkaa
tartunnan saaneen, naaraspuolisen, Anopheles-hyttysen puremasta. Hyttysen sylkirauhasissa
sijainneet itiot padsevat kulkeutumaan laskimoverenkiertoon ja tunkeutumaan maksasoluihin.
P. falciparumin tapauksessa, seuraavan 14. pdivin aikana tapahtuu loisten erilaistumista ja
lisddntymistd aseksuaalisesti. Tdméd johtaa kymmeniin tuhansiin merotsoiitteihin, jotka
puhkeavat maksasoluista verenkiertoon. Merotsoiitit tunkeutuvat erytrosyytteihin ja kdyvat lapi
yliméérdisen lisddntymiskierroksen. TAmé verivaiheen pituus on riippuvainen loisiolajista; P.
falciparumilla pituus on epasadnnollinen, P. vivaxilla ja P. ovalella 48 tuntia ja P. malariaella
72 tuntia. Jotkin merotsoiitit erottuvat gametosyyteiksi. Gametosyytit siirtyvét hyttysiin
veriaterian aikana, ja gametosyyteistd kehittyy uusia valmiita iti6ité, jotka kulkeutuvat hyttysen
sylkirauhasiin ja ovat valmiina siirtymddn seuraavaan ihmiseen. (Laurens, 2019.)

Malariaa aiheuttavia ja ihmisid tartuttavia Plasmodium-suvun lajeja on l0ydetty viisi
kappaletta; Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae ja Plasmodium knowlesi. P. falciparum on vastuussa 90 % kaikista malarian

atheuttamista kuolemista. P. vivax on P. falciparumin jélkeen seuraavaksi haitallisin ja eniten
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tartuntoja aiheuttava malarialoisio. P. vivax -loisio on harvinainen Saharan eteldpuolisilla
alueilla mutta sité esiintyy endeemisend monissa osissa Aasiaa, Oseaniaa sekd Keski- ja Eteld-
Amerikkaa. P. vivax vastaa noin 50 % malariatartunnoista Afrikan alkupuolisilla alueilla. P.
falciparumin ja P. vivaxin yleisyydestd johtuen, useiden rokotteiden kehittdmistoimet ovat
keskittyneet nditd malarialoisioita vastaan. (WHO, 2020.)

Malarialoisioilla on lajista riippuen erilainen kyky infektoida punasoluja. P. vivaxin ja P. ovalen
on havaittu tunkeutuvan ldhinni vain retikulosyytteihin, kun taas P.malariae infektoi vanhoja
punasoluja. P. vivax-, P. ovale- ja P. malariae -lajien loisiot aiheuttavat tdstd syystd malarioita,
joissa yleensd vain 1-2 % punasoluista voi infektoitua. Tdmédn seurauksena taudissa ei
normaalisti esiinny vakavia komplikaatioita. P. falciparumin kyky infektoida kaiken ikiisid
punasoluja tekee loisesta vaarallisemman kuin muut. Malariaa aiheuttavat parasiitit kykenevét
muuttamaan punasoluja siten, ettd ne synnyttdvét hiussuoniin tukoksia. Tukokset aiheuttavat
oireita, jotka johtavat elinvaurioihin ja komplikaatioihin erityisesti aivoissa, munuaisissa,
suolen limakalvoilla, keuhkoissa ja munuaisissa. (Kyronseppéd ja Siikaméki, 2001.) Nykydin
tiedetdén, ettd P. falciparum on kulkeutunut ihmiseen alun perin gorillasta, kun taas P. vivax on
13htdisin kantamuodosta, joka infektoi simpansseja, gorilloja ja ithmisid Afrikassa (Hahn ef al,

2017).

3.3.1 Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum on yksi malariaa aiheuttavista alkueldimistd, jonka vektorina toimii
Anopheles-suvun naaraspuolinen hyttynen. P. falciparumin aiheuttama malaria on malarian
muodoista vaarallisin, ja silld on korkeimmat komplikaatio- ja kuolleisuustilastot. P.
falciparumia esiintyy eniten Saharan eteldpuolisessa Afrikassa, ja Afrikan maissa tapahtuvista
malariainfektioista 75 % on kyseisen loisen aiheuttama. Lihes jokainen malariakuolema on
perdsin P. falciparumin aiheuttamasta tartunnasta. Plasmodium falciparum -loisilla on kyky
atheuttaa vakavaa malariaa spesifisen ominaisuuden kautta, jota ei ole muilla malariaa
atheuttavilla loisilla. 48-tunnin aseksuaalisen verivaiheen aikana loisen kypsédt muodot pystyvit
muuttamaan tartunnan saaneiden punasolujen pintaominaisuuksia siten, ettd ne tarttuvat
verisuoniin. Téstd seuraa tukkeutumia mikroverenkiertoon, mikd puolestaan johtaa useiden

elinten, tyypillisesti aivojen, toimintahdirioon malarian yhteydessd. (WHO, 2015.)
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3.4 Immuniteetti ja immuunireaktio malariaa vastaan

Luonnollisella tai synnynniiselld immuniteetilla tarkoitetaan henkilon luontaista suojaa
infektion muodostumista vastaan. Synnynnéinen immuniteetti ei vaadi aikaisempaa infektiota.
Synnynndinen immuniteetti malariaa kohtaan on havaittu henkil6illd, joilla hemoglobiinin tai
tiettyjen entsyymien rakenteen muutos on tuottanut suojan infektiota tai sen vakavia
ilmenemismuotoja vastaan. Esimerkiksi punasolujen duffy-negatiivisuus suojaa P. vivax -
infektiolta. Glukoosi6-fosfaattidehydrogenaasin puute ja sirppisoluhemoglobiini tarjoavat
suojan vakavaa malariaa ja malariakuolleisuutta vastaan. Tutkimuksista saatujen tulosten
perusteella lukoosi6-fosfaattidehydrogenaasin puuttumisen aiheuttaman suojan tehokkuuden
on todettu olevan 50 %. Sirppisoluhemoglobiinin antama suojan tehokkuudeksi on puolestaan
saatu 90 %. (Baird et al, 2009.)

Akuutti malarian aiheuttama infektio saa aikaan my0s vélittoméin, epéspesifisen
immuunivasteen aktivoitumisen. Se pyrkimyksind on rajoittaa taudin etenemisti. Luonnollisia
tappajasoluja (NK) on veressd, sekundaarisissa lymfaattisissa elimissd sekd perifeerisissa ei-
lymfoidisissa kudoksissa. Tutkimukset ovat osittaneet, ettd NK-solut kykenevét hajottamaan P.
falciparumin infektoineet punasolut in vitro -olosuhteissa. Plasmodium-loisten infektoimat
punasolut saavat aikaan NK-solujen aktivaation. NK-solut alkavat tuottaa gamma-interferonia,
mikd johtaa loisia tappavien makrofagien aktivoitumiseen. Néilld soluilla on tirked merkitys
myds adaptiivisen immuunivasteen aloittamisessa ja kehityksessd. NK-solut indusoivat
proinflammatorisen kemokiinin, interleukiini-8:n, tuotannon. Interleukiini-8 erittyminen saa
aikaan muiden solujen rekrytoinnin ja aktivaation malariainfektion aikana. Dendriittisolut,
makrofagit, gamma-delta-T-solut ja NKT-solut ovat myds osallisena immuunivasteessa.
Hiirilld tehdyissd kokeissa NKT-solujen on todettu olevan voimakkaita maksavaiheen loisten
replikaation estdjid. Hiiren NK1.1-CD4-T-solujen on raportoitu sdételevin IgG vasta-aineiden
toimintaa P. falciparumia vastaan. (Baird et al, 2009.)

Hankittu immuniteetti malariaa vastaan kehittyy malariainfektion jilkeen. Immuniteetin
suojaava teho vaihtelee isdnndn ominaisuuksien, oleskelupaikan ja kérsittyjen infektioiden
lukuméédrdn mukaan. Hankittu immuniteetti voidaan luokitella tautien vastaiseksi
immuniteetiksi, parasiittiseksi immuniteetiksi sekd steriloivaksi immuniteetiksi. Tautien
vastainen immuniteetti suojaa kliinisid sairauksia vastaan, parasiittinen immuniteetti suojaa
korkeaa parasitemiaa vastaan ja steriloiva immuniteetti suojaa uusilta infektioilta. Kaikkien
kolmen kategorian vililld on huomattavaa pééllekkaisyyttd. Malariainfektio aiheuttaa akuutin

kliinisen sairauden henkil6lle, jolla ei ole hankittua immuniteettia sairautta vastaan. Infektio
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voi edetd vakavaksi taudiksi ja aiheuttaa kuoleman. Muutaman infektion jélkeen tautia vastaan

kehittyy immuniteetti. (Baird et al, 2009.)

3.5 Malariarokotteet

Viimeisen 20 vuoden aikana malariarokotuskokeita on rekisterdity viralliseen rekisteriin noin
10 kappaletta jokaisen vuoden aikana. Rekisterdintien maddrd on pysynyt tasaisena vuodesta
toiseen mutta prioriteetin muutosta on ollut havaittavissa ajan myotd. RTS,S-rokotteen
tutkimukset ovat pysyneet samalla tasolla, vaikkakin ndytekokoja on suurennettu. Kokeet,
joissa testataan kokonaisten sporotsoiittirokotteiden tehokkuutta ja turvallisuutta P.falciparum
-loisen aiheuttamien infektioiden vihentdmiseksi, ovat lisdéntyneet viimeisen vuosikymmenen
aikana. My0s malarialoision levidmistd hyttysiin estdvien, loisen seksuaalisiin vaiheisiin
kohdistuvien rokotteiden kokeet ovat lisddntyneet. Raskaana oleville naisille tarkoitetut
rokotteet, jotka suojelevat istukan malariaa vastaan, ovat tulleet kdyttoon viimeisen 5 vuoden
aikana. Taulukossa I on esitetty kliinisessa tutkimuksessa olevat malariarokotteet, jotka ovat
rekisterdity osoitteessa Clinicaltrials.gov vuodesta 2000 lahtien vuoteen 2020. (Dufty ja Gorres,
2020.)

Erittdin tehokkaan malariarokotteen kehittdmisen vaikeus on saanut aikaan sen, ettd
tutkimuksissa on kokeiltu hyvin monenlaisia uusia ldhestymistapoja ja arviointia. Sen liséksi,
ettd tutkimukset sisdltdvat erilaisia Idhestymistapoja malariainfektioiden ja tautien torjumiseksi,

tehdddn samalla myds monien muiden uusien rokotetekniikoiden varhaista arviointia. (Hill,

2011.)
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Taulukko I. Taulukossa on vuodesta 2000 ldhtien ClinicalTrials.gov- sivustolle rekisterdidyt
malariarokotteiden kliiniset tutkimukset. Vuodesta 2000 léhtien kliinisissd kokeissa on tutkittu
pre-erytrosyyttiseen vaiheeseen kohdistettuja rokotekandidaatteja, kuten RTS,S, R21, Full-
lenght CSP, PfSPZ Vaccine, Chemoprophylaxis vaccination (CVac) ja Genetically attenuated
parasite (GAP) vaccines. Verivaiheen rokotekandidaatteina kliinisissad tutkimuksissa on ollut
testissa PfRHS, AMA-1-RON2, PfSEA-1 ja PfGARP. Kokonaisista sporotsoiittirokotteista
tutkimuksiin on rekisterdity Chemically attenuated parasite (CAP) vaccines ja Plasmodium
vivaxin aiheuttamaa malariaa vastaan PvDBP. Hyttysvaiheen rokotteista sivustolle on

rekisterdity Pfs25, P£s230, Pfs48/45 ja Pvs230. (Kuva lahteesta:
https://www.nature.com/articles/s41541-020-0196-3#citeas).
Vaccine candidate Immunogen type Current
status
Pre-erythrocytic stage (anti-infection)
RTS,S Subunit Phase 4
R21 Subunit Phase 1/2
Full-length CSP Subunit Phase 1
PfSPZ Vaccine Z\’f’:'e ?:East?cfr:? zoite (radiation Phase 2
Chemoprophylaxis vaccination (CVac) g\{gc:]lﬁast?c?r:‘?zoite (chemical Phase 2
Genetically attenuated parasite (GAP) Whole sporozoite (genetic Phase 1
vaccines attenuation)
Blood stage
PfRH5 Subunit Phase 1
AMAT-RON2 Subunit Preclinical
PfSEA-1 Subunit Preclinical
PfGARP Subunit Preclinical
S;fcrmgiuy attenuated parasite (CAP) Whole blood-stage parasite Phase 1
VAR2CSA (Placental malaria) Subunit Phase 1
PvDBP (Plasmodium vivax) Subunit Phase 1
Mosquito stage (Transmission-blocking)
Pfs25 Subunit Phase 1
Pfs230 Subunit Phase 2
Pfs48/45 Subunit Preclinical
Pvs230 (Plasmodium vivax) Subunit Preclinical
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3.5.1 Pre-erytrosyyttiset rokotteet

Pre-erytrosyyttiset rokotteet, joista kdytetddn myOs nimed anti-infektiiviset rokotteet,
kohdistuvat padasiassa Plasmodium falciparumin itidihin. Rokotteet indusoivat spesifisid
vasta-aineita, jotka tappavat tartunnan saaneet maksasolut tai hiiritsevdt malariaparasiittia
maksasoluissa tapahtuvan lisddntymisen aikana ja estdvét siten merotsoiittien vapautumisen
verenkiertoon ja infektion oireiden syntymisen. Pre-erytrosyyttisten rokotteiden suojan
Plasmodium falciparumia vastaan on oltava 100 %, jotta todellinen suojavaikutus voidaan
saavuttaa. Talld hetkelld suurin osa pre-erytrosyyttisia malariarokotteita koskevasta
tutkimuksesta painottuu alayksikkorokotteiden kehittimiseen loisen proteiineja vastaan.
Plasmodium falciparumin CS-proteiini on yksi esimerkki téstd. (Gu et al, 2019.)
Pre-erytrosyyttiset rokotteet kdyttdvét antigeeneind sporotsoiittien pinnalla olevia rakenteita
kuten cirkumsporotsoiittiproteiineja (CSP) sekd infektoituneen hepatosyytin pinnalla olevia
rakenteita. Maksakierron aikana sporotsoiitit kulkeutuvat maksaan ja lisdéntyvét sielld
jakautumalla. Infektoituneella henkilolld ei vield tdlloin ilmene oireita. Pre-erytrosyyttiset
rokotteet on suunniteltu toimimaan niin, ettd ne indusoivat vasta-aineita pinta-antigeeneja
vastaan. Vasta-aineiden toimintakyky perustuu siihen, ettd ne puhdistavat sporotsoiitteja iholta
ja verenkierrosta seki estdvit niiden paddsyn maksan hepatosyytteihin. Vasta-aineet tehostavat
myo6s T-solujen toimintaa infektoituneita hepatosyyttejd vastaan. Pre-erytrosyyttiset rokotteet,
jotka omaavat korkean aktiivisuuden, voivat puhdistaa loiset ennen niiden vapautumista
verenkiertoon. Sporotsoiitteja sekd infektoituneita hepatosyytteja vastaan kohdistetut
immuunivasteet voivat teoriassa estdd taudin kehittymisen verivaiheeseen. (Duffy ja Gorres,
2020.)

CSP on sporotsoiittivaiheen loisilla hallitsevana pinta-antigeenind. Tutkimuksissa on osoitettu,
ettd vasta-aineet CSP-antigeenejd vastaan ovat estineet sporotsoiitteja siirtyméstd maksan
hepatosyytteihin ja tartutamasta niitd. P. falciparum -loisen aiheuttamaa malariaa vastaan
kehitteilld olevan rokotekandidaatin, RTS,S/AS01:n, toiminta perustuu sporotsoiittien pinnalla
oleviin CSP-antigeeneihin. RTS,S/ASO1 sisdltdd ainoastaan malaria-antigeenia CSP, joten
rokote toimii vain pre-erytrosyyttiseen vaiheeseen. CSP-antigeenin ekspressointia ei tapahdu
verivaiheessa, joten rokotteen aiheuttama immuunivaste ei suoranaisesti vaikuta verivaiheessa

olevaan loiseen. (WHO, 2020.)
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3.5.2 Kokonaiset sporotsoiittirokotteet

Kolme potentiaalista kokonaisen sporotsoiittirokotteen valmistustapaa on kehitteilld;
geneettisesti heikennetyt loiset, sdteilylld heikennetyt iti6t ja villityypin itit, jotka annetaan
yhdessa kemoprofylaksian kanssa (Do et al, 2018).

1970-luvulta ldhtien on saatu todisteita, ettd kokonaiset sporotsoiittirokotteet voisivat tarjota
steriloivan immuniteetin ihmisen sporotsoiittialtistusta vastaan mutta rokotteiden valmistusta
ei ole jatkettu tuotteena, johtuen siitd késityksestd, ettd siteilytettyjen sporotsoiittien
valmistaminen rokotteeksi on epikéytanndllistd. Sanaria-yhtio esitteli vuonna 2010 tekniikan,
joka sisdltdd Plasmodium falciparum -sporotsoiittien kerddmisen viljellyilld laboratorioloisilla
tartunnan saaneiden aseptisten hyttysten sylkirauhasista, niiden puhdistamisen, siirron
ndytepulloon ja kylmésiilytyksen nestemiisessi typpihdyryfaasissa. Plasmodium falciparum -
sporotsoiitit heikennetéén erilaisia menetelmid kdyttden rokotekandidaattien valmistamiseksi,
sateilyheikennys, jolloin saatua rokotetta kutsutaan PfSPZ-rokotteeksi, kemoheikennys, joka
suoritetaan in vivo ja antamalla samanaikaisesti malarialddkkeitd, tdlloin rokotetta kutsutaan
PfSPZ-CVac-kemoprofylaksirokotteeksi sekd geneettinen heikennys, jossa poistetaan geenit,
joita sporotsoiitti tarvitsee tdydelliseen maksanvaiheen kehittymiseen. Geneettiselld
heikennykselld valmistettua rokotetta kutsutaan nimelld PfSPZ-GAIl. PfSPZ-rokote on
edellyttinyt rokottamista suoraan laskimoon steriilin immuniteetin saamiseksi. Kokonaisten
sporotsoiittirokotteiden  logistisiin  ja  potentiaalisiin  kustannushaasteisiin ~ kuuluvat
nestetyppikylmaiketju, rokottaminen suoraan laskimoon ja valmistuksen laajentaminen. (Dyffy

ja Gorres, 2020.)

3.5.3 Verivaiheen rokotteet

Malarian kliiniset oireet, kuten kuume, ilmaantuvat, kun Plasmodium-loiset kiertavét
verivaiheen loisina ihmiskehon punasoluissa. Kun merotsoiitit siirtyvit maksasta punasoluihin,
voi niiden pintaproteiini jddd4d punasolujen solukalvoihin ja altistua néin suoraan isédnndn
immuunipuolustukselle. T- ja B-solut aktivoituvat tuottamaan immuunivasteita torméttyaan
ndihin punasolun pinnalla oleviin, antigeenind toimiviin rakenteisiin. Tutkimukset ovat
antaneet viitteitd, ettd yo- T-solut voivat tuottaa vasta-aineita ja antaa suojaavan immuniteetin
malariainfektion verivaiheelle. Siksi verivaiheen malariarokotteiden tutkimus on ollut pitkdan

rokotteiden “’hot spot”. (Gu et al, 2019.)
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Verivaiheen rokotteiden toiminta perustuu loisen aseksuaalisiin muotoihin, jotka lisdéntyvét
syklisesti punasoluissa. Verivaiheessa olevat loiset ovat olleet kiinnostava kohde
malariarokotteita kehittiville tutkijoille, silld verivaiheen aikana ilmenevit sairaudelle
tyypilliset oireet. Verivaiheeseen kohdistuvien rokotteiden haasteina on ajan lyhyys;
merotsoiitit kulkevat veressd punasolujen vililld vain lyhyen aikaa ja ovat titen vasta-aineiden
ulottuvilla ainoastaan hetken. Toisina haasteena ovat antigeenien polymorfismi, redundantit
hyokkéysreitit sekéd kohteena olevien loisten suuri maara. Vuosien 2000 ja 2015 vilisend aikana
verivaiheen rokotekokeiluja rekisterditiin yli 30 kappaletta, ja suurin osa kokeiluista kohdistui
MSPI1- ja AMAIl-antigeeneihin. Muita antigeenejd, joita vastaan verivaiheen rokotteita
kehitettiin, olivat muun muassa EBA-175 ja MSP3. AMA-1-antigeenia vastaan suunnatut
rokote-ehdokkaat indusoivat kokeissa vasta-aineita, jotka olivat toimivia in vitro-mairityksilla
mutta eivét kuitenkaan osoittaneet tehokkuutta kontrolloitua infektiota vastaan. (Duffy ja
Gorres, 2020.)

Yksi esimerkki verivaiheen rokotteesta on AMA-1 (Apical Membrane Antigen 1). AMA-1
ilmenee sporotsoiitti-, maksa- ja erytrosyyttivaiheessa, jolloin silld on olennainen rooli loisten
selviytymisessd. AMA-1/AS02-rokotteella ei ollut yleistd tehokkuutta, mutta seula-analyysin
perusteella on todettu alleelispesifinen teho rokotekantaa vastaan, miké viittaa siithen, etti
AMA-1 voisi olla hyddyllinen lisdys monikomponenttiseen rokotteeseen. AMA-1-molekyyli
rakentuu 16:sta konservatiivisesta Kkysteiinitdhteestd, jotka jatkavat proteiinin kolmeen
alarakenteeseen. Ndistd alarakenteista AM-1(III), joka sijaitsee C-terminaalisella alueella, on
geneettisesti  konservoitunut ja sitd on pidetty komponenttina ehdokasrokotteelle.
Tutkimuksissa on havaittu, ettd Plasmodium falciparumin kimeerinen proteiini 2.9 (PfCP-2.9),
joka koostuu MSP119- ja AMA-1(IIl)-sekvensseistd, indusoi loisia estdvid vasta-aineita

kaneissa ja apinoissa. (Gu et al, 2019.)

3.5.4 Seksuaalisiin ja hyttysvaiheisiin kohdistuvat rokotteet

Seksuaalisiin ja hyttysvaiheisiin kohdistuvat rokotteet on suunniteltu siten, ettd ne hallitsevat
malariaparasiittien levidmistd ihmisisdnnésti hyttysvektoreihin. Rokotteet sisdltdvit hyttys- ja
seksuaalivaiheiden pinta-antigeenejd, jotka indusoivat vasta-ainetuotannon. Vasta-aineet
tappavat loisia hyttysen imiessd verta ihmisestd ja keskeyttivit loisen levidmisen vektorin
kautta. Kohteena olevat antigeenit tunnistettiin monoklonaalisilla vasta-aineilla, joita
kasvatettiin jyrsijoissd sukusoluja vastaan ja estettiin hyttysen tartunta. Neljd johtavaa

rokotekandidaattia on ryhmitelty ihmisen veressd olevien loisen gametosyyttien
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ekspressoimien sukusolujen pintaproteiinien mukaan, esimerkiksi P. falciparumin Pfs230 ja
Pfs48/45 seka tsygootin pinnalla esiintyvien proteiinien mukaan, esimerkiksi Pfs25 ja Pfs28.
Namé antigeenit siséltdvét paljon kysteiinejd ja niissd on useita 6-cys- tai epidermaalisen
kasvutekijin (EGF) kaltaisia domeeneja. Pfs25 oli ensimmdinen rekombinanttiproteiinina
valmistettu seksuaalisiin ja hyttysvaiheisiin kohdistuva rokotekandidaatti. Eldintutkimukset
ovat osoittaneet, ettd Pfs25-rokotekandidaatit ovat saaneet aikaan yhtéd suuren tehon kuin muut
antigeenit tai antigeeniyhdistelmat, ja siksi Pfs25 on ollut tdhdn mennessa julkaistujen kliinisten
tutkimusten painopiste. Nyt kdynnissé olevat tutkimukset keskittyvit Pfs230-rokotekandidaatin
aktiivisuuden tutkimiseen, ja eldimilld kasvatetut Pfs230-vasta-aineet osoittavat lyyttistd
aktiivisuutta P. falciparumin gameetteja vastaan komplementin ldsni ollessa. Niiden saatujen
tulosten pohjalta voidaan uskoa, ettd ihmisen Pfs230-antiseerumin aktiivisuutta voidaan myos
saada lisdttyd. (Duffy ja Gorres, 2020.)

Seksuaalisiin ja hyttysvaiheisiin kohdistuvien rokotteiden kehityksen haasteisiin kuuluu
riittdvdn adaptiivisen vasteen saavuttaminen, jotta riittdvdn korkean vasta-ainetason
ylldpitiminen on mahdollista ajan myotd, sekd riittdvin laaja kattavuus laumasuojan
saavuttamiseksi. Rokotteella on liséksi oltava poikkeuksellinen turvallisuusprofiili, koska niista
ei ole suoraa hyotya yksilolle. Seksuaalisiin ja hyttysvaiheisiin kohdistuvat rokotteet voitaisiin
yhdistdd pre-erytrosyyttiseen vaiheeseen kohdistuvien rokotteiden kanssa, jolloin ihmisilla
tapahtuva infektio ja tarttuminen hyttysiin voitaisiin estdd yhden rokotteen avulla. (Dufty ja

Gorres, 2020.)

3.5.5 Vivax-rokotteet

Plasmodium vivax aiheuttaa arviolta noin 14,3 miljoonaa malariatapausta vuosittain ja on
suurin malarian aiheuttaja Aasiassa ja Latinalaisessa Amerikassa. Loinen aiheuttaa 50 %
Afrikan ulkopuolella tapahtuvista malariatapauksista. P. vivax -loisen aiheuttamaa malariaa on
perinteisesti pidetty hyvénlaatuisena tertiddrisend malariana, mutta nykyddn se on katsottu
olevan yhd enemmén kansanterveydellinen uhka, joka aiheuttaa vakavaa sairastuvuutta ja
kuolleisuutta. Rokotekehitys loista vastaan kérsii resurssien niukkuudesta, silld suurin osa
malariarokotteiden tutkimukseen kéytetyistd varoista kohdistuu P. falciparum -tutkimukseen.
P. vivax -rokotteiden kehittdminen onkin yleensd seurannut P. falciparumia vastaan
kohdistettujen rokotteiden kehittdmista. (Duffy ja Gorres, 2020.)

Plasmodium  vivaxia  vastaan  testatut rokotteet sisdltivdt  pre-erytrosyyttisten

rokotekandidaattien ja seksuaalisiin ja hyttysvaiheisiin kohdistuvien rokotekandidaattien
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ortologit, jotka ovat olleet suurimmassa kéytossd P. falciparumin vastaisessa
rokotekehityksessd. PvCSP-rokote formuloituna ASO1-adjuvantilla ei kuitenkaan tarjonnut
steriilid suojaa P. vivax -sporotsoiitteja vastaan. P. falciparumin aiheuttamaa malariaa vastaan
kehitetyn Pfs230D1-EPA:n kliinisen kehityksen perusteella P. vivax -ehdokas Pvs230DI1-
EPA:ta valmistetaan parhaillaan kokeita varten, jotka voivat alkaa vuonna 2021. (Duffy ja
Gorres, 2020.)

P. vivaxia vastaan suunniteltujen verivaiheen rokotteiden tutkimus on keskittynyt Dufty
Binding proteiiniin (PvDBP). PvDBP sitoutuu punasolujen pinnalla olevaan reseptoriin, ja sitd
tarvitaan merotsoiittien tunkeutumisessa punasoluihin. Kaksi DBP-rokotekandidaattia,
virusvektorilO1 ja rekombinanttiproteiinikandidaattil02, on suorittanut vaiheen I kokeet.
Tulokset osoittivat, ettd molemmat ehdokkaat indusoivat funktionaalisia vasta-aineita in vitro-
menetelmalld mitattuna. Rakennetutkimuksissa, joissa ihmisten vasta-ainetuotanto on aktivoitu
rokotuksella tai luonnollisella Plasmodium vivax -altistuksella, on tunnistettu toiminnallisia ja
ei-toiminnallisia  epitooppeja, jotka tarjoavat perustan PvDBP-rokotekandidaattien
suunnittelulle. Kuvassa 3 on esitetty malarialoisen elinkierto sekd kierron eri vaiheisiin

kohdistuvat rokotekandidaatit. (Duffy ja Gorres, 2020.)
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Kuva 3. Kuvassa on esitetty malarialoisen elinkiertoon kuuluvat vaiheet havainnollistamaan
eri vaiheita, joilla on merkitystd malariarokotteen suunnittelussa ja sen kohdentamisessa.
Sporotsoiitti-vaihe on useiden eri rokotteiden kohde, mukaan lukien RTS,S/AS01-rokotten.
Pre-erytrosyyttiseen vaiheeseen sisdltyy my0s maksavaihe, johon tavallisesti kohdistetaan
vektoroituja rokotteita. Merotsoiitin antigeenit ovat useimmiten siséllytetty verivaiheen
rokotteisiin. Gametosyyttejd vastaan kohdistetaan usein rokotteita, jotka estidvit loisen
levidmisen vektorin ja isdnnédn vélill4. Pre-erytrosyyttiset rokotteet on tarkoitettu ehkdisemiéin
malarian aiheuttamia infektioita ja sairauksia, kun taas verivaiheen loisia vastaan suunnitellut
rokotteet on tarkoitettu ehkdiseméén kliinisid sairauksia ja kuolemia. (Duffy ja Gorres, 2020.)
(Kuva ldhteesté: https://www.nature.com/articles/s41541-020-0196-3%#citeas).

4. RTS,S-rokote

Malariarokotteiden kehitys siirtyi uudelle aikakaudelle vuonna 2015, kun Euroopan
ladkevirasto arvioi Plasmodium falciparum -malarialoisiota vastaan kehitetyn ehdokkaan
RTS,S-rokotteen. RTS,S otettiin kdyttoon kansallisissa pilottihankeohjelmissa, mikad merkitsi
sitd, ettd RTS,S oli ensimmiinen loisia vastaan valmistettu rokote, joka ldpdisi valvonnan.

Ensimmadiset RTS,S-rokotteen testaukset alkoivat vuonna 1997 ja RTS,S-rokotetta on arvioitu
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useissa kliinisissd tutkimuksissa. Samaan aikaan myds muiden pre-erytrosyyttisten
ehdokkaiden testaus on lisddntynyt. (Dyfty ja Gorres, 2020.)

RTS,S on maailman edistynein malariarokotekandidaatti. Rokotteen tarkoituksena on tarjota
suoja Saharan eteldpuolisen Afrikan malariaendeemisten alueiden lapsille ja vastasyntyneille
Plasmodium falciparumin aiheuttamaa malariaa vastaan. RTS,S-rokotekandidaatista on
valmistunut Afrikassa dskettdin keskeinen, kolmannen vaiheen techokkuustutkimus.
Tarkoituksena on ollut kehittdd rokote, joka on turvallinen ja tehokas. Tavoitteena on ottaa
rokote kéyttoon laajennettuun immunisaatio-ohjelmaan, jotta malariataudin riskid voidaan
vahentdd merkittdvisti ensimmadisten elinvuosien aikana. Kuten rokotteet yleensd, myds RTS,S
pyrkii kiynnistimédan kehon oman immuunijirjestelméin taistelussa sairauksia vastaan, RTS,S-
rokotteen kohdalla Plasmodium falciparum -loisen aiheuttamaa malariaa vastaan. RTS,S on
suunniteltu estimién malariaparasiitin kypsyminen ja lisdéntyminen maksassa. (Ballou, 2009.)
RTS,S-rokotteesta on tehty tutkimusta yli 4000 koehenkil6lld. Koehenkildind on ollut mukana
sekd malariaa aikaisemmin sairastuneita henkildité, ettd sairastamattomia henkil6itd kaikista
ikdryhmistd. Rokotetutkimukset ovat antaneet tuloksia, jotka ovat osoittaneet, ettd RTS,S on
turvallinen ja hyvin siedetty kaikkien ikdryhmien keskuudessa. Jos rokotetutkimukseen on
sisdltynyt arviointia, ovat ne antaneet ndyttod suojaavasta tehosta. Vuoteen 2009 mennessi
suurin osa rokotteen kliinisistd tutkimuksista on kédyttinyt RTS,S/AS02 muunnelmaa, jossa
adjuvanttiaine AS02 koostuu lipidiemulsiosta. Viime aikoina kayttodon on tullut myos
RTS,S/AS01- muunnos, jonka on osoitettu indusoivan vield suurempia vasta-ainemééria seka
Thl-soluvilitteisia vasteita P. falciparumin circumsporotsoiittiproteiinia vastaan. RTS,S/AS0O1
on nykyisin johtava rokotekandidaatin muoto. (Ballou, 2009.)

RTS,S/ASO1- ja RTS,S/AS02-rokotteissa RTS,S on yhdistettynd eri adjuvanttijirjestelmiin;
RTS,S/ASO1-rokotteessa adjuvanttina toimii ASO1, kun taas RTS,S/AS02-rokotteessa
adjuvanttina on AS02. Adjuvantit ovat aineita, joita kéytetdfin parantamaan rokotteen
immunogeenisuutta ja  tehokkuutta. Adjuvantit parantavat antigeenin  esittelyd
antigeenispesifisille immuunipuolustuksen soluille tavoitteena saada aikaan pitkdaikainen
suoja spesifisid patogeeneji vastaan. On raportoitu, ettd molemmilla adjuvanttimuunnoksilla,
RTS,S/ASO1 ja RTS,S/AS02, rokotteiden spesifiset immuunivasteet CSP:td vastaan ovat
parempia kuin ilman adjuvanttia toimivalla RTS,S-rokotteella. Tdmén takia RTS,S-
rokotekandidaatteihin ovat yleensd liitetty mukaan adjuvantti.  Eldinkokeissa saadut
tutkimukset osoittavat, ettd anti-CS-vasta-ainevaste RTS,S/ASO1:1le oli paljon parempi kuin
RTS,S/AS02:1le, mikéd voi olla yksi syy siihen, ettd nykyddn RTS,S/ASO1 on paljon laajemmin
kaytetty kuin RTS,S/AS02. (Gu et al, 2019.)
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4.1 RTS,S-rokotteen kehitys

RTS,S-rokotteen kehittiminen oli looginen jatko yli vuosikymmenen kestdneelle
tutkimukselle, joka perustui hypoteesiin, jonka mukaan CS-proteiiniin perustuva
alayksikkorokote voisi tarjota suojan ihmisille malariainfektioita vastaan. Jo 1970-luvulla
muun muassa Nussenzweigin laboratorio sekd useat muut tutkimusryhmat olivat osoittaneet,
ettd séteilylld heikennetyilld iti6illd aiheutettu immunisaatio voi tarjota tdydellisen steriilin
suojan malariaa vastaan ihmisilld ja eldimilld. Heikennettyihin itidihin perustuva rokotteen
kehittdminen sisélsi kuitenkin merkittivid teknisid, logistisia ja turvallisuushaasteita. (Ballou,
2009.)

Walter Reed Army Institute of Researchin (WRAIR) tutkijat kdyttivit rokotteen kehittdmisessa
alayksikkdon perustuvaa ldhestymistapaa. Alayksikkorokotteeseen siséltyi yhden tai
useamman tdrkedn, malariaparasiitista perdisin olevan suojaavan antigeenin eristiminen.
Vuonna 1984 WRAIR ja SmithKline&Frenchin tutkijat tydskentelivét yhteistydssd malarian
alayksikkorokotteen kehittdmiseksi. SmithKline&French on GlaxoSmithKline Biologicals -
yrityksen edeltdjd. Yhteistyo on jatkunut tdhan pdivédn saakka. (Ballou, 2009.)

Kehityksen perustana oli rokotekandidaatit, jotka ovat ensisijaisesti suunniteltu indusoimaan
vasta-aineita CS:n toistuvia epitooppeja vastaan. Tehokkuustulokset seuraavien vuosien
kliinisissd tutkimuksissa osoittivat vain 0—20 % tehokkuustuloksia, joten rokotesuunnitelmat,
jotka perustuivat ainoastaan CS-toistoihin tai vaihtoehtoisesti ei-toistuviin reuna-alueisiin, eivit
toimineet. (Ballou, 2009.)

RTS,S-rokote luotiin vuonna 1987 osana GlaxoSmithKlinen (GSK) ja Reed Army Institure of
Researchin vilistd yhteistyotd. Molempien tutkimusryhmien tavoitteena oli kehittdd rokote,
jonka perustana olivat tutkimukset siteilyn vaimentamien itididen estdmisestd malariaa
vastaan.  Circumsporotsoiittiproteiini-antigeeni  oli ~ séteilyn vaimentamien itididen
atkaansaaman immuunivasteen kohde. Proteiini kloonattiin ja sekvensoitiin Yhdysvaltojen
Kansallisen Terveysinstituutin ja WRAIR:n toimesta. Téysmittaisen CSP-antigeenin
tuottaminen osoittautui tuolloin hankalaksi, joten tutkijat kiyttivit GlaxoSmithKlinen
Escherichia coli -valmistusjérjestelmaa alayksikkoantigeenin tuottamiseen.
Alayksikkodantigeeni  perustui  keskeiseen  toistuvaan alueeseen. Neljdn tutkitun
antigeeniehdokkaan joukosta, yksi eteni kliinisen vaiheen testeihin. Ehdokasta testattiin
thmisilla, joilla oli kontrolloitu malariainfektio. Testi osoitti suojaa yhdelld vapaaehtoisella.

(Laurens, 2019).

24



Vuonna 1987 tapahtui myds GSK:n malariarokoteohjelman siirtiminen Philadelphiasta
rokotealalle Belgiaan. Missddn aikaisemmissa CSP-pohjaisten rokotteiden kehityksissa,
GSK:ssa tai muissa malariarokotteen kehitysohjelmissa, ei ollut kédytetty hiukkasrakennetta.
Vuonna 1988 julkaistiin ensimmdiinen hiukkasrakenteisen CSP-pohjaisen rakenteen
yksityiskohdat. Tdtd seurasi myods ensimmadiset kliiniset tutkimukset, joissa kéytettiin CSP-
hepatiitti B-viruksen pinta-antigeenejda RTS,S-rokotekandidaatissa. Hiukkanen oli merkittidva
askel eteenpdin aikaisempiin peptidirakenteisiin verrattuna, mutta myos uudet adjuvantit olivat
tirkedssa roolissa. RTS,S-rokotekandidaatit, joissa kdytettiin AS02-adjuvanttia, osoittautuivat
altistusmalleissa toistuvasti tehokkaiksi. RTS,S/AS02 oli GSK:n johtava ehdokas malariaa
vastaan kehitetyistd rokotekandidaateista, kunnes vuonna 2009 RTS,S/ASO1 valittiin vaiheen
I tutkimukseen. RTS,S/AS01-rokotekandidaatti oli osoittanut altistustutkimuksissa parempaa
kliinistd tehokkuutta ja parannettua immunogeenisuutta. RTS,S-rokotteen kehitys on toteutettu
julkisen ja yksityisen sektorin kumppanuutena GSK:n ja PATH:n Malaria Vaccine Initiativen
vililld vuodesta 2001 ldhtien. Rokotteen kehitys on johtava esimerkki timén tyyppisen julkisen
ja yksityisen sektorin kumppanuudesta. Euroopan lddkeviraston (EMA) ihmisille tarkoitettuja
ladkkeitd kisittelevd komitea (CHMP) antoi 23. heindkuuta vuonna 2015 mydnteisen
tieteellisen lausunnon RTS,S-rokotteen kéytolle. Kuvassa 4 on esitettynd RTS,S-

rokotekehityksen tarkeimmat tapahtumat ja vuosiluvat. (WHO, 2015.)
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Kuva 4. RTS,S-rokotteen kehityksen aikajana vuodesta 1984 1dhtien, vuoteen 2015. Vuonna
1984 alkanut GlaxoSmithKlinen ja Walter Reed Army Institute of Researchin yhteistyd voidaan
ajatella rokotteen kehityksen aloittavaksi tekijdksi. Vuonna 2001 GSK ja PATH Malaria
vaccine Initiative aloittivat kumppanuuden. Vaiheen III kliininen tutkimus aloitettiin vuonna
2009 ja saatiin padtokseen vuonna 2014. Vuonna 2014 GSK myds toimitti hakemuksen
Euroopan lddkevirastolle tarkistettavaksi ja Euroopan lddkeviraston Ihmisille tarkoitettuja
ladkkeitd késittelevd komitea antoi myonteisen lausunnon heindkuussa 2015. (Biernaux ja
Kaslow, 2015.)

(Kuva léhteestd: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15013377)

4.1.1 RTS,S-rokotteen kehityksen vaikeudet

Malariarokotteiden kehitykselle on ominaista hitaus ja haastavuus. Malariaparasiitilla on
monimutkainen elinkaari, mikd vaikeuttaa rokotteen kohdistamista tiettyyn antigeeniin.
Malaria-tautiin johtavia biologisia mekanismeja ei ole vield tdysin ymmadrretty, ja
adjuvanttijirjestelmidd ei ole saatu kehitettyd riittdvin tehokkaaksi immunogeenisen
vaikutuksen  vahvistamiseksi.  Biotekniikan, kuten genomiikan, proteomiikan ja
bioinformatiikan nykyisin tapahtuva nopea kehitys auttaa malaria-antigeenien tutkimuksessa.
My®os virusvektoreiden ja yhdistelma-DNA-tekniikan kdytto on yleistynyt rokoteteknologiassa.
Esimerkiksi hepatiitti B-virus ja simpanssin adeno-virus ovat toimineet vektoreina pre-
erytrosyyttivaiheen ja  verivaiheen rokotekandidaateissa. RTS,S/ASO1-rokote on
rekombinantti, hiivassa ilmentyva alayksikkorokote, joka kéyttdd hepatiitti B:n pinta-antigeenid
matriisikantajana epitoopeille, jotka ovat peréisin P. falciparumin
cirkumsporotsoiittiproteiineista. Sen adjuvanttijarjestelmdd on muutettu useita kertoja
tutkimusten prekliinisissd vaiheissa, ja lopulta identifioitiin muita immunogeenisempi muunnos

ASOI1E, joka saa aikaan sekd soluvilitteisen, ettd humoraalisen immuniteetin aktivoitumisen.
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Uusien malariarokotteiden sekd niihin lisdttyjen adjuvanttijarjestelmien on noudatettava
WHO:n ohjeita. Néitd ohjeita noudattamalla voidaan varmistaa rokotekandidaattien laatu,
turvallisuus ja tehokkuus. (Asante et al, 2015.)

Malariarokotteiden kehityksen vaikeuksiin liittyy myds kehitysprosessiin liittyvét suuret
kustannukset. Tutkijoiden on haasteellista etsid varoja tutkimusprojekteihin tai houkutella
voittoa tuottavat lddkeyritykset investoimaan niihin. Toisen sukupolven rokotteiden
kehittdmisessé rokotteiden on osoitettava olevan tehokkaampia ja parempia kuin ensimmaisen
sukupolven rokotteet. Rokotteiden erojen todistaminen edellyttdd suuria niytekokoja ja kalliita

kliinisid tutkimuksia. (Asante et al, 2015.)

4.2 RTS,S:n rakenne

Rokotteelle annettu tieteellinen nimi RTS,S edustaa sen koostumusta. R kuvaa Plasmodium
falciparum  -circumsporotsoiittiproteiinin - keskestd toistuvaa aluetta, T kuvastaa C-
terminaalisen alueen sisédltimid T-solun epitooppeja ja S tarkoittaa hepatiitti B:n pinta-
antigeenia (HBsAg). RTS:ssé ndma kaikki on yhdistetty yhteen fuusioproteiiniin, joka ilmentyy
hiivasoluissa vapaan HBsAg:n kanssa. RTS-fuusioproteiini ja vapaa S-proteiini muodostavat
spontaanisti RTS,S-rakenteita lipoproteiinhiukkasiin. RTS,S/AS01- rokotteessa ASO1 kuvaa
adjuvanttijirjestelméd. (Duffy ja Gorres, 2020.)

RTS,S on pre-erytrosyyttisen vaiheen yhdistelmiproteiinirokote. RTS,S koostuu hepatiitti B-
pinta-antigeeniin fuusioituneesta P.falciparumin circumsporotsoiittiproteiinin keskimmaisesta
tandemtoistosta ja C-terminaalisesta osasta, ja se on ilmennetty  hiivassa yhdessd
fuusioimattoman hepatiitti B -pinta-antigeenin kanssa. RTS,S-partikkelit ovat viruksen
kaltaisia partikkeleita ja ne muodostuvat, kun RTS-malaria-hepatiitti-B-fuusioproteiini
ilmentyy yhdessa S-antigeenin kanssa yksin Saccharomyces cerevisiae -hiivasoluissa. Kuvassa

5 on esitetty viruksen kaltaisten partikkelien muodostuminen. (WHO, 2015.)
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Kuva 5. RTS,S-hiukkaset koostuvat spontaanisti. RTS,S-antigeeni sisdltdd kaksi proteiinia;
RTS,S- ja S-proteiinit, jotka siirtyvdt spontaanisti lipoproteiinihiukkasten pinnalle ja
muodostavat ~ RTS,S-rakenteen  (Duffy ja  Gorres, 2020). (Kuva ldhteesti:
https://www.ema.europa.eu/en/documents/medicine-outside-eu/mosquirix-public-assessment-
report_en.pdf).

RTS,S siséltdd 189 yhteistd aminohappoa CSP:n kanssa, mukaan lukien viimeiset 18 NANP-
toistoa ja C-terminaalisen paén ilman GPI-ankkurin lisdyssekvenssid. Noin 25 % hepatiitti B-
viruksen pinta-antigeenin (HBsAg) monomeereista on RTS,S-partikkeleissa fuusioitu
geneettisesti katkaistuun CSP:hen ja niiden tehtdvd on toimia proteiininkantajina. RTS,S:n
CSP-fragmentti sisdltdd kolme tunnettua T-soluepitooppia; erittdin vaihteleva CD4+T-
soluepitooppi ennen TSP:n kaltaista domeenia (TH2R), erittdin vaihteleva CD8+T-
soluepitooppi TSP:n kaltaisessa domeenissa (TH3R) ja konservoitunut universaali CD4+T-
soluepitooppi (CS.T3) C-terminaalisessa piddssd. FEi-adjuvanttinen RTS,S on heikosti
immunogeeninen ja vaatii adjuvantin CSP:n immuunivasteiden suuruuden ja keston
parantamiseksi. Rokotteen kanssa kdytetyimmét adjuvantit ovat olleet ASO1 ja AS02. ASO1-
adjuvanttijirjestelmd  koostuu  kahdesta  immunostimulaattorista,  3-O-desasyyli-4’-
monofosforyylilipidi  A:sta (MPL) ja QS-21 stimulon -adjuvantista (QS-21)
liposomiformulaatiossa. Kuvassa 6 on esitetty RTS,S-rokotteen rakenne. CSP:n rakenne on
kuvattu tarkemmin kappaleessa 4.1. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)

RTS,S-rokotteessa N-terminaalisen alueen puuttuminen ja CSP:n geneettinen monimuotoisuus
ovat huomionarvoisia. Immuunivasteet CSP:n N-terminaaliselle alueelle, joka siséltdd kaksi
toiminnallista domeenia on tunnistettu potentiaalisiksi kohteiksi suojaaville vasta-aineille.
Vield ei ole kuitenkaan tiedossa, estdvitko vasta-aineet, jotka kohdistuvat erityisesti CSP:n
erittdin konservoituneeseen alueeseen I, loisten sitoutumista ja proteolyyttistd jakautumista.

Tutkimukset ovat osoittaneet ettdi CSP:n N-terminaalisella alueella ndyttdd olevan rajallinen
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geneettinen monimuotisuus. Keskeisten toistuvien alueiden ja C-terminaalisen péddn tiedetdéin

olevan polymorfisia. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)

T-cell epitopes
Immunodominant Variant Conserved
B-cell epitope(s) cbat cps* cba*

HBsAg

NANP repeats TH2R TH3R C5.73

Kuva 6. RTS,S-rokotteen rakenne. RTS,S-rokotteeseen sisdltyvd CSP:n alue siséltda viimeiset
18 NANP-toistoa ja C-terminaalisen pddn ilman GPI-ankkurin lisdyssekvenssid. Hepatiitti B-
viruksen pinta-antigeenin (HBsAg) monomeerit muodostuvat itsestdén viruksen kaltaisiksi
hiukkasiksi janoin 25 % RTS,S:n siséltdmistd HBsAg-monomeereista on geneettisesti fuusioitu
katkaistuun CSP:hen ja toimii proteiininkantajina. RTS,S:n CSP-fragmentti siséltdd kolme
tunnettua T-soluepitooppia; erittdin vaihteleva CD4+T-soluepitooppi ennen TSP:n kaltaista
domeenia (TH2R), erittdin vaihteleva CD8+T-soluepitooppi TSP:n kaltaisessa domeenissa
(TH3R) ja konservoitunut universaali CD4+T-soluepitooppi (CS.T3) C-terminaalisessa pdéssa.
(Biernaux ja Kaslow, 2015.) (Kuva lahteesta:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15013377).

4.3 RTS,S-rokotteen toiminta

RTS,S-rokotteen toiminta perustuu P. falciparum -loisen elinkaaren pre-erytrosyyttiseen
vaiheeseen. Tdssé vaiheessa itiot siirtyvét hyttysen pistoksen viélitykselld ihmisiin ja thmisessé
laskimoverenkierron  vilitykselli  maksaan.  Sporotsoiitin  pinta on  pééllystetty
cirkumsporotsoiittiproteiineilla, joita loinen tarvitsee kehittymiseen tartunnan saaneissa
hyttysissd sekd tartuttavuuteen ja hepatosyytteihin tunkeutumiseen. CSP:n rakenne koostuu
immunogeenisesta keskitetystd alueesta, jota reunustavat kaksi konservoitunutta aluetta; N-
terminaalinen domeeni ja C-terminaalinen a-trombospondiinitoisto (¢ TSR) -domeeni. CSP on
ankkuroitu glykosyylifosfatidyyli-inositoli (GPI) -ankkurilla sporotsoiittikalvoon. P.
falciparumin 3D7-kannassa CSP:n toistuva alue koostuu neljdsti NVDP- ja 38:sta NANP-
toistosta. Tarkka lukuméiéré voi vaihdella loisen kannasta riippuen ja my0s rakenteen jdrjestys
voi vaihdella. Ensimmaéiset kolme NVDP-toistoa ovat siroteltuna kolmen ensimmaisen NANP-
toiston viélilld, kun taas neljds NVDP-toistojakso sijaitsee ensimmaéisen 20:n NANP-toiston

jélkeen. (Emerling at al, 2017.)
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CSP-rakenteeseen perustuvat rokotteet, mukaan lukien RTS,S-rokote, ovat keskittyneet
ensisijaisesti ndihin immunogeenisiin toistoihin. RTS,S-rokotteen rakenteessa on 19 NANP-
toistoa ja C-terminaalinen aTSR- domeeni, ilman GPI ankkuria. Nama rakenteet on fuusioitu
hepatiitti B -viruksen pintaproteiineihin siten, ettd on saatu muodostumaan viruksen kaltaisia
hiukkasia. Yhdistettynd adjuvanttiin ASO1, pian rokotusten jdlkeen on mahdollista saada
erittdin vankat immuunivasteet toistuvaa aluetta vastaan vasta-ainepitoisuuksilla, jotka ovat yli
100 ug/ml. Kliiniset tutkimukset ovat osoittaneet, etti suojaa on mahdollista parantaa

muokkaamalla rokotteen annostusta ja antoaikataulua. (Emerling at al, 2017.)

5. CSP

Plasmodium falciparum -loisten pinnalla olevalla cirkumsporotsoiittiproteiinilla on tirkeé
tehtévi loisten kehityksessa, litkkkuvuudessa sekéd hyokkiyksessd isdntdsoluun. CSP muodostaa
suurimman osan ition pintaproteiineista, ja saa aikaan tiheédn proteiinikerroksen loisen pinnalle.
CSP osallistuu useisiin kriittisiin rooleihin loisen kehityksessd naaraspuoleisissa hyttysissa ja
nisdkdsisdnnén tartuttamisessa. Vaikka CSP:n primaariset aminohapposekvenssit eroavat P.
falciparum -kantojen vililld, perusrakenne on kuitenkin samanlainen. (Biernaux ja Kaslow,
2015.)

Edistynein malariarokotekandidaatti on CSP-pohjainen GSK:n RTS,S/AS01, joka koostuu
19:sta NANP-toistosta ja C-terminaalisesta aTSR:sta, jotka on liitetty hepatiitti B-viruksen
pintaproteiiniin ja adjuvanttina toimii ASO1. Toinen P. falciparumin aiheuttamaa malariaa
vastaan valmistettu rokote on Sanafia PfSPZ, joka sisdltdd heikennettyjd itiditd. Molemmat
rokotekandidaatit aiheuttavat tehokkaan vasta-aineiden tuoton CSP:td vastaan. (Emerling et al/,

2020.)

5.1 CSP:n rakenne

P. falciparumin 1ti6t on paillystetty circumsporotsoiittiproteiinilla, joka on vélttimiton
sporotsoiittien kehittymiselle ja kulkeutumiselle tartunnan saaneissa hyttysissad sekd ihmisessa
kulkeutumiseen hepatosyytteihin. CSP koostuu N-terminaalisesta domeenista, joka siséltda
hepariinisulfaatin sitoutumiskohdan hepatosyytteihin tarttumista varten, keskeisen toistoalueen
sekd C-terminaalisen O-trombospondiinitoiston, jota seuraa GPI-ankkuri. GPI-ankkurin

tehtdvéni on kiinnittdd CSP sporotsoiitin kalvoon. (Emerling et al, 2020.)
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N-terminaalinen pdd koodaa my0s signaalisekvenssin ja sisdltdd konservoituneen viiden
aminohapon, lysiini-leusiini-lysiini-glutamiini-proliini (KLKQP), proteolyyttisen
katkaisukohdesekvenssin sekd Pexel-motiivit. Keskimméiinen osa sisdltdd lajispesifisid
aminohappojen toistoja, jotka ovat immunodominantteja B-soluepitooppeja. Ne myos edistavit
sporotsoiitin  kehittymistd  hyttysessa. C-terminaalinen  pad  sisédltdd  solun
tarttuvuusominaisuuteen tarvittavan alueen II, jossa on trombospondiinin kaltaisen tyypin I
toistodomeeni, kanonisen glykosyylifosfatidyyli-inositolin ankkurin lisdyssekvenssin sekéd
kolme tunnettua T-soluepitooppia. T-soluepitoopit ovat erittdin vaihteleva CD4+T-
soluepitooppi, joka sijaitsee ennen trombospondiinin kaltaista tyypin I domeenia, erittdin
vaihetleva CD-+8T-soluepitooppi, joka sijaitsee trombospondiinin kaltaisessa tyypin I
domeenissa sekd litted CD4+T-soluepitooppi, joka on erittdin konservoitunut ja sdilynyt
kaikkien loiskantojen joukossa. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)

Plasmodium falciparumin CSP:n rakenteessa oleva keskeinen toistoalue on erittiin
immunogeeninen. Kaikissa P. falciparum -kannoissa CSP:n toistoalue koostuu yhdestd NPDP-
toistosta, 3-5:std NVDP-toistosta ja 35-41:std NANP-toistosta. Esimerkiksi P. falciparumin
kannassa 3D7 toistojaksot esiintyvét suhteessa 1/3/38 NPDP/NVDP/NANP, miki tarkoittaa,
ettd keskeiselld toistojaksolla on yksi NPDP-toisto, kolme NVDP-toistoa ja 38 NANP-toistoa.
Keskeinen toistuva alue alkaa liitdnndiselld NPDP-sekvenssilld, jota seuraa tyypillisesti kolme
NANP-ja NVDP-sekvenssien vuorottelu. Alue jatkuu jiljelld olevilla NANP-toistoilla.
Useimmilla P. falciparum -kannoilla yksi NVDP on leikattu pitkdin NANP-toistoalueen

keskelle. Kuvassa 7 on néytetty circumsporotsoiittiproteiinin rakenne. (Emerling et al, 2020.)

Region| Central repeat region Region i
Signal peptide GPI anchor sequence

Kuva 7. Circumsporotsoiittiproteiini (CSP) kisittdd N-terminaalisen alueen, joka sisdltdd
signaalipeptidisekvenssin, seki alueen I, joka sitoo hepariinisulfaattiproteoglykaaneja. Alueelle
I on sisdllytetty myds konservoituneen viiden aminohapon (KLKQP) proteolyyttisen
pilkkoutumiskohdan sekvenssin sekd Pexel-motiivit. Keskelld oleva toistoalue sisdltdd neljan
aminohapon (NANP/NVDP) toistoja. C-terminaalinen alue sisdltdd alueen II, joka on a-
trombospondiinin kaltainen domeeni sekd kanonisen glykosyylifosfatidyyli-inositolin (GPI)
ankkurin  lisdyssekvenssin.  (Biernaux ja  Kaslow, 2015.) (Kuva kohteesta:
https://www.sciencedirect.com/science/article/p1i/S0264410X15013377).
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5.1.1 NANP-vasta-aineet

Rakenteellisia ja biofysikaalisia tutkimuksia on viime aikoina kéytetty CSP:n NANP-
toistojaksoa vastaan suunnattujen vasta-aineiden tunnistamiseen ja molekyylipohjan
tutkimiseen. Vasta-aineet on saatu tutkimuksia varten yhdysvaltalasisilta vapaaehtoisilta, jotka
on rokotettu RTS/S/ASO1-rokotteella II:n vaiheen kliinisissd tutkimuksissa. Suojaavimmat
vasta-aineet, jotka ovat tdhin mennessé tunnistettu, ovat mAb317 ja mAb311. Muita suojaavia
vasta-aineita ovat muun muassa mAbClS43, mAb1210, mAb1450 ja mAbMGG4. Nama vasta-
aineet on Idydetty tutkimuksissa, jotka on tehty PfSPZ-rokotteella yhdysvaltalaisten,
saksalaisten ja afrikkalaisten vapaaehtoisten kanssa. MAbC1S43, mAbMGG4 ja mAb311 eivit
ainoastaan sitoudu toistuviin NANP-peptideihin vaan pystyvét tunnistamaan myos ristireaktiot
liitosepitoopin kanssa. Liitosepitooppi on N-terminaalisen domeenin ja keskeisen toistuvan
alueen NANP:n vilinen jakso, joka sisdltdd ainoan NPDP-sekvenssin. Useimpien nédiden vasta-
aineiden epitoopeilla on NPNA-motiivi, jossa on tyypin I -kiiinnds. Tdmi havaitaan my®os
vapaan NANP-peptidin kiderakenteessa ja sille on tunnusomaista proliinin (i+1) ¢- ja y- kulmat
asteilla —60° ja —30° ja asparagiinin (it2) ¢@- ja y- kulmat asteilla —90° ja 0° vastaavasti.
Poikkeuksena on mAb1450:n epitooppi, jossa ei ole erillisid [-ké#innoksid. Toinen kifnnos,
joka usein havaitaan anti-CSP-vasta-aineiden NPNA-jaksoissa, on Asn-pseudo 310. Kéannos
tunnistettiin  ensin  mAb311-vasta-aineeseen sitoutuneessa NANP-toistojaksossa, ja se
madriteltiin ensimmadisen Asn-tdhteen 310-helix N-capin samankaltaisuuden perusteella.

(Emerling et al, 2020.)

6. RTS,S/AS01

Ensimméinen malariarokote, jossa kiytettiin adjuvanttijirjestelméd, oli RTS,S/AS02-
rokotekandidaatti, ja se sisidlsi MPL-molekyylejd ja QS-21-molekyylejd yhdistettyna 6ljy-vesi-
emulsiossa. Adjuvantin valintaa harkittiin kuitenkin uudelleen, kun vapaaehtoisilla aikuisilla ja
lapsilla  tehdyissd laajemmissa tutkimuksissa kéytettiin  AS02:n  sijjaan ASO1-
adjuvanttijirjestelméé, ja saatujen tulosten perusteella CD4+-T-soluvasteiden ja tehon
huomattiin paranevan huomattavasti. (Collingnon ef al, 2016.)

RTS,S/ASO1-rokote, kaupalliselta nimeltd MosquirixTM, on nykyinen johtava
rekombinanttikandidaattirokote Plasmodium falciparumin aiheuttamaa malariaa vastaan.

RTS,S on rokote, jossa on B- ja T-solujen epitooppeja R ja T, jotka on yhdistetty CSP:n C-
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terminaaliseen padhin, hepatiitti B-viruksen kalvoproteiinia S ja vapaa proteiini S:4d. ASO1 on
adjuvanttisysteemi, joka tehostaa immuunisysteemin tuottamaa vastetta. Suojaavat
immuunivasteet RTS,S/ASO1-rokotteen jidlkeen ovat ensisijaisesti riippuvaisia vasta-
ainevasteista keskeistd toistuvaa aluetta vastaan. RTS,S/ASO1-rokotetta, jonka on todettu
antavan suojaa afrikkalaisille lapsille kliinisté ja vakavaa malariaa vastaan, on testattu vaiheen
III tutkimuksessa ja se on saanut positiivisen arvosanan Euroopan lddkevirastolta. Rokotteen
heikkoutuna on se, ettd se ei ole valttdmaétta tehokas Plasmodium falciparumin eri muunnelmia
vastaan. C-terminaalinen alue siséltdd joitakin tdrkeitd T-soluepitooppeja, jotka liittyvit
CD4+T-soluvasteisiin. P. falciparumin CSP-molekyylin (PfCSP) korkea geneettinen
monimuotoisuus C-terminaalisella alueella voi johtaa yleisen tehon puutteeseen. PFCSP:n C-
terminaalisen alueen geneettisen monimuotoisuuden huomioiminen on tirkedd RTS,S/ASO1-
rokotteen kehittdmisessi. (Gu et al, 2019.)

RTS,S/ASO1 on ensimméiinen malariarokote, jota on testattu vaiheen III kliinisissé
tutkimuksissa, ja ensimmaiinen, joka on arvioitu rutiininomaisissa immunisointiohjelmissa
malariaendeemisilla alueilla. Vaiheen III kliinisten tutkimusten antamat tulokset osoittavat, etta
5-17-kuukauden ikdisille lapsille, joille annettiin neljd RTS,S/AS01-rokoteannosta, syntyi 36
% suoja malariaa vastaan 4 vuoden ajalle. RTS,S/AS01 rokotteen on osoitettu tuottavan eniten
hyotya alueilla, joilla malarian tarttuminen on voimakasta. Ghanassa, Keniassa ja Malawissa
on kdynnissd RTS,S/ASO01-pilottitutkimuksia, joissa kisitellddn rokotteen kansanterveyden

kayttoon liittyvid kysymyksid. (Laurens, 2019.)

6.1 RTS,S/ASO1-rokotteen rakenne

RTS,S/ASO1-rokote koostuu RTS,S-osasta sekd ASOl-adjuvantista. RTS,S sisdltdd 189
yhteistd aminohappoa CSP:n kanssa, mukaan lukien viimeiset 18 NANP-toistoa ja C-
terminaalisen pddn ilman GPI-ankkurin lisdyssekvenssid. Noin 25 % hepatiitti B-viruksen
pinta-antigeenin (HBsAg) monomeereista RTS,S-partikkeleissa on fuusioitu geneettisesti
katkaistuun CSP:hen ja niiden tehtdvé on toimia proteiininkantajina. Ei-adjuvanttinen RTS,S
on heikosti immunogeeninen ja vaatii adjuvantin CSP:n immuunivasteiden suuruuden ja keston
parantamiseksi. ASO1-adjuvanttijdrjestelmd koostuu kahdesta immunostimulaattorista, 3-O-
desasyyli-4’-monofosforyylilipidi A:sta (MPL) ja QS-21 Stimulon-adjuvantista (QS-21)
liposomiformulaatiossa. Viimeaikaiset tutkimukset viittaavat siihen, ettd yksi ASOl:n

toimintamekanismeista on stimuloida viliaikaisesti synnynnésitd immuunijdrjestelmii ja
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aktivoida suuri méédrd tehokkaita antigeenid esittelevid dendriittisoluja imusolmukkeissa.

(Biernaux ja Kaslow, 2015.)

6.1.1 ASOI1-adjuvantti

Adjuvantit ovat aineita, joita kdytetddn parantamaan rokotteen immunogeenisuutta ja
tehokkuutta. ~ Adjuvantit  parantavat  antigeenin  esittelyd  antigeenispesifisille
immuunipuolustuksen soluille tavoitteena saada aikaan pitkdaikainen suoja spesifisid
patogeenejd vastaan. Adjuvantteja on kaytetty rokotteissa jo yli 90 vuotta. Adjuvanttiaineissa,
kuten AS01:ssd, immnostimulaattoristen molekyylien yhdistelméit ovat mahdollistaneet uusien
tehokkaampien rokotteiden kehittdmisen. (Collingnon et al, 2016.)

ASOl-adjuvantti on liposomipohjainen rokotteen adjuvanttijirjestelma, joka sisdltdd kaksi
immunostimulaattorina toimivaa molekyylid, 3-O-desasyyli-4’-monofosforyylilipidi A:n
(MPL) ja saponiini QS-21:n. ASO1:n vaikutusten on tutkittu olevan nopeita ja ohimenevii, ja
ne lokalisoituvat injektoituun lihakseen. ASOl on tehokas CD4+T-soluvilitteisten
immuunivasteiden edistdmisessd, ja tutkimukset ovat osoittaneet adjuvantin olevan sopiva
kandidaattiechdokas viruksia tai solun sisdisid patogeeneja vastaan kohdistuviin rokotteisiin.
(Collingnon et al, 2016.)

MPL on Salmonella minnesotasta perdisin oleva lipopolysakkaridin detoksifioitu
johdannainen, ja se stimuloi synnynndisen immuniteetin aktivaatiota toll-like-reseptorien
(TLR4) kautta. MPL stimuloi suoraan antigeenid esittelevid soluja, joiden pinnalla on
ekspressoitu  TLR4-molekyylejd.  Ndmd  solut  stimuloivat  sytokiinien  sekd
rinnakkaisstimulaattorimolekyylien tuotantoa. Hiirilld tehdyistd kokeista on selvinnyt, ettd
MPL suosii antigeenispesifisten T-solujen induktiota tuottamaan interferoni (INF)- gammaa
sekd vasta-aineisotyyppien siirtymistd kohti IgG2a/C-vasta-aineita. (Collingnon et al, 2016.)
QS-21 on saponiinimolekyyli, joka saadaan Eteld-Amerikasta, Quillaja Molina-puun kuoresta.
QS-21 toimintaan kuuluu antigeenispesifisten vasta-aineiden tehokkuuden edistiminen, mutta
se stimuloi myds sytotoksisia CD8+T-soluja, erityisesti muissa kuin ihmislajeissa. Toisin kuin
MPL:n, QS-21:n laukaisemia signalointireittejd ei vield tdysin ymmarretd. QS-21-molekyyli on
vesiliukoinen triterpeeniglykosidi, jolla on amfifiilinen luonne, ja joka tunnetaan
hemolyyttisestd aktiivisuudestaan. Hemolyyttinen aktiivisuus voidaan poistaa liposomeissa
tapahtuvassa formuloinnissa, kun kolesterolia on ldsnd. Hemolyyttinen aktiivisuus on poistettu

tilli tavoin adjuvantista ASO1. Askettiiset tutkimukset ovat antaneet viitteiti siité, ettd QS-21
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aktivoi spesifisid synnynndisid reittejd monosyyteissd, mutta tdmén reitin kokeellinen

madrittiminen in vivo on vield kesken. (Collingnon ef al, 2016.)

6.2 RTS,S/ASO01-rokotteen toimintamekanismi

Useista tutkimuksista saatavilla oleva naytto RTS,S/AS01-rokotteen suojamekanismista tukee
IgG:n kriittistd roolia CSP:n toistosekvenssid vastaan infektion torjunnassa. Niitd tutkimuksia
ovat muun muassa kliiniset altistustutkimukset Yhdysvalloissa sekd aikuisten ja lasten
pediatriset kenttitutkimukset ikdryhmittdin Gambian, Kenian, Tansanian ja Mosambikin
alueilla. Kun malarialoisioita kantava hyttynen imee verta ihmisestd, iti6t kerrostuvat
ihonsisdlle ja kulkeutuvat useita tunteja ennen ihon verisuonistoon tai imukudokseen
padsemistd. Jotkin itiot saattavat kulkeutua suoraan verisuonistoon hyttysenpiston aikana. Anti-
CSP-vasta-aineiden on osoitettu vidhentdvin sporotsoiittien maardd, jotka pddsevit
tunkeutumaan tihon verisuonistoon. T&lloin my0s maksaan kulkeutuvien itididen miira
vihenee. Millddn vasta-ainearvolla ei ole todistettu saavutettavan tiaydellistd suojaa infektiota
vastaan mutta tutkimusten tulokset osoittavat, ettd korkeammilla IgG-pitoisuuksilla
malariainfektion riski pienenee. Huomioitavaa on, ettd vasta-ainepitoisuudet neljinnen
rokoteannoksen jédlkeen eivédt saavuta kolmen ensimmadisen annoksen jilkeen havaittuja
pitoisuuksia, mikd huomataan myos rokotteen antaman tehon yhteydessi; rokotteen teho ei ole
yhtd korkea neljannen rokoteannoksen jélkeen, kuin kolmen ensimmdiisen rokoteannoksen
seurauksena. Syytd tdhdn ei ole kuitenkaan tdysin ymmarretty. Yhden hypoteesin mukaan
kolmen ensimmdisen rokoteannoksen indusoimat korkeat vasta-ainepitoisuudet hiiritsevit
anti-CS-immunogeenisuuden myohempdd induktiota. Toinen hypoteesi, jota pidetddn
todenndkoisempdnd on se, ettd lisddntyvd altistuminen CS-antigeenille, joko toistuvien
malariainfektioiden tai rokotusten kautta, johtaa B-solujen hyporesposiivisuuteen. Timo ilmid
on huomattu myds meningokokki- ja pneumokokkipolysakkaridirokotteille, ja se heijastaa sitd,
ettd toistuvaan antigeenialtistukseen reagoidaan pienemmalld méérélla antigeenispesifisten B-

solujen rekrytointia ja erilaistumista haluttujen vasteiden saavuttamiseksi. (WHO, 2015.)
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6.3 RTS,S/ASO1-rokotteen immunogeenisuus

RTS,S-rokotteen immunogeenisuusprofiilia on tutkittu laajasti. Tutkimuksien tavoitteena on
ollut korreloida rokotteen immunogeenisuus sen antaman suojan kanssa. Anti-CSP-vasta-aineet
NANP-toistuvaa aluetta vastaan, ja niiden suurentuneet konsentraatiot ja vasteet ovat
korreloineet kliinisen malarian pienentyneen riskin kanssa, mutta sellaista kynnysarvoa, joka
madrittdd suojan ei ole vield vahvistettu. CD4+T-soluvasteiden on tutkittu lisddntyvin myos
RTS,S/SA01-rokotteen aiheuttaman immunisaation jalkeen. Tdmé on mahdollisesti liitettdvissa
suojaukseen. Immunogeenisuuden tutkimusta on laajennettu my0s haavoittuviin ryhmiin, kuten
lapsiin, joilla on HIV-tartunta. Keniassa tehdyssd RTS,S/ASO1-rokotteen tutkimuksessa oli
osana my0s WHO:n luokittelussa tason 1 ja 2 HIV:ti sairastavia lapsia. Anti-CSP-vasta-
aineiden pitoisuus oli keskiméérin suurempi rokotetulla ryhmélld kuin kontrolliryhmalla
kuukausi rokotteen antamisen jdlkeen; 329,2 EU/ml vs. 0,3 EU/ml. HIV:ti sairastaville lapsille
tehdyssd tutkimuksessa RTS,S-rokotteen saaneissa ryhmissd esiintyi vihemmén kliinista
malariaa, vakavaa malariaa, sairaalahoitoa tarvitsevaa malariaa sekd anemiaa kuin
kontrolliryhmilld, mutta erot eivit olleet niin merkittivid, ettd tutkimuksessa olisi katsottu
olevan vaikutusta ndihin lopputuloksiin. (Laurens, 2019.)

Rokotteen vaiheen III kliinisessd tutkimuksessa saatiin osoitus siitd, ettd rokote aiheutti
suuremman immunogeenisuuden vanhemmilla lapsilla verrattuna vastasyntyneisiin. 5-17
kuukauden ikdisten lasten ryhméssd, jolle annettiin rokotteen tehosteannos, vasta-
ainepitoisuudeksi mitattiin 318,2 EU/ml kuukauden kuluttua tehosteannoksen antamisesta.
Saman ikdryhmén lapsilla, joille ei annettu tehosteannosta, vasta-ainepitoisuudet olivat vain
34,2 EU/ml samalla aikavililld mitattuna. Vuosi viimeisen annoksen antamisen jédlkeen
suoritetussa mittauksessa vasta-ainepitoisuudet olivat laskeneet tehosteannoksen saaneella
ryhmaélld arvoon 52,4 EU/ml ja verrokkiryhmaélld arvoon 19,3 EU/ml. 6-12 viikon ikédisten
ryhmaésséd anti-CSP-vasta-ainepitoisuudet nousivat arvoon 169,9 EU/ml kuukauden kuluttua
tehosterokotuksesta, ja saman ikdisten ryhmadlld, joille ei annettu tehosterokotetta arvo oli 6,2
EU/ml. Vuoden péédstd suoritetussa mittauksessa vasta-ainepitoisuudet laskivat arvoihin 15,9

EU/ml ja 3,7 EU/ml. (Laurens, 2019.)
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6.4 RTS,S/ASO1-rokotteen valmistus

RTS,S-antigeenin tuottajan toimii GSK Biologicals SA. GlaxoSmithKline Biologicals SA
tutkii, kehittdé ja valmistaa ladketuotteita. Puhdistetun antigeenin tuotanto on jatkuva prosessi,
joka alkaa rekombinanttisen Saccharomyces cerevisiae RIX4397 -hiivakannan fermentaatiolla
solupankkijirjestelmastd. Tatd seuraa hiivasolujen kerddminen, hajottaminen, uutto ja
puhdistus.  Puhdistusprosessiin  sisdltyy erityyppisid  kromatografisia  menetelmia,
ultrasentrifugointia sekd suodatusta. RTS,S:n varastointi tapahtuu steriileissd astioissa, joissa
lampdtila on -70 celsius astetta. Yhdelld fermentaatiolla tuotetaan yksi ainut kdymisliemi, josta
suoritetaan yksi ainoa uutto. Lopputuloksena saadaan yksi puhdistettu RTS,S-antigeenierd, jota
el sekoiteta muihin eriin misséén tuotannon vaiheissa. Valmistusprosessiin liittyy valvontaa
tuotteen puhtauden, saannon ja eheyden seuraamiseksi. Prosessin validointiin siséltyy kriittisten
valmistusparametrien tunnistus ja validointi sekd prosessin johdonmukaisuuden osoitus
vihintddn 3:lle perdkkiiselle valmistuserille. Julkaistut tiedot sisdltdvét visuaalisen ulkonédon,
pH:n, identiteetin, antigeenien aktiivisuuden, puhtauden ja proteiinipitoisuuden S:n ja RTS:n
suhteen, endotoksiinien steriiliyden, koon jakautumisprofiilin, lipidipitoisuuden seki
polysakkaridipitoisuuden. RTS,S-teho mitataan sieppausvasta-aineella, ELISA:lla, joka on
suunnattu viruksen kaltaisten partikkelien CS (RT)- osaa vastaan sekd madrittdmalld vasta-
aineiden nousu S-proteiinia vastaan. (Laurens, 2019.)

ASO1- adjuvanttijirjestelmd on muodostettu GSK Biologicalsissa. Valmistusprosessi sisaltda
konsentroidun liposomimassan viélituotteen ja PO4/NaCl-puskurin sekoittamisen keskenéén.
Tédmin jélkeen lisdtddn nesteméinen QS-21-massa. Lisdysten jdlkeen suoritetaan pH:n tarkastus
sekd steriili suodatus ja adjuvantti tiytetddn lopullisiin astioihin. (Laurens, 2019.)
Kéyttovalmis RTS,S/ASO1-rokote on sidilontdaineeton injektioneste, joka vériltddn
opaalinhohtoinen, véritdn tai vaaleanruskea. Rokote koostuu kahdesta osasta. Ensimmaéinen osa
on jauhe tai lyosifilisoitu muoto, joka siséltdd RTS,S-valmistetta. Tuote on esitetty 3 ml:n
lasipullossa, joka on suljettu kumitulpilla sekd alumiinikorkilla. 3 ml:n lasipullo sisdltdd 2
annosta  RTS,S-antigeenid. Toinen osa rokotetta on  nestesuspensio  ASOl-
adjuvanttijirjestelmad. Kuten RTS,S- valmiste, myos ASO1 on pakattu 3 ml lasipulloon, joka
on suljettu kumitulpilla ja alumiinikorkilla. 3 mlin pullo siséltdd 2 annosta ASOIl-
adjuvanttijirjestelmdd. Yksi pullo rokotetta tuottaa 2 annosta valmista rokotetta

lihaksensisdiseen injektioon. (Laurens, 2019.)
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7. RTS,S/AS01-rokotteen vaiheen III tutkimus

Vaiheen 3 tehokkuus- ja turvallisuustutkimus tehtiin 11 tutkimuskohteessa, 7:ssd eri Afrikan
valtiossa, joissa oli erilaiset malarian levidmisintesiteetit ja -mallit. Kohteet olivat Burkina
Fasossa, Gabonissa, Ghanassa, Keniassa, Malawissa, Mosambikissa ja Tansaniassa.
Tutkimukseen osallistujat olivat 5-17 kuukauden ikdisid lapsia sekd 6—12 viikon iké&isid
vastasyntyneitd ensimmaéisen rokotuksen aikaan. Tutkimuksen toteuttivat johtavat afrikkalaiset
tutkimuskeskukset seka joissain tapauksissa myos heidédn pohjoismaiset kumppaninsa yhdessa
GSK:n ja PATH Malaria Vaccine Initiativen kanssa. Tutkimuskeskusten valinta perustui
keskusten kliinisten tutkimusten tuloksiin, vahvoihin yhteisosuhteisiin sekd sitoutumiseen
korkeimpien kansainvélisten eettisten, lddketieteellisten, kliinisten ja sédtelystandardien
noudattamiseen. (MVI, 2016.)

P. falciparum -loisen aiheuttamia malariatapauksia ja -kuolemia todetaan eniten Saharan
eteldpuolisessa Afrikassa alle viiden vuoden ikédisten lasten keskuudessa. Tdstd johtuen
vastasyntyneille ja pikkulapsille kehitettivin RTS,S-rokotekandidaatin tutkimus painottuu
ndille alueille. Rokotteen tarjoaman tehon tutkimista varten on tarpeen rokottaa lapset, jotka
ovat vaarassa altistua malariainfektiolle ja seurata heitd, jotta ndhddén, kehittyyko sairautta.
(MVI, 2016.)

Tutkimuksen lopputulokset néyttivit, ettd kliiniset malariainfektiot vdhenivdt noin 36 %
pienilld lapsilla ja 26 % vastasyntyneilld, jotka saivat 4 rokoteannosta. RTS,S/AS01-rokotteen
tehon todettiin heikkenevan ajan my6td (Duffy ja Gorres, 2020).

7.1 Tutkimuksen toteutus

RTS,S/ASO1-rokote eteni vaiheen III testaukseen vuosina 2009-2014 seitsemissd Saharan
eteldpuolisen Afrikan valtiossa. 11 kohdetta osallistui tutkimukseen seitseméssé eri valtiossa;
Burkina Faso (Nanoro), Gabon (Lambarene), Ghana (Kintampo ja Agogo), Kenia (Kilifi,
Kombewa ja Siaya), Malawi (Lilongwe), Mosambik (Manhica) ja Tansania (Bagamoyo ja
Korogwe). Tutkimukseen osallistui 15459 osallistujaa, joista 8922 oli 5—17 kuukauden ik&isia
lapsia ja 6537 6-12 viikon ikiisid vastasyntyneitd. Osallistujat valittiin toukokuun 2009 ja
helmikuun 2011 vilisend aikana. Kokeeseen pyrittiin valitsemaan henkil6itd, jotka edustivat
kohderyhmid mahdollisimman kattavasti. Mukaan otettiin alhaisen syntymédpainon omaavia
lapsia, aliravittuja lapsia sekd HIV-tartunnan saaneita lapsia, joiden tila ei ollut kliinisesti

huono. Kaikkia kokeeseen osallistuneita henkildité ei tutkittu jarjestelmallisesti HIV-infektion
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varalta, mutta jotkin tutkimuskohteista sijaitsivat alueilla, joilla HIV oli hyvin yleistd. Valitut
koehenkil6t jaettiin kolmeen ryhméddn satunnaisesti ensimméisen rokotuksen yhteydessd
suhteessa 1:1:1. Ensimmaéisen ryhmén jdsenet saivat kontrollirokotteen (C3C), toisen ryhmén
jasenet saivat kolme annosta RTS,S/ASO1-rokotetta sekd kontrollirokotteen (R3C) 20
kuukauden kohdalla ja kolmannen ryhméin jisenet saivat kolme annosta RTS,S/AS01-rokotetta
sekd neljannen annoksen 20 kuukauden kohdalla. Kontrollirokotteina toimivat
solukkoviljelmidn vesikauhurokote, joka annettiin 5-17 kuukauden ikiisille ensimmaéisen
kolmen annoksen kohdalla sekd meningokokki-seroryhméan C konjugaattirokote, joka annettiin
6—12 viikon ikéisille kolmen ensimmadisen annoksen yhteydessd ja molemmille ikdryhmille
neljdnnen annoksen yhteydessd. 6-12 viikon ikdiisille koehenkildille annettiin kolmen
ensimmadisen RTS,S- ja kontrollirokotteiden yhteydessi DTPwHepB/Hib + OPV rokotteet ja
neljdnnen annoksen aikana ainoastaan OPV rokote RTS,S- ja kontrollirokotteiden sijaan.
Kuvassa 8 on esitetty vaiheen III kokeen eteneminen kaavion avulla. (WHO, 2015.)
Tutkimuksen toteutus tapahtui kaksoissokkoutetulla tavalla niin, ettd kokeeseen osallistujilla,
eikd ensisijaisesti koetta toteuttavilla henkil6illd ollut tietoa ryhmien jaottelusta. Rokote
annettiin lihaksensisdisend injektiona. Tutkimus- ja kontrollirokotteet erosivat ulkonédltddn,
joten rokotteita antanut tutkimushenkild oli tietoinen hoidon kohdentamisesta mutta
sokkoutumattomilla rokottajilla ei ollut muuta osaa tutkimuksessa. Tutkimuksen toteutus
tapahtui kahdessa vaiheessa; Kaksoissokkoutettu vaihe kuukausina 0-32 sekd jatkovaihe
kuukaudesta 33 ldhtien tutkimuksen pdéttymiseen. Koe oli alun perin suunniteltu siten, etti
osallistujia tullaan seuraamaan 32 kuukauden ajan, mutta sitd muutettiin myohemmin siten, ettd
kaikkia osallistujia seurattiin vuoden 2013 joulukuun 31. pdivddn asti. 612 viikon ik&isid
lapsien seuranta tapahtui 38 kuukauden vilein ja 5-17 kuukauden iké&isilld lapsia 48 kuukauden
vélein. Kolmannen vaiheen tutkimuksen tavoitteena oli ensisijaisesti arvioida RTS,S/AS01-
rokotteen tehoa seurantajakson aikana kahdessa eri ikdluokassa. Toissijaisena tavoitteena
tutkimuksessa oli RTS,S/ASO1:n tehosteannoksen toimivuuden arviointi 12 kuukauden
seurantajakson aikana. Lisdanalyysit, joita tehtiin tutkimuksen jatkovaiheen lopussa, sisdlsivit
tehokkuuden tarkastelua kliinistdi malariaa vastaan koko seuranta-ajan loppuun saakka.

(Laurens, 2019.)
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Kuva 8. Vaiheen III kokeen malli. Ensimmaéisessd rokotuksen aikana tapahtui koehenkildiden
jakaminen satunnaisesti kolmeen ryhmiéin suhteessa 1:1:1. Ensimmaéisen ryhmén jdsenet saivat
kontrollirokotteen (C3C), toisen ryhmén jésenet saivat kolme annosta RTS,S/AS01-rokotetta
sekd kontrollirokotteen (R3C) 20 kuukauden kohdalla ja kolmannen ryhmén jésenet saivat
kolme annosta RTS,S/AS01- rokotetta sekd neljannen annoksen 20 kuukauden kohdalla. Kuvan
alaosassa on esitetty tutkimuksen seuranta-ajat. (Laurens, 2019.) (Kuva ldhteesta:
https://www.who.int/immunization/sage/meetings/2015/october/1_Final malaria_vaccine ba
ckground paper v2015_09_30.pdf?ua=1).

7.2 Tutkimuksen tulokset

Vaiheen III tutkimus tehtiin kahdessa vaiheessa; kaksoissokkoutettu vaihe 0—32 kuukauden
aikana ja jatkovaihe kuukaudesta 33 tutkimuksen loppuun. Tutkimuksen ensisijaisena
tavoitteena oli arvioida RTS,S/ASO1-rokotteen kolmen annoksen tehoa kliinistd malariaa
vastaan 12 kuukauden seurannassa ja kahdessa eri ikdluokassa. Tutkimuksen toissijainen
tavoite oli kuvata rokotteen turvallisuutta ja immunogeenisuutta, arvioida rokotekandidaatin
tehokkuutta muihin julkisen terveydenhuollon kannalta tédrkeisiin tapahtumiin esimerkiksi
malarian sairaalahoitoon, ja arvioida 20. kuukauden kohdalla annettua tehosteannosta 12
kuukauden seurantajaksolla. Seuranta-aikaan pidennettiin, ja tdmén ajan lopussa tehtiin
lisdanalyysi, joka sisélsi turvallisuuden ja tehon arvioinnin kliinistd malariaa, vakavaa malariaa

ja yleistd parasitemiaa kohtaan. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)
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Vaiheen III tutkimuksen ensisijainen tavoite protokollakohtaisessa populaatiossa, kuukausien
2,5-14 seurantajakson aikana, saadaan kayttdmélld negatiivista binomiregressiomallia, ja
madrittdimalld sen avulla RTS,S/ASO1-rokotteen teho suhteessa ensimmaéiseen tai ainoaan
malariajaksoon, joka tdyttdd kliinisen malarian tapauksen maééritelmén. 5—17 kuukauden
ikdisten lasten ryhmaélle laskettu arvo oli 55,8 %. 97,5 %:n luottamusvili vaihteli vililld 50,6 %
(alaraja) ja 60,4 % (yldraja) ja p-arvo oli >0,0001. 6-12 viikon ikdisten vastasyntyneiden
ryhmidssd RTS,S/ASO1-rokotteen teho laskettiin samalla tavalla kdyttden negatiivista
binomiregressiomallia, ja RTS,S/AS01-rokotteen tehoksi suhteessa ensimmaéiseen tai ainoaan
malariajaksoon, joka tdyttdd kliinisen malarian tapauksen madritelmén, saatiin 31,3 %. 97,5
%:n luottamusvali vaiheteli vililla 23,6 % (alaraja) ja 38,3 % (yléraja) ja p-arvoksi médritettiin
<0,0001. Kuvassa 9 on esitetty rokotteen teho ja vaikutus kliinistd malariaa vastaan
tutkimuksen lopussa. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)

Kun otettiin huomioon vaiheen III tutkimuksen toissijaiset tavoitteet ennen neljattd eli
tehosterokoteannosta, huomattiin useita tuloksia; rokotteen tehokkuus ja immunogeenisuus
olivat pienempid vastasyntyneilld kuin lapsilla, rokotteiden tehokkuudessa havaittiin
heikkenemistd ajan myotd kummassakin ikdluokassa, mutta siitd huolimatta, ettd rokotteiden
teho heikkeni, kansanterveysvaikutukset, jotka ilmoitettiin kliinisen malarian, vakavan
malarian ja kaikkien sairaalahoitotapausten médrind tuhatta rokotettua henkil6d kohden, olivat
merkittdvid erityisesti vanhemmassa ikdryhméssd ja korkean tautitaakan yhteydessi.
Kuumekouristusten riski lisdéntyi 7 pdivin kuluessa RTS,S/ASO1-rokotteen antamisesta yli 5
kuukauden ikéisilld lapsilla ja aivokalvontulehduksen raportoitiin lisddntyvin merkittavésti
RTS,S-rokotteella rokotettujen ryhmien keskuudessa verrattuna kontrollirokotteen saaneisiin
ryhmiin. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)

Lopulliset tulokset, jotka sisdltivit myds RTS,S/ASO1-rokotteen tehosteannoksen,
RTS,S/ASO1:n tehon vaikutuksen, immunogeenisuuden ja turvallisuuden ensimmaéisestd
rokotuksesta tutkimuksen loppuun saakka, sisdltdvit useita havaintoja. Neljds annos ndytti
palauttavan ja ylldpitivdn rokotteen tehoa; rokotteen teho oli kuukaudesta 0 tutkimuksen
loppuun 36,3 % (95 %:n luottamusvéli vaihteli vélilld 31,8 % - 40,5 %) kaikkia kliinisen
malarian tapauksia kohtaan ja 32,2 % (95 %:n luottamusvili vaihteli vélilla 13,7 % - 46,9 %)
kaikkia vaikean malarian tapauksia vastaan. Vastaavasti vanhemmassa ikédluokassa rokotteen
teho oli 25,9 % (95 %:n luottamusvali vaihteli vélilld 19,9 % - 31,5 %) ja nuoremmassa
ikdluokassa 17,3 % (95 %:n luottamusvili vaihteli valilld 9,4 % -37,5 %). Ilman tehosteannosta,
rokotteen teho kliinistd malariaa vastaan heikkeni molemmissa ikdryhmissi, ja vanhemmissa

ikdluokissa rokotteen teho vakavaa malariaa vastaan oli merkitykseton koko tutkimusjakson
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ajan. Itse asiassa vakavan malarian ilmaantuvuus kuukaudesta 21 tutkimuksen loppuun oli
merkittdvasti korkeampi kuin kontrolliryhmaélld. Rokotteen teho vakavaa malariaa vastaan oli
1,1 % (95 %:n luottamusvali vaihteli -23,0 % - 20,5 % vililld). Tehokkuuden heikkenemisesti
huolimatta véltettyjen kliinisten malariatapausten maérd kasvoi edelleen sekd vanhemmissa,
ettd nuoremmissa ikdryhmissd, joille annettiin neljds annos rokotetta. Vaikutus oli suurempi
paikoissa, joissa malariaesiintyvyys oli suurempaa. Vaikka RTS,S/ASOI-rokotteen
tehosteannoksen antaminen johti lisdéntyneisiin immuunivasteisiin sekd nuorilla, ettd
vastasyntyneilld, vaste oli alhaisempi kuin ensisijaisten rokotteiden jélkeiset pitoisuudet ja
tehoste oli ohimenevi. Haittavaikutusten kokonaisméérd oli tasapainossa ryhmien valilla.
Vanhemmassa ikdryhmaéssé aivokalvontulehdusta raportoitiin kuitenkin sivuvaikutuksena koko
tutkimusjakson ajan. Nuoremmassa ikdryhmaissé sen sijaan ei raportoitu aivokalvontulehdusta.
Kouristuskohtausten yleistyminen havaittiin molemmissa ikdryhmissd seitsemidn pédivin
kuluessa RTS,S/AS0O1-rokotteen tehosteannoksen antamisesta. Ajallisen yhteyden ja biologisen
uskottavuuden perusteella péételtiin, ettd RTS,S- rokotteen ja kuumeisten kouristusten valilla
oli kohtuullinen mahdollisuus 7 pdivan kuluessa rokotuksesta. (Biernaux ja Kaslow, 2015.)

Téssd tutkimuksessa ei identifioitu rokotiuksen vaikutusta kuolleisuuteen. Kokeissa oli

suhteellisen vidhdn kuolemantapauksia, vihemmin kuin mitd olisi voitu odottaa ilman

tutkimusta (WHO, 2015).
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Kuva 9. Rokotteen teho ja vaikutus kliinistd malariaa vastaan tutkimuksen lopussa.
Vasemmanpuoleiset kuvaajat kuvaavat rokotteen tehokkuutta 95 %:n luottamusvéleilla
ryhmélle, joka sai nelja RTS,S/ASO1-annosta (R3R) ja vasemman puoleiset kuvaajat kuvaavat
malariatapausten lukuméérid, jotka estettiin kolmen rokoteannoksen (R3C) ja neljan
rokoteannoksen (R3R) ryhmisséd. Kuvaajat A kuvaavat 5-17 kuukauden ikdisten ikdryhmaa ja
kuvaajat B kuvaavat 612 viikon ikdisten vastasyntyneiden ikdryhmaii. (Biernaux ja Kaslow,

2015.) (Kuva ldhteesti:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15013377).
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7.3 RTS,S/ASO1-rokotteen turvallisuus

Yleisesti ottaen RTS,S/AS01-rokotteen on todettu olevan turvallinen. Vaiheen II tutkimuksesta
saaduissa turvallisuustiedoissa tuli ilmi ylempien hengitysteiden infektioita ja vaippaihottumaa
suuremmalla maarélld lapsia rokotteen saaneissa ryhmissé kuin kontrolliryhmissd, mutta oireet
eivit olleet liitoksissa rokotteeseen. Kyseisid tuloksia ei havaittu vaiheen III tutkimusten
yhteydessd. Rokotusten jédlkeen seuranneiden kuumeisteisten kouristusten ilmaantuvuus oli
samanlainen sekd rokotteen saaneissa ryhmisséd, ettd kontrolliryhmissd. Aivokalvon tulehdus
oli yleisempdd RTS,S-rokotteen saaneilla lapsilla mutta se ei ollut yhteydessd rokotukseen.
(Asante et al, 2015.)

RTS,S/ASO1 on uusi rokote, eikéd adjuvanttia ASO1 ole kdytetty vield muissa lisensioiduissa
rokotteissa. ASO1:std on kliinisid kokemuksia useista muista ei-malaria-kokeellisista tuotteista,
mm. kolmannen vaiheen varicella-zoster-viruksen glykoproteiini E:n ja ASO1:n tutkimus yli
7000 aikuisella. Ldhes 12 500 vastasyntynyttd ja lasta on saanut RTS,S/ASO1-rokotteen
kliinisissd kokeissa. WHO:n rokoteturvallisuuden maailmanlaajuinen neuvoa-antava komitea
(GACVS) on tarkastellut RTS,S/AS01-rokotteen turvallisuustietoja vuosina 2009, 2014 ja 2015
ja vahvistanut, ettd rokotteella on hyvéksyttavé turvallisuusprofiili. (WHO, 2015.)

Vuonna 2015 EMA:n ihmisille l4dkkeitd késittelevd komitea antoi myonteisen lausunnon
RTS,S/ASO1-rokotteen kéytostd Euroopan unionin ulkopuolisilla alueilla, joilla malariaa
esiintyy saannéllisesti, 6 viikon — 17 kuukauden ikiisten lasten aktiiviseen immunisointiin
Plasmodium falciparum -parasiitin aiheuttamaa malariaa ja hepatiitti B:td vastaan. Vuonna
2019 aloitettiin RTS,S/ASO1-rokotteen pilottihankeohjelma Malawissa, Ghanassa ja Keniassa,
jonka tarkoituksena on suojaavien hydtyjen ja turvallisuuden arviointi rutiinikdytossa
tosieldmaéssd. Hankkeessa tullaan tutkimaan yli miljoona lasta kolmen vuoden aikana alueilla,
joilla on keskisuuri tai suuri malariailmaantuvuus. Lapset satunnaistetaan ryhmiin, joista toiset
rokotetaan neljilld annoksella RTS,S/ASO1-rokotetta ja toiset jatetdén rokottamatta. (Duffy ja
Gorres, 2020.)

8. RTS,S/AS01-rokoteen tulevaisuus

Kaynnissd olevat RTS,S/ASO1-rokotteen tutkimukset tarjoavat kédytdnnon tietoa neljdn
rokoteannoksen antamisen toteutettavuudesta lapsille sekd rokotteen yleisestd teho- ja

turvallisuusprofiilista. Tutkimukset antavat tietoa WHO:lle RTS,S/ASO1-rokotteen laajasta
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kaytostd. Rokotteen kdyttd malarian torjunnassa kohtalaisen ja suuren riskin malaria-alueilla
on antanut erittdin lupaava ndyttdd. RTS,S-rokotteen vaihtoehtoisia adjuvantteja tulisi harkita,
silld antigeeni on voimakkaasti riippuvainen vahvasta adjuvantista, ja tdlldin vasta-ainevasteen
pituuden kestoa saataisiin parannettua. Toisaalta adjuvanttien tuottama tehostettu
immunogeenisuus on myds otettava huomioon mahdollisten sivuvaikutuksien yhteydessi, ja
vaihtoehtoinen adjuvantti, joka ei lisdd lasten kuumeisten kohtausten riskid tarjoaisi etua.
(Laurens, 2019.)

RTS,S/ASO1:sta, tdhdn mennessd lupaavimmasta malariaa vastaan valmistetusta rokotteesta
valmistunut kliinisen vaiheen III tutkimus osoitti, ettd rokotteesta saatu teho oli rajallinen ja sen
vaikutus oli maantieteellisesti tutkittuna vain alueellinen. Malariaa vastaan valmistettavien
rokotteiden kehittdmiseen tarvitaan lisdd tutkimusta. Uusien tydkalujen kéyttd uusien
kohdeantigeenien tunnistamiseksi on yksi tdrkeimmistd tavoitteista tulevaisuudessa. Lisdksi
immuunijérjestelmén aikaansaaman vasteen tehostamiseksi ja lisddmiseksi on kehitettdva
erityyppisid adjuvattijirjestelmié, jotta uuden sukupolven malariarokotteen kehittdminen
nopeutuisi. (Gu et al, 2019).

RTS,S/ASO1-rokotteen kanssa tapahtunut edistyminen on historiallinen virstanpylvés, mutta
sen osittainen tehokkuus jattdd vield parantamisen varaa. Rokotteen etuna on se, ettd se
annetaan lapsille heidédn ikdnsd mukaan, joten se sopisi yhteen muiden rutiininomaisten
rokotteiden kanssa. Rokotteen heikkoutena on se, ettd silld aikaansaatujen vasta-
ainepitoisuuksien huippu, ja tdten maksimaalinen suoja, ei useinkaan ole sama kuin
malariaparasiitin siirtymékausi. Lansi-Afrikassa on meneillddn tutkimus, jossa RTS,S/AS01-
rokotetta kéytetddn kausirokotuksena vuotuisilla tehosteannoksilla, jotka on suunniteltu
maksimoimaan vasta-aineiden tuotanto malariaparasiittien huippukausien aikana. Muissa
kenttdkokeissa on meneillddn tutkimuksia, joissa tutkitaan osittaisia annosteluohjelmia.
Viimeisen rokotteen aikana annetaan vain viidesosa aiempien annosten maérastd. Tulokset ovat
antaneet ndyttod, ettd strategia on lisdnnyt tehoa homologista CHMI:td vastaan sekd vasta-
aineiden somaattisia hypermutaatioita. (Dufty ja Gorres, 2020.)

CSP-pohjaisten rokotteiden immunogeenisuutta yritetddn kehittdd jatkuvasti. Oxfordin Jenner
instituutissa kehitetdin seuraavan sukupolven RTS,S-rokotetta, R21, jossa hiukkaset koostuvat
yksinomaan CSP-HBsAg-fuusioproteiineista.  Hiirilld tehdyssd kokeessa H21 oli
immunogeeninen pienind annoksina, kun kéytettiin ihmisen kéyttimid adjuvantteja ja toisin
kuin RTS,S, se indusoi minimaalisia vasta-ainevasteita HBsAg-fuusiokumppanille. (Duffy ja

Gorres, 2020.)
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Rakenteellisia ldhestymistapoja sovelletaan parannettujen CSP-pohjaisten rokotteiden
suunnitteluun  méaérittdmalla ihmisen funktionaalisten monoklonaalisten vasta-aineiden
epitoopit. CSP:lle valmistetut monoklonaaliset vasta-aineet on valmistettu ihmisistd saaduista
vasta-aineista pre-erytrosyyttisten rokotteiden antamisen jédlkeen tai malaria-altistumisen
jalkeen. Useimmat CSP:td vastaan tuotetut ihmisen vasta-aineet reagoivat toistuvaan alueeseen
ja tunnistavat epitoopin N-terminaalisen ja toistuvan alueen risteyksessid. C-terminaalista
aluetta kohtaan valmistetut vasta-aineet ovat olleet harvinaisia. 215:sta monoklonaalisesta
vasta-aineesta, jotka ovat perdsisin Plasmodium falciparumin CSP-spesifisistd B-soluista
kokonaisen sportsoiittirokotuksen jélkeen, vain 4 sitoutui C-terminaaliseen alueeseen. Vaikka
RTS,S-seulontatutkimuksen tulokset osoittivat erilaista tehoa loisia vastaan, joiden C-
terminaaliset alueet vastasivat tai eivdt vastanneet rokotetta, muutamat testatut C-
terminaalispesifiset ihmisen vasta-aineet eivit osoittaneet toiminnallista aktiivisuutta hiirissd in
vitro tai in vivo passiivisen siirron jilkeen homologista CSP-sekvenssid kantavia loisia vastaan.
Muiden C-terminaaliseen pddhén aktiivisten ihmisten vasta-aineiden toiminnallinen arviointi
voi olla hyodyllistd, jotta RTS,S-rokotteen tehokkuutta voidaan parantaa. (Duffy ja Gorres,
2020.)

GSK jatkaa rokotteiden valmistamista nykyisid tutkimuksia varten mutta pitkdaikainen
rokotetarjonta on epdvarmaa. Rokotevalmistajat joutuvat suunnittelemaan tuotannon jo hyvissa
ajoin kysynnin tyydyttdmiseksi, ja maat eivit vield tiedd suositteleeko WHO RTS,S:n kiyttoa.
Tdmid saattaa johtaa sithen, ettd rokotteen tuotannossa ja toimittamisessa voi esiintyd
vitvastyksid, jos tutkimustulokset ovat suotuisia rokotteiden kéytolle. Rokotteiden kuljetus ja
varastointikysymyksiin sekéd terveydenhoitohenkilokunnan koulutukseen on kiinnitettdva
huomiota kansallisella, alueellisella ja paikallisella tasolla. Namé haasteet voidaan ratkaista

kumppanuuksien avulla. (Laurens, 2019.)

8.1 Vaiheen IV tutkimus

GSK suunnittelee parhaillaan vaiheen IV rokotetutkimuksia Saharan eteldpuolisissa Afrikan
valtioissa. Tutkimuksen tarkoituksena olisi rekisterdidd useita tuhansia lapsia rokotukseen
liittyvien mahdollisten harvinaisten sivuvaikutusten tunnistamiseksi. Vaiheen IV tutkimukset
on toteutettava sellaisten harvinaisten sivuvaikutusten tunnistamiseksi, joita ei pystytty
toteamaan vaiheen III tutkimuksessa. Vaiheen IV tutkimukset ovat laajoja tutkimuksia ja niihin
voi mahdollisesti sisdltyd 10000:n osallistujan seuranta tehokkaan lddketurvajérjestelmén

avulla. Ladketurvajérjestelmd, joka on kéytossd Saharan eteldpuolisessa Afrikassa, jossa

46



tapahtuu suurin osa malarialddkkeen kdytostd, on heikko. Jéarjestelmien parantamiseksi néilla
Afrikan alueilla on tehty useita toimia. Niihin sisdltyy mm. WHO:n kanssa yhteistyossa
toimivat lddketurvatoiminnan osaamiskeskukset joissakin maissa kuten Ghanassa, ja
INDEPTH-verkosto, joka on valtiosta riippumaton jérjesto, ja joka koostuu terveydenhuollon
ja vieston tarkkailemiseen suunnatuista tutkimuslaitoksista. Vaiheen IV tutkimuksen suurin
haaste on se, ettd harvinaisista sairauksista puuttuvat perustason profiilit monissa Saharan

eteldpuolisen Afrikan terveyslaitoksissa. (Asante et al, 2015.)
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