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Konjugit obsahujici imunogénny protein, ktorym je
proteinovy komplex vonkajSej membrany (OMPC)
Neisseria meningitidis b alebo jeho podjednotka MIEP,
kde MIEP znamena hlavny protein zvy3ujici imunitu,
pri¢om tento protein je kovalentne viazany s polysacha-
ridom odvodenym od jedného alebo viacerych poddru-
hov Streptococcus pneumoniae, pri¢om uvedeny poly-
sacharid obsahuje v priemere menej ako 1200 opakuji-
cich sa jednotiek na molekulu, jeho molekulova hmot-
nost je medzi 1 x 10° a 1 x 105 polydisperzita medzi
1,0 a 3,0 a hladina kontaminicie pneumokokovym sku-
pinovo §pecifickym C-polysacharidom je niZSia ako
3 % tohto druhovo 3pecifického polysacharidu. Dalej sa
opisuje sposob vyroby tohto konjugétu a vakcinovy
pripravok na jeho baze. Napokon sa opisuje aj pouZitie
tohto konjugatu na vyrobu kombinovaného vakcinové-
ho pripravku.
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Oblast’ techniky

Vyndlez sa tyka konjugitu obsahujiiccho imunogénny
protein, sposobu jeho vyroby, jeho pouZitia a vakcinového
pripravku.

Doterajsi stav techniky

Patogénne baktérie, uréené ako Streptococcus pneumo-
niae (pneumokoky, Pn), sa delia na 84 antigénnych séroty-
pov podra kapsularnych polysacharidov (Pn-Ps) tohto mik-
roorganizmu.

Do skupiny chordb, ktoré s spdsobené tymito mikro-
organizmami, patri pneumdénia, meningitis, otitis media,
bacteriaemia a ak@tna exacerbacia chronickej bronchitis,
sinusitis, arthritis 2 conjunctivitis. PrevaZna &ast tychto
chor6b je viak spdsoben obmedzenym siborom z 84 zna-
mych izolétov. Preto méze polyvalentna vakcina obsahuji-
ca Pn-Ps z najrozdirenej$ich patogénnych izoldtov tohto
mikroorganizmu poskytnut’ ochranu proti velmi vysokému
podielu najéastej$ie uvadzanych patogénov tejto triedy.

Vyrabané polyvalentné vakciny spdsobuji zosilnené
ochranné imunitné odpovede proti pneumokokom u dos-
pelych. Napriklad "PNEUMOVAX®™ (Pneumococcal Vac-
cine Polyvalent, MSD; pozri PDR, vydanie 1990, str. 1431)
je kvapalny pripravok obsahujici 50 pg/ml kazdého z 23
roznych nekonjugovanych pneumokokovych polysachari-
dov, z ktorych vietky su uloZené v zbierke ATCC a po-
skytuju jeden z moZnych zdrojov vychodiskového mate-
ridlu na tento vynalez. PNEMOVAX®™ 23 obsahuje vietky
nasledujice volné, t.j. nekonjugované polysacharidy: 1, 2,
3,4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F a 33F, ktoré tvoria asi 90 %
pneumokokovych krvnych izolatov. No tieto vakciny st
najmenej U€inné v tej Casti populdcie, ktoré je najviac vy-
stavena riziku pneumokokovych infekcii: pri jedincoch s
narudenim imunity spdsobenym poskodenim B-bunick, pri
Fud'och pokrotilejsieho veku a detoch mladsich ako dvoj-
ro¢nych, u ktorych imunitn ochranu zabezpetuja T-bunky.
PretoZe nekonjugované polysacharidy si slabymi induk-
tormi imunitnej odpovede T-buniek, je konverzia Pn-Ps na
imunogény schopné indukovat imunitni odpoved T-
-buniek kld¢ovym problémom pri zaistovani vhodnej
ochrany tejto ¢asti populéacie. No poutZitie tychto imunogé-
nov nie je obmedzené len na tito skupinu jedincov. Napri-
klad poddvanie vakciny, ktord obsahuje jeden alebo viac
novych konjugétov, cicavéej samici pred alebo polas gra-
vidity zvySuje v jej tele mnoZstva protilatok, ktoré mozu
pasivne chranit’ vyvijajici sa plod a dojéa bez toho, aby sa
vakcina priamo podavala plodu alebo dojatu. Tieto konju-
gované vakciny by mali byt uZito¢né aj na vyvolanie tvor-
by protilatok, a tym na pasivnu ochranu ohrozenych asti
populécie, ako si novorodenci alebo sirodenci infikova-
nych jedincov.

Polysacharidy, ktoré samy osebe su slabo imunogénne,
sa ukazali ako dobré imunogény po konjugécii s imuno-
génnym proteinom PRO [Marburg a d’ali, US patent ¢&.
4 695 624; Schneerson a dal§i, New Dev. with Hum. and
Vet. Vaccines, 77 aZ 94 (1980); Schneerson a dalsi J.
Exptl. Med., 152, 361 (1980); Anderson, Infection and
Immunity, 39, 233 (1983) ]. Ale hlavnym problémom pri
produkcii takych konjugatov je viskozna a nehomogénna
povaha polysacharidového vychodiskového materialu,
kvdli ktorej je tazké chemicky definovat’ konjugovany pro-
dukt. Preto sa vyzaduje taky spdsob vyroby, pri ktorom je
vychodiskovy material o najlepdie definovany a kazdy

krok syntetickej drahy je analyzovatePny, pokial’ ide o vy-
tvoreny medziprodukt. Tu opisany spdsob vyroby uspoko-
juje tieto poZiadavky tym, Ze poskytuje vysoko imunogén-
ne konjugitové imunogény proti patogénom, ktoré sa pri-
buzné patogénnym mikroorganizmom, od ktorych bol dany
Pn-Ps odvodeny. Konjugdty st uZitoéné pre deti miadiie a-
ko dvojrogné.

Marburg a dal3i [pozri J. Am. Chem. Soc., 108, 5282
(1986) a US patenty ¢&. 4 695 624; 4 830 852 a 4 882 317]
objavili spdsob konjugacie polysacharidov a imunogénnych
proteinov pomocou dvojvizbovych medzerikov (bigene-
rickych spacerov). PRO (protein) sa derivatizuje takym
sposobom, aby mal vy¢nievajuce nukleofilné alebo elektro-
filné skupiny (PRO*), zatial’ &o Ps (polysacharid) sa funk-
cionalizuje tak, aby obsahoval vyénievajice skupiny s o-
pa¢nou reaktivitou (Ps*). Pri zIi¢eni Ps* s PRO* sa utvoria
dvojvizbové medzerniky, ktoré kovalentne viazu Ps s PRO
(Ps-PRO). Pri kyslej hydrolyze sa dvojvizbovy medzernik
uvoln{ ako nezvy€ajnd aminokyselina, ktord sa stanovi pri
analyze aminokyselin, a tym sa da dokdzat’ kovalentnost
vizby.

Tento vyndlez predstavuje zlepSenie spdsobov uvede-
nych v americkych patentoch ¢. 4 695 624; 4 830 852 a
4 882 317. Toto zlep3enie zahfiia pripravu vychodiskového
maleridlu Pn-Ps, ktory mé Specifickejsie, reprodukovatel-
nejSie a z hl'adiska spracovania vhodnejsie fyzikélne vlast-
nosti ako surové pripravky Pn-Ps. Tieto fyzikalne vlastnosti
zahfiiaji zvy¥ena rozpustnost, zvydenu filtrovatelnost,
zvySent Cistotu [zniZenie kontamindcie skupinovo 3peci-
fickym C-polysacharidom (C-Ps)], zniZeni molekulovi
hmotnost, polydisperzitu a viskozitu. Tu uvedené vysledné
konjugaty maji lepSie vlastnosti ako konjugaty pripravené
podla postupu z amerického patentu & 4 695 624 s ohla-
dom na svoju vy38iu konzistentnost, ah$iu pripravu, zlep-
Sent antigénnost’ a vy$Siu Cistotu findlneho produktu. Ob-
zvIa3t vyznamné je troj- aZ dvadsatnasobné zniZenie kon-
taminacie skupinovo S3pecifickym C-polysacharidom a
peptidoglykanom v prekonjugécii Pn-Ps vzhadom na pre-
konjugéciu preparatov Ps, opisanti v americkom patente &.
4 695 624. Aj ked’ pritomnost’ C-polysacharidového kon-
taminantu neinterferuje s imunitnou odpoved’ou proti dru-
hovo 3pecifickym antigénom, mohol by sa C-PS zutastfio-
vat’ konjugaénej reakcie, a tym sposobovat,, aby bola menej
$pecifickd a riadend pre druhovo $pecificky Ps. Okrem toho
mdZe produkcia anti-C-polysacharidovych protilitok savi-
siet’ s poskodenim tkaniva pozorovanym pri niektorych ne-
vyjasnenych pneumokokovych infekciach.

Okrem nového konjugatového produktu opisuje tento
vyndlez aj novy spdsob pripravy &iasto¢ne hydrolyzova-
nych, vysoko purifikovanych pneumokokovych polysacha-
ridovych medziproduktov, nové pripravky obsahujice je-
den aZ desat’ roznych konjugitov a spdsoby poutZitia tohto
vynélezu. Osobitne vyznamné si kapsularne polysacharidy
nachadzajice sa v "PNEUMOVAX® 23" (Pneumococcal
Vaccine Polyvalent, MSD; pozri PDR, vydanie 1990, str.
1431). Podskupinu, ktorej sa dava najvéa¢3ia prednost’, tvo-
ria kapsuldrne polysacharidy zo Streptococcus preumoniae,
poddruhy 6B, 23F, 19F, 14, 18C, 4 a 9V, pretoZe sa odha-
duje, Ze tato mala skupina pneumokokovych poddruhov je
zodpovedna za 75 a7 85 % pneumokokovych infekcif u
malych i va3ich deti. Tu uvedené spdsoby pripravy s ap-
likovatelné na $iroké spektrum pneumokokovych a inych
bakterialnych polysacharidov.
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Podstata vynalezu

Predmetom vynalezu je konjugét obsahujici imuno-
génny protein, ktorym je proteinovy komplex vonkajiej
membrany (OMPC) Neisseria meningitidis b, alebo jeho
podjednotka MIEP, kde MIEP znamcna hlavny protein
zvySujici imunitu, pricom tento protein je kovalentne via-
zany s polysacharidom odvodenym od jedného alebo viace-
rych poddruhov Streptococcus preumoniae, pri¢om uvede-
ny polysacharid obsahuje v priemere menej ako 1200 opa-
kujtcich sa jednotiek na molekulu, jeho molekulovd hmot-
nost je medzi 1 x 10° a 1 x 10° polydisperzita medzi 1,0 a
3,0 a hladina kontamindcie pneumokokovym skupinovo
Specifickym C-polysacharidom je ni%&ia ako 3 % tohto dru-
hovo $pecifického polysacharidu.

Dalej je predmetom vynalezu spdsob vyroby uvedené-
ho konjugétu, ktorého podstata spotiva v tom, Ze zahfiia
a) izoldciu surového pneumokokového polysacharidu Pn-
-Ps;

b) tiastotnii hydrolyzu alebo mechanické mykové spraco-
vanie surového Pn-Ps;

c) derivatiziciu frakcionovaného Pn-Ps odvodeného od
jedného alebo viacerych pneumokokovych poddruhov, zis-
kaného podrla krokov a) az b) s cielom zaviest’ vy&nievajii-
ce bo&né nukleofilné alebo clektrofilné skupiny;

d) izoldciu OMPC alebo jeho podjednotky z Neisseria me-
ningitidis;

e) funkcionaliziciu OMPC alebo jeho podjednotky s cie-
Tom zaviest reaktivne elektrofilné alebo nukleofilné skupi-
ny;

f) konjugaciu polysacharidu z kroku c) proteinom z kroku
e);

g) blokovanic konjugatu na odstranenie zvy3kovych funk-
Enych skupin;

h) izol4ciu konjugétového produktu,

kde OMPC a Pn-Ps maji uvedeny vyznam.

ﬁalej je predmetom vynalezu spdsob vyroby uvedené-
ho konjugatu, ktorého podstata spotiva v tom, Ze zahfiia
a) kultivaciu pneumokokov a izolaciu surového pneumoko-
kového polysacharidu alebo solubilizaciu préaskového pne-
umokokového polysacharidu;

b) purifikaciu a &iastoént hydrolyzu polysacharidu z kroku
a) az po vopred stanovent hranicu za vzniku polysacharidu
schopného konjugacie, ktory nestratil viac ako 30 % poly-
sacharidovej druhovo 3pecifickej antigénnosti v porovnani
50 surovym polysacharidom z kroku a) a

c) konjugéciu produktu z kroku b) s imunogénnym prote-
inom;

priom pneumokoky kultivované v kroku a) zahffiaju
aspoii jeden poddruh zvoleny zo skupiny obsahujiicej pod-
druhy 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F a 23F; Pn-Ps si zachovava
svoju antigénnu integritu, podfa merania Ouchterlonyho
dvojitou imunodifiiznou skaskou alebo rychlostnou nefe-
lometriou s pouZitim anti-Pn-Ps druhovo $pecifickej proti-
litky; a Pn-Ps sa pred konjugaciou fyzikédlne spracovava
$mykom v Gaulinovom lise pri tlaku medzi 13,74 a 103,05
MPa alebo sa hydrolyzuje zohrievanim pri 100 °C 24 hodin
alebo posobenim ultrazvuku, kym sa nedosiahne pri kon-
centracii Pn-Ps 1 mg/ml v roztoku chloridu sodného s kon-
centraciou 0,9M kone¢nd hodnota viskozity alebo K4 pik,
ktoré pre kaZdy poddruh Pn-Ps uvédza nasledujici zoznam

Poddruh  Cielova konetna hodnota Cielova koneéna hod-

Pn-Ps  viskozity. 10°(m?% s")  notaKy, pik

Pn-4-Ps 1,5-1,00 0,65+0,035
Pn6B-Ps 1,3-1,00 0,60 £0, 05
Pn9V-Ps 1,3-1,00 0,650, 05
Pn14-Ps 1,1-0,95 0,60+0,05
Pn18C-Ps 1,5-1,00 0,65+0,05
Pnl9F-Ps ,3-1,00 0,65+0,05
Pn23F-Ps 1,5-1,00 0,54 +0,05.

Predmetom vynélezu je i vakcinovy pripravok, ktorého
podstata spociva v tom, Ze obsahuje uvedeny konjugat a i-
nertny nosi¢, ktorym je oxid hlinity, fosfore¢nan hlinity a-
lebo oxid hlinity, pricom konjugat obsahuje jeden aZ vietky
konjugaty vybrané zo skupiny obsahujicej Pn4-Ps-OMPC,
Pn6B-Ps-OMPC,  Pn9V-Ps-OMPC,  Pnl14-Ps-OMPC,
Pn18C-Ps-OMPC, Pnl9F-Ps-OMPC, Pn23F-Ps-OMPC,
Pnl-Ps-OMPC, Pn5-Ps-OMPC, Pn7F-Ps-OMPC.

Napokon je predmetom vynalezu aj pouZitie definova-
ného konjugétu, pricom konjugat obsahuje jeden aZ v¥etky
konjugaty vybrané zo skupiny obsahujicej Pn4-Ps-OMPC,
Pn6B-Ps-OMPC,  Pn9V-Ps-OMPC,  Pnl4-Ps-OMPC,
Pnl8C-Ps-OMPC, Pnl9F-Ps-OMPC, Pn23F-Ps-OMPC,
Pnl-Ps-OMPC, Pn5-Ps-OMPC, Pn7F-Ps-OMPC na vyrobu
kombinovaného vakcinového pripravku proti Preumococ-
cus a jednej aZ vietkym chorobam zvolenym zo siboru za-
hffiajliceho hepatitis B, hepatitis A, hepatitis non-A non-
-B, AIDS, zé&3krt-Cierny ka3el-tetanus, osypky, priusnice,
ruZienku, ov&ic kiahne, detskd obrnu a Haemophilus infllu-
enzae b.

Presne chemicky definovany pneumokokovy polysa-
charid (Pn-Ps) sa pripravi &iastoénou hydrolyzou surového
prepardtu Pn-Ps. Hydrolyza prebieha aZ po vopred stanove-
ny koneny produkt, ktory si udrZiava antigénnu integritu
Pn-Ps. Ciasto¢ne hydrolyzovany Pn-Ps sa vydatne &isti a
pouZiva na pripravu konjugatu Pn-Ps-imunogénny protein
(PRO), Pn-Ps-PRO.

Nové vysoko antigénne konjugity Pn-Ps-PRO podla
tohto vynalezu, obsahujice proteinovy komplex z vonkaj-
3ej membrany (OMPC) Neisseria meningitidis b alebo jeho
rekombinantné alebo purifikované podjednotky, ako je
MIEP, alebo iné imunogénne nosi¢ové proteiny kovalentne
viazané k Ciastotne hydrolyzovanym a vysoko purifikova-
nym medziproduktom Pn-Ps z prevladajicich pneumoko-
kovych izolatov, sii uZitoéné na prevenciu pneumokoko-
vych infekeif cicaveov. Tieto konjugaty s osobitne uZitog-
né vo vakcinovych pripravkoch na stimulciu antipneumo-
kokovych imunitnych odpovedi cicavcov, najmi pri jedin-
coch s naru$enim imunity v dosledku poskodenia B-
-buniek, pri stardich osobach a pri detoch do dvoch rokov,
pretoZe konjugdty vyvolavaju odpoved’ T-buniek. Konju-
gaty Pn-Ps-OMPC a Pn-Ps-MIEP sa vyrébaji podla postu-
pu, ktory obsahuje nasledujice kroky: izolaciu kapsulame-
ho Ps z kultir Streptococcus pneumoniae (pneumokoky
Pn), ¢iastotnu hydrolyzu alebo tyzikalne rozitiepenie Pn-
-Ps, frakcionaciu Pn-Ps za vzniku produktu Pn-Ps so zmen-
$enou velkostou molekuly, polydisperzitou a viskozitou, a
potom kovalentni konjugiciu Pn-Ps s OMPC alcbo MIEP.

Sposob pripravy kovalentnych konjugdtov pneumoko-
kovy polysacharid - imunogénny protein (Pn-Ps-PRO) je
zlepSeny oproti spdsobu uvedenému v americkom patente
¢ 4 695 524. Toto zlepSenie spotiva vo viit3ej chemickej
definovatelnosti a &istote vychodiskového Pn-Ps, medzi-
produktov a findlneho produktu a vo vil3ej konzistentnosti
a lahSom uskutoZneni celého postupu. Chemicky definova-
né konjugéty Pn-Ps-PRO prejavuji zdvislosti od T-buniek a
daju sa vyuzit' pri vyvolavani tvorby sérovych protilatok
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proti patogénnym pneumokokom, najmé pri detoch do
dvoch rokov a pri jedincoch so zniZenou imunitou. Konju-
gaty podla vynalczu sa mdZu pouzit' na terapeutické Gcely
vo forme oc¢kovacich latok na prevenciu chordb vyvola-
nych pneumokokmi, ako s otitis media, meningitis, pneu-
monia, bacteriaemia a ak(tna exacerbécia chronickej ar-
thritis, sinusitis, bronchitis a conjunctivitis.
Nasleduje podrobny opis tohto vynalezu.

A. Novy konjugat Pn-Ps-PRO a polysacharidové medzi-
produkty

V konjugovanom produkte Pn-Ps-PRO podl'a tohto vy-
nalezu sa pomer Pn-Ps k PRO pohybuje medzi hodnotami
0,05 az 0,5 mg polysacharidu na miligram proteinu. Pro-
dukt ma vysoky stupefl kovalentnosti, minimalnu kontami-
naciu volnym Pn-Ps a jedine¢né fyzikalne a chemické cha-
rakteristiky, ¢o je sposobené novou polysacharidovou zloz-
kou produktu.

Konjugat obsahuje imunogénny protein (PRO) kova-
lentne viazany pomocou medzernika na novy, Ciastoéne
hydrolyzovany a vysoko purifikovany, pneumokokovy
kapsularny polysacharid (Pn-Ps). Imunogénnym proteinom
je prednostne proteinovy komplex vonkaj$ej membriny
(OMPC) ziskany z kultary Neisseria meningitidis b. Jeden
spOsob pripravy OMPC je opisany v americkom patente &.
4 271 147, konkrétne v priklade 1. Alternativne sa mdze
vyhodne pouZit’ podjednotka OMPC, ako je MIEP, ziskana
disociaciou OMPC alebo jeho rekombinantnou expresiou.
Jeden spbsob pripravy tejto podjednotky je opisany v pa-
tentovych prihladkach USA ¢&. 555 978, 555 329 a 555 204,
ktor¢ boli podané 19. jula 1990, a v priklade 2.

Novy, &iastoéne hydrolyzovany a vysoko purifikovany
pneumokokovy kapsulamy polysacharid (Pn-Ps) je preparat
antogénneho polysacharidu, ziskany z kultiry jedného z
pneumokokovych poddruhov (ako sa opisuje d'alej, v €asti
opisujtcej novy spdsob konjugacie a v prikladoch 3 az 10).
Priemerna molekulova hmotnost Pn-Ps je od asi 1 x 10° do
1 x 10° daltonov. Molekula Pn-Ps obsahuje v priemere me-
nej ako 1000 opakujicich sa jednotick. Kontaminacia C-
-polysacharidom je niZ$ia ako asi 3 % a index antigénnosti
je medzi hodnotami 0,4 a 1,1, prednostne medzi 0,7 a 1,1.
Tento parameter vyjadruje relativne mnoZstvo vizieb anti-
pneumokokovo Specifickej protilatky na jednotku hmot-
nosti nového Pn-Ps v porovnani so surovym Pn-Ps uloZe-
nym v zbierke ATCC. Okrem toho je novy Pn-Ps schopny
konjugdcie s imunogénnym proteinom, &im sa vytvori pro-
dukt Pn-Ps-PRO podla vynalezu. Niektoré fyzikdlne a
chemickeé charakteristiky dvoch réznych preparatov Pn6B-
-Ps a dvoch réznych preparatov Pn24F-Ps s uvedené v ta-
bulke 1 d’alej. Nasledujici opis vysvetluje, ako sa tieto cha-
rakteristiky meraju. Dalej uvedeny postup predstavuje spd-
sob tvorby medziproduktov Pn-Ps a konjugéatov Pn-Ps-
-PRO so irokou skupinou pneumokokovych poddruhov.
Této skupina zahfiia poddruhy 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 194, 20, 22F,
23F A 33F, ale neobmedzuje sa na ne. Ako sa uvadza,
prednostne pouzivani podskupinu pncumokokovych poly-
sacharidov tvoria polysacharidy odvodené od pneumoko-
kovych poddruhov 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F a 23F. Odbor-
nikom v danom odbore je zrejmé, Ze okrem tychto polysa-
charidov alebo namiesto nich sa méZu pouZif iné tak, ako
to vyZaduje ohrozena populécia. Pnl-Ps a Pn5-Ps sa teda
moZu spracovavat’ ako Pn4-Ps, alebo Pn9V-Ps, podobne a-
ko polysacharidy z Neisseria meningitidis B, C alebo poly-
sacharidy zo streptokokov skupiny B, zatial’ & Pn7F-Ps sa
moéZe spracovavat’ ako Pnl4-Ps a potom sa mdzu vzniknuté
konjugaty v&lenit do polyvalentnej vakeiny, ako sa to bliz-

Sie opisuje d’alej. Odbornikom v tomto odbore je jasné aj
to, Ze zaClenenim Pn6B-Ps by bolo mozné dosiahnut
ochranu proti Pn6a prostrednictvom kriZovo reaktivnych
protilatok. To plat{ aj pre rad inych poddruhov pneumoko-
kov.

Polyvalentné vakciny s vakciny obsahujiice zmesi
roznych konjugitov Pn-Ps-PRO, pritom kazdy konjugét je
pripraveny oddelene s Pn-Ps daného poddruhu. Okrem toho
st polyvalentné vakeiny vakcinami, v ktorych je naraz ale-
bo postupne konjugovanych niekolko réznych poddruhov
Pn-Ps s danym PRO.

1. Charakterizdcia novych polysacharidovych medzipro-
duktov

Fyzikdlne a chemické¢ charakteristiky Ciastotne hydro-
lyzovanych, purifikovanych pneumokokovych kapsular-
nych polysacharidovych medziproduktov zavisi od poddru-
hu pneumokoku, od ktoréha je polysacharid odvodeny, a od
Giprav, ktoré sa s nim uskutoéiiuju pri postupe podl'a tohto
vynéalezu. Vieobecne maji medziprodukty Pn-Ps dva- aZ
desatkrat mengiu vel’kost molekuly a polydisperzitu v po-
rovnani so surovymi polysacharidmi, ziskanymi z bakte-
rialnej kultdry. Men3ia velkost’ molekuly umoZiiuje lepsiu
manipulaciu s polysacharidom poéas konjugacie, Iahie od-
strancnic vofnych Pn-Ps po kojugacii, dosiahnutie vy33gj
tistoty a homogenity Pn-Ps, niZSej polydisperzity Pn-Ps,
pokial’ ide o velkost’ molekul pri v podstate nezmenenej
antigénnosti. Tieto charakteristiky novych Pn-Ps podporuju
vyznamne konzistentnt tvorbu dobre definovaného, vysoko
druhovo 3pecifického, antigénneho produktu Pn-Ps-PRO.

i) Molekulova hmotnost’ a polydispetzita Pn-Ps

Meranim hmotnostnej strednej molekulovej hmotnosti
Myw pomocou difuzie, sedimentécie alebo chromatografic-
kym spOsobom a meranim &iselnej strednej molekulovej
hmotnosti My pomocou koligativnej viastnosti, ako si vis-
kozita, zniZenie teploty tuhnutia alebo zvy3enie teploty va-
ru, sa ziska polydisperzita preparitu Pn-Ps ake pomer
Myw/My. Cim viac sa tato hodnota bliZi k jednotke, tym ma
polysacharidovy preparat vicsiu homogenitu. V tomto opi-
se je uvedena polydisperzita radu preparatov Pn-Ps a opi-
suje sa tu aj prednostny spdsob dosiahnutia tejto zvy3enej
homogenity.
Rozdelovaci koeficient vzorky (Kd) je definovany takto:

kde

V, predstavuje mftvy objem kolény,

V. predstavuje celkovy permea¢ny objem kolény a
V. predstavuje eludny objem vzorky.

K, kazdého surového alebo Ciastoéne hydrolyzovaného
preparatu Pn-PS sa meria pomocou normalnej alebo vyso-
koidinnej chromatografie zaloZenej na principe rozliSenia
velkosti molekuly [size-exclusion chromatography (SEC)
alebo high-performance size exclusion chromatography
(HPSEC)]. Meranie sa uskuto¢finje s alikvotnym podielom
vzorky polysacharidu postupom znamym v tomto odbore.
Takto ziskana hodnota K je meradlom priemerného hyd-
rodynamického objemu polysacharidového konjugatu. Pri
zniZovani velkosti molekul Pn-Ps fyzikdlnym 3tiepenim
molekal alebo tepelnou, alebo ultrazvukovou hydrolyzou
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spdsobom podla vynilezu sa zvy3uje cluny objem vzorky
Pn-Ps a rastie aj hodnota K.

Prednostne pouZivanou napliiou kolény na tento tiéel je
gél SHEPHAROSE CL2B (Pharmacia & 17-0120-01).
Mrtvy objem kolény sa stanovi pomocou modrej Blue
Dextran 2000 (Pharmacia €. 17-0360-01) a celkovy perme-
a¢ny objem kolény (V) sa stanovi pomocou piku chloridu
sodného. Podr'a jedného spdsobu sa vzorka Pn-Ps pripravi
ako roztok s koncentraciou 2,5 mg Pn-Ps na 1 ml destilo-
vanej vody. Objem nastreku je 1 ml. Pomer V/V; by mal
byt v rozmedzi 0,32 az 0,37. K, pre Dextran T500 (Phar-
macia ¢. 17-0320-01) by mal byt v rozmedzi 0,37 aZ 0,49.
Prednostne pouZivany systém HPSEC obsahuje kolonu s
velkostou 7,5 x 600 mm TSK G6000 PW vyhrievanou na
50 °C.

V optimdlnom usporiadani je systém SEC alebo
HPSEC kombinovany s difcrenénym refraktometrom, ktory
monitoruje relativnu koncentraciu analytu ako funkciu e-
lu¢ného objemu, a s diferenénym viskozimetrom, kiory
monitoruje $pecifickd viskozitu analytu ako funkciu elud-
ného objemu. Univerzdlna kalibra¢na krivka [log (vnutorna
viskozita krat molekulova hmotnost) proti retenénému ob-
jemu] sa zostroji na zéklade analyzy séric monodisperz-
nych Standardov polyetylénoxidu. Koncentrany profil a
profil Specifickej viskozity sa mdZe pouZit na vypolet pro-
filu zavislosti molekulovej hmotnosti od eluéného objemu
pre dand vzorku a z tychto hodnét sa d’alej vypotitaji hod-
noty My a My. Z hodndt My a My sa vypocila index poly-
disperzity (My/My) [Yau, W. W. a Rementer, S. W, J.
Liq. Chromatog., 13, 627 aZz 675 (1990); Nagy, J. Liq.
Chromatog., 13, 677 a% 691 (1990) ; Benoit a d’aldi, J.
Phys. Tome., 63, 1507 az 1514 (1966)]. Podra tohto vyna-
lezu sa vniitorna viskozita mari v tlmivom roztoku s kon-
centraciou 0,1M fosfore¢nanu sodného pri pH 7,2.

Po stanoveni priemernej molekulovej hmotnosti prepa-
ratu Pn-Ps sa m6Ze priemerny podet opakujicich sa jedno-
tiek v molekule Fahko zistit’ vydelenim molekulovej hmot-
nosti polyméru molekulovou hmotnostou opakujiicej sa
Jjednotky (pozri tabulka IT).

if) Retencia druhovo pecifickej antigénnosti Pn-Ps

Pre kazdy surovy Pn-Ps, podrobeny fyzikdlnemu 3tie-
peniu alebo hydrolyze chemickymi prostriedkami, teplotou,
ultrazvukom alebo enzymami, je ddleZité stanovit’ koneény
produkt, za ktorym sa antigénna integrita uz zagina stracat’,
Tento kone¢ny produkt sa da Pahko zistit’ pomocou korel-
cie medzi viskozitou vzorky a ktorymkol'vek z radu imu-
nologickych testov, znimych v tomto odbore. Prednostnym
sposobom je meranic alikvotného podiclu polysacharido-
vého roztoku pomocou Ouchterlonyho dvojitého imunodi-
fuzneho stanovenia s pouZitim pneumokokovej poddruhovo
Specifickej protilatky. Vznik bieleho precipitatného pasa v
agare, ktory sa pripdja k precipitainému pasu vzorky suro-
vého Pn-Ps, umiestneného v susednej jamke, po uplynuti
Casu na difiizin, umozZituje kvalitativnu identifikiciu reak-
tantov a poskytuje ddkaz, Ze polysacharidova antigénna
integrita vzorky zostala neporusena. KvantitativnejSie imu-
nologické stanovenie sa uskutoéiiuje metddou rychlostnej
nefelometrie alebo pomocou testu RIA.

Pri rychlostnej nefelometrii sa meria zmena alebo
rychlost zmeny intenzity rozptyleného svetla podas tvorby
komplexu antigén-protildtka. Reakcia prebieha v reak&nej
cele, ktorou prechidza svetelny la&. V tomto pripade sa
tvoria komplexy pri imunoprecipitagnej reakeii, ktord pre-
bieha v roztoku, ked’ $pecificka protilatka (Ab) reaguje so
svojim Specifickym antigénom (Ag), tj. Pn-Ps. PretoZe
tvorba komplexu Ag-Ab zavisi od pritomnosti molekul Ag

a Ab v optimédlnych mnoZstvach, rastie miera tvorby kom-
plexu pri kon3tantnom mnoZstve Ab s rastiicim mnoZstvom
Ag aZ po maximalnu hranicu; vi¢sie mnoZstvd Ag sposo-
buju niZiu tvorbu komplexu. Kalibradné krivka sa vytvori
tak, Ze sa udrziava kon&tantné mnoZstvo Ab a meria sa roz-
ptyl svetla pri zvy3ujicich sa koncentréciach Ab. Pre pre-
parét Ps (alebo derivatizovany preparét Ps) je moZné vypo-
Citat’ koncentraciu Ag, ak sa vzorky nechaju reagovat so
svojimi 3pecifickymi Ab za rovnakych podmienok, za a-
kych sa zostrojila kalibra&na krivka.

Porovnanie koncentricie vypogitanej imunologicky
pomocou rychlostnej nefelometrie s koncentraciou ziska-
nou chemicky alebo fyzikalne (pomocou kalorimetrie, me-
rania indexu lomu alebo totdlnej hydrolyzy a stanovenia
monosacharidov pozri d’alej) sa udéva index antigénnosti
pre vzorky Ps. Stanovenie sudiny polysacharidov je vhodné
len v pripade, Ze je zndmy obsah prchavého podielu v pras-
kovej vzorke. Je v3eobecne zname, Ze polysacharidy su
hygroskopické a mdZu obsahovat' akékol'vek mnoZstvo od
5 do 30 % hmotnostnych prchavych litok. Preto nie je sta-
novenie sudiny v nich alebo pri nich prili§ spoPahlivé. Na
stanovenic koncentracie polysacharidu s rozumnou pres-
nostou sa pouZiva kolorimetrické stanovenie. Kalibracia sa
uskutotni pomocou Standardného roztoku polysacharidu,
ktory sa sleduje. Napriklad Pn6B-Ps, Pn18C-Ps, Pn19F-Ps
a PN23F-Ps sa méZu kvantifikovat’ pomocou stanovenia
metylpentézy podl'a Dische a Shettles [J. Biol. Chem., 175,
595 aZz 603, (1948)]. Pn4-Ps, Pn9V-Ps, Pn14-Ps a Pnl9F sa
mézu kvantifikovat' stanovenim obsahu hexozaminu a
Pn9V sa modZe kvantitativne stanovit’ aj na zéklade obsahu
kyseliny urénovej. Stanovenie pomocou fenolu a kyseliny
sirovej [Dubois a dalsi, Anal.Chem., 28, 350 az 356
(1956)) je uzitodné na zistenie cetkového mnoZstva viet-
kych preparatov Pn-Ps pri testovani po¢as pripravy konju-
gitu. Dalsim pouzivanym spdsobom je meranie signalu in-
dexu lomu ako miery hmotnosti analytu. Pri tomto spdsobe
sa uskutoiiuje aj kalibracia pomocou $tandardného roztoku
polysacharidu, ktory sa sleduje. Kolorimetrické stanovenie
sa sice pouZiva na sledovanie obsahu polysacharidu vo
vzorkéch potas derivatizicie a konjugacie, ale refraktomet-
rické meranie sa pouZiva pri fyzikalnej charakterizacii po-
lysacharidového preparatu pomocou HPSEC univerzalnej
kalibracnej analyzy a pri vypoéte indexu antigénnosti. Vy-
chodiskovému surovému Pn-Ps sa prideli hodnota indexu
antigénnosti 1,0. Pre experimentalne vzorky sa vypoéita in-
dex relativnej antigénnosti; ak je jeho hodnota v rozmedzi
od 4,0 do 1,1, povazuje sa to za uspokojivé. Index antigén-
nosti vi¢si ako 1,0 sa mdze dosiahnut, ak sa polysacharid
znalne vytisti poCas hydrolyzy a frakcionéacie. Teoreticky
by mohlo samotné zmen3enie velkosti molekil zvysit in-
dex antigénnosti preparatu zvi¢3enim flexibility polysacha-
ridovych molekal, a tym zniZenim stérickej interferencie o-
kolo antigénnych epitopov. Tieto stanovenia sa uskutod-
fuji ako kontrolné stanovenia polas procesu hydrolyzy,
frakciondcie a derivatizacie vzoriek Ps. Vzorky, ktoré maju
hodnoty relativnej antigénnosti mensie ako 0,4 sa vyradia,
t.j. nekonjuguja sa. Anti-Pn-Ps-protilatky s dostupné a po-
uZivaju sa na charakterizaciu pneumokokovych polysacha-
ridov. Anti-Ps-Pn-protilatky sa dostupné napriklad v the
Health Research, Inc., Albany, NY a the Staten Serun In-
stitute. Alternativne sa drubovo 3pecifické ant-Ps-Pn-
-protilatky mdZu na tento udel pripravit podla postupov
znamych v tomto odbore, pri¢om ako imunogén sa pouZije
komeréne dostupny surovy Pn-Ps [Baker a d’al3i, Immu-
nology 20, 469 (1971); Brooke, M. $., J. Immunol., 95, 358
(1966) ; Kearney, R. a Halladay, W. J., Aust. J. Exp. Biol.
Med. Sci., 48, 227 (1970); Schneerson, R. a d'alsi, Prog.



SK 280659 B6

Allergy, 33, 144 (1983) ; Robbins, J. B, Infect. Immun.,
261116(1979) 1.

Dalsim ukazovatelom zachovanej antigénnej integrity
je udrZiavanie spravneho chemického zloZenia preparatu
Pn-Ps. Napriklad Pn6B-Ps méd opakujacu sa jednotku [o-
-Gal(1-3)-a-Glu(1-3)-a-L-Rhap(1-4)-D-Ribitol-5-PO,(3)],
takZe molovy pomer cukornych zloZiek ribitol : ramnéza :

. galaktoza : glukdza je priblizne 1: 1 : 1 : 1. Tento pomer
sa mdZe stanovit' napriklad po hydrolyze polysacharidu.
Hydrolyza sa uskutociiuje dve hodiny pri teplote 45 aZ
65 °C 36 % kyselinou fluorovodikovou, d’alej 10 az 20 ho-
din pri teplote 100 °C kyselinou trifluéroctovou s koncen-
traciou 2 M. Po hydrolyze sa uskutolni stanovenie pomo-
cou vysokoudinnej chromatografie na anexe s pulznou am-
perometrickou detekciou. Ukazovatefom zachovanej integ-
rity st $tyri piky, ktoré reprezentuji priblizne ekvimolarne
mnoZstvd cukornych zloZiek. Priblizne teoretické pomery
cukornych zloZiek sa zachovavajt pri vietkych novych zlu-
eninach Pn-Ps podra tohto vynalezu s rozptylom asi 20 %.
Odchylky od teoretickych hodndt st sposobené hlavne ob-
medzeniami danymi povahou zvolenej metody. TakZe po
celkovej hydrolyze ma

Pn23F-Ps molovy pomer glycerol : ramnéza : galaktoza :
rglukézal:2:1:1;

Pn14-Ps molovy pomer N-acetylglukozamin: galaktoza :
cglukdzal :2: 1;

Pn19F-PS ma molovy pomer ramnéza : N-acetylmanoza-
mim: glukézaasi {:1:1;

Pn18C-PS ma molovy pomer glukdza : galaktéza : ramné-
za: glycerol :acetatasi3:1:1:1:1;

Pn9V-Ps ma molovy pomer glukéza : galaktéza : N-acetyl-
manozamin : Kyselina glukurénova : kyselina galakturéno-
va:acetatasi2:1:1:1:1:1:7a

Pnd-Ps ma molovy pomer N-acetylmanozamin : N-acetyl-
fukozamin : galaktozamin : galaktéza : pyruvatasil :1:
d1:1: L

Okrem toho sa nedévno zistilo, Ze Pn-4Ps obsahuje pri-
davnu zloZku identifikovani pomocou analyzy HPLC ako
2-aminopneumozamin (2-amino-2,6-dideoxytaléza), rov-
nako ako Pn5-Ps [Barker a d’al§i, Carbohydrate Tes., 224
az 233 (1966)]. Pnl9F-PS obsahuje aj pridavni zlozku,
pravdepodobne hexozamin, ¢o sa v literat(ire neuvadza. De-
finitivna identifikdcia tejto zloZky nie je doteraz vyrie$ena.
Tieto a pridavné teoreticky mozné polysacharidové opaku-
juce sa zlozky sa uvadzaji v nasledujiicich odkazoch: J. E.
G. van Dam a dalgi, Carbohyd. Res. 187, 267 (1988); H. J.
Jennings, Adv. Carbohyd. Chem. 41, 155 (1983) a odkazy
v tejto publikdcii; J. C. Richards a M. Perry, Biochem. Cell.
Biol. 66, 758 (1988). Okrem cukornych zloZiek obsahuju
niektoré sledované Pn-Ps fosfatové, acetatové a pyruvatové
bo&né skupiny, pri¢om niektoré z tychto skupin maji imu-
nodominantné rysy. Preto sa mdZe obsah tychto zloZiek tiez
sledovart’ (pozri priklad 30). Kvantitativne stanovenie mo-
nosacharidov je uzito¢nym prostriedkom aj na uréenie kon-
centréacie polysacharidu vo vzorke.

Dal$im prvkom antigénnosti sledovanych polysachari-
dov je zachovanie toho, &omu sa hovori "konformatny e-
pitop" v polysacharide [pozri napriklad Wessels, M. R. a
Kasper, D. L., J. Exp. Med., 169, 2121 az 2131 (1989)).
Této droveri antigénnosti sa vyjadruje len pri sacharidoch s
vysokou molekulovou hmotnostou. Tu opisané metody sa
riadia tak, aby sa tato (irovefi antigénnosti tieZ zachovala.

iii) Minimalna kontaminécia C-polysacharidom

Dalsim kritickym parametrom je hladina kontamindcie
C-polysacharidom. Tato hodnota sa moZe ziskat' po totalnej
kyslej hydrolyze polysacharidového preparatu pomocou

chromatografickej analyzy hydrolyzitu a konduktometric-
kej detekcie cholinu [Hermans a d'al3i, Recl. Trav. Chim.
Pays-Bas, 107, 600 (1988)]. Alternativne sa mdZe stanovif
cholin v nehydrolyzovanom polysacharide pomocou NMR.
Pri pouZiti techniky NMR sa na vypocet obsahu C-Ps pou-
Ziva pomer signalu cholinu k signalu metylskupiny ramno-
zy (pre Pn-Ps obsahujici ramnézu; pre Pn-Ps neobsahujici
ramndzu sa pouziva iny signél). Pri pouZiti chromatogra-
fického spdsobu analyzy sa na vypocet obsahu C-Ps vyuZi-
va pomer signalu cholinu bud’ k obsahu polysacharidu ur-
¢enému konduktometricky, alebo k piku jednej zo zloZiek
Pn-Ps. V obidvoch pripadoch dovol'uju $tandardy so zné-
mymi koncentraciami cholinu priamy vypoet mnoZstva
cholinu pritomného v polysacharidovej vzorke s pouZitim
teoretickej opakujucej sa Struktury C-Ps (Herman a d'al3i,
uvedend citacia); stanovi sa tak koncentrécia C-Ps v polysa-
charidovej vzorke. Koncentricia polysacharidu vo vzor-
kach Pn-Ps sa meria spdsobmi, ktoré si v tomto odbore
znime. Napriklad celkovéd koncentracia polysacharidu sa
mdZe stanovit' po celkovej hydrolyze polysacharidu mera-
nim koncentracie §pecifického monosacharidu. Porovnanim
koncentracie C-Ps k celkovej koncentracii polysacharidu sa
stanovi stupefi kontaminacie C-polysacharidom v hmot-
nostnych percentich. Stupeii kontaminacie niZ3i ako 3 %
hmotnostné sa povaZuje za prijatelny, ale vhodnejdi je stu-
peft kontamindcie niZ3i ako 1 %.

Chemické a fyzikélne vlastnosti dvoch SarZi Pn6B-Ps a
dvoch $arzi Pn23F-Ps su zhrnuté v tabulke I d'alej v texte.
Tieto 0daje ukazuji reprodukovatelnost’ parametrov od
SarZe k 3arZi, ktoré je vysledkom nového, tu opisaného pro-
cesu.

Tabulka I

Vlastnosti hydrolyzovanych a frakcionovanych Pn-Ps

Preparat Pn-Ps 6b-1 6B-2 23F-1 23F-2
Viskozita kone¢ného

produktu 1,094 1,147 1,350 1,376
K4 (HPSEC) 0,62 0,62 049 0,49
K4 (CL-2B) 0,64 0,60 0,41 nestanovené
Monosacharid S S S S
Antigénnost’:sta-

novenie podla

Ouchterlonyho S S S S
Nefelometrické sta-

novenie S S S S

Stanovenie postupom
s fenolom a kyseli-
nou sirovou S S S S

S: zistena hodnota je uspokojiva

Tabulka II, uvedena d'alej, ukazuje chemické a fyzikal-
ne parametre niekol'kych surovych pneumokokovych poly-
sacharidov a pristudnych novych hydrolyzovanych a frak-
cionovanych (hyd+frak) zligenin podl'a vyndlezu. Uvedené
hodnoty st priblizné, v medziach experimentéalnej chyby a
hranic detekcie pripravenych komplexnych polysacharido-
vych zlacenin.
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Tavulea 11
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2. Charakterizacia nového konjugatu Pn-Ps-PRO

i) Identifikdcia a kvantitativne stanovenie Pn-Ps

Je velmi uZito¢né overit’ si mnoZstvo a chemicky integ-
ritu Pn-Ps v kone¢nom konjugéte nezavislou technikou, aby
sa overila antigénnost’ (integrita) a aby sa vypo&ital pomer
Pn-Ps/PRO. Jeden zo spdsobov zahffia totalnu hydrolyzu
pomocou TFA s koncentraciou 2 M pri teplote 100 °C po-
tas 5 aZ 16 hodin, priom optimélny ¢as hydrolyzy zavisi
od kaZdého jednotlivého Pn-Ps. Rovnaké mnoZstva konju-
gatu Pn-PS-PRO a hydrolyzatu PRO (na podklade vysledku
stanovenia proteinov podl'a Lowryho) sa analyzuji pomo-
cou vysokoicinnej chromatografie na anexe s pulznou am-
perometrickou detekciou. Ziskaji sa monosacharidové pro-
fily. Profil PRO sa "odé&ita" od profilu konjugatu Pn-Ps-
-PRO s pouzitim vhodného pogitatového softvéru, ako je
Nelsonov program, na Gely korekcie na monosacharidy,
ktoré pochéddzaji z PRO, napriklad lipopolysacharidu
(LPS), pritomného v OMPC. Mnozstvo Pn-Ps v konjugate
sa teda vypodita porovnanim profilu znameho mnoZstva de-
rivatizovaného hydrolyzatu Pn-Ps a korigovaného konju-
gatu Pn-Ps-PRO. Pomer Pn-Ps/PRO sa tieZ meria tymto
spdsobom.

ii) Stanovenie novych aminokyselin ako indikatora kon-
jugdcie a blokovania

Po konjugacii Pn-Ps s PRO sa vzorky konjugétu hyd-
rolyzuju v HCI s koncentréciou 6N a uskutoéni sa analyza
aminokyselin. Tento spdsob deteguje pritomnost a mnoz-
stvo vynimoénych aminokyselin, ako je 5-karboxy-
metylhomocystein (S-CMHC) a S-karboxymetylcysteamin
(S-CMCA). S-CMHC sa tvori ako sudast’ chemickej vézby
pri chemickej reakeii medzi derivatizovanym Pn-Ps a PRO,
ako sa to opisuje v Casti zaoberajlicej sa postupom, uvede-
nej d’alej. Pritomnost tejto aminokyseliny sa poklada za de-
finitivny dokaz kovalentnej vizby medzi derivatizovanym
Pn-Ps a PRO. Tvorba takej kovalentnej viizby je nevyhnut-
na na imunogénnost’ konjugatovej vakciny vzhl'adom na T-
bunky. Ihned’ po skon&eni konjuga¢nej reakcie sa nezrea-
gované bromacetamidové skupiny blokuji N-acetylcyste-
aminom. Vysledkom hydrolyzy tejto vizby je uvolnenie
(S-CMCA), o sa tiez deteguje analyzou aminokyselin.
Detekcia tejto aminokyseliny (S-CMCA) potvrdzuje Gispes-
né blokovanie reaktivnych bromacetamidovych skupin.
Tym sa tieto skupiny nedostupné pre akékol'vek nechcené
chemické reakcie. Prijatelné hodnoty kovalentnosti a blo-
kovania st v rozmedzi asi 1 aZ 15 % pre S-CMHC/Lys a a-
si0az 5 % pre S-CMCA/Lys.

iii) Analyza vakciny adsorbovanej na hydroxid hlinity
Prednostne sa konjugat Pn-Ps-PRO adsorbuje na hyd-

roxid hlinity [gél Al (OH), ,] (pozri oddiel C d'alej) , a tym

zosilnie imunitna odpoved’ na vakcinu. Iné moZné vytvore-

nie vakciny zahfiia pouZitic fyziologicky prijatelnych rie-
didiel, inych adjuvans, imunomodulatorov alebo inych i-
nertnych excipientov, ako je gél hydroxidu hlinitého. Ana-
lyza materialu adsorbovaného na gél hydroxidu hlinitého sa
uskuto¢iiuje nasledujucim spdsobom.

Pn-Ps-PRO adsorbovany na hydroxide hlinitom sa mo-
Ze analyzovat, pokial ide o jeho zloZenie a stabilitu po de-
sorpcii konjugatov z hydroxidu hlinitého. Tento spdsob sa
doplni dialyzou Pn-Ps-PRO adsorbovaného na hydroxide
hlinitom proti roztoku citratu sodného s koncentraciou 3 %
pocas 16 hodin pri laboratérnej teplote. Vzniknuté rozpust-
na sol, citrat hlinity, migruje pre¢ cez dialyzani membra-
nu a zostiva Pn-Ps-PRO. Tento sposob je ddlezity, aby sa
potvrdilo, Ze v pripravku adsorbovanom na hydroxide hli-
nitom je spravne mnoZstvo Pn-Ps-PRO.

No niektoré pripravky, ako Pn6B-PS-OMPC a Pn23F-
-Ps-OMPC obsahujii 10, 5, 2 a 1 pg Pn-Ps/ml (pozri oddiel
C dralej), ¢o su koncentricie nedetegovatené chemickymi
metodami. Aby sa dali uskuto¢nit’ analyzy zloZenia cukrov
aj v tomto pripade, vakciny s adsorbovanym Pn-Ps-OMPC
sa najprv peletujl, aby sa odstrinila voda. Pelety sa resus-
penduju v jednej pitine pdvodného objemu vody pred roz-
pastanim v roztoku citrdtu. Po dialyze je solubilizovany
Pn-Ps-OMPC pritomny v koncentraciach 50, 25, 10 a 5 pg
Pn-Ps/ml. Pri tychto koncentriciach je moZné stanovit’ Pn-
-Ps aj protein a potvrdit’ tak troven davky.

Vzorky desorbované pomocou citratu sa analyzuju aj
na mozn pritomnost’ volnych Pn-Ps. To je doleZité na
kontrolu imunogénnosti a na konzistentnost’ vyroby. Tato
analyza sa uskutociiuje chromatograficky v kolone s napl-
fiou SEPHAROSE CL-2B alebo SEPHACRYL S1000SF.
Koléna pracuje na principe molekulového sita a je na nej
moZné oddelit Pn-Ps-OMPC od Pn-Ps. Pritomnost’ a
mnoZstvo volnych Pn-Ps sa meria nefelometricky. Uroveii
kontaminacie Pn-Ps-OMPC volnymi Pn-Ps je niZ3ia ako
15 % z celkového obsahu Pn-Ps.

iv) Test na pyrogenitu: dokaz nepritomnosti pyrogenity vo
vyznamnom rozsahu

Konjugagny produkt podl'a tohto vynalezu sa testuje, a-
by sa vylatila moZnost' neZiaducich efektov zvySujucich
teplotu. Zistilo sa, Ze konjuga&né produkty vyrobené podl'a
tu opisaného postupu majii prijatefna pyrogenitu.

Sposob (L. V.)
Vakeina s konjugovanym Pn-Ps sa testuje podl'a postu-
pu opisaného v 21 CFR, oddiel 610.13 (b).

1. Sposob (1. M.)

Druhym sposobom merania pyrogenity je kralici test
IM. Tento test lepdie simuluje klinické pouzZitie produktu a
povaZuje sa za presnej§i odraz zjavného znedistenia pro-
duktu endotoxinom.

Kazdy kralik dostane 1,0 ml vakciny v podobe vnitro-
svalovej injekcie. Test sa uskutocfiuje aspoii na troch krali-
koch. Teplota sa sleduje 5 hodin po aplikécii injekcie. Iné
testovacie spdsoby sa opisuju v 21 CFR, oddiel 610.13 (b).
(Testovana dévka udéva koncentricie polysacharidu).

v) Povaha kovalentnej viizby
Pn-PS-PRO, ako konjugaty Pn-Ps-OMPC alebo Pn-Ps-

-MIEP, sa mdZu pripravovat’ kondenzaciou pomocou dvoj-
viizbovych medzernikov, ktoré obsahuju tioéterovi skupinu
a primédrnu aminoskupinu. Tieto medzerniky tvoria hydro-
Iyticky labilné kovalentné viizby s polysacharidom a PRO,
ako je OMPC alebo MIEP. Prednostné konjugaty podl'a
tohto vynalezu si konjugaty, ktoré sa mdzu vyjadrit’ vzor-
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cami Pn-Ps-A-E-S-B-PRO alcbo Pn-Ps-A'-S-E'-B-PRO.
A-E-S-B a A'-S-E'-B' tvoria dvojvizbové medzerniky, kto-
r¢ obsahuju hydrolyticky stabilné kovalentné tioéterové
vizby a ktoré tvoria kovalentné tioéterové vazby (napriklad
hydrolyticky labilné esterové alebo amidové védzby) s mak-
romolekulami PRO a Pn-Ps. V medzerniku A-E-S-B sym-
bol S znamena atém siry; symbol E je transformalny pro-
dukt tiofilnej skupiny, ktord zreagovala s tiolovou skupinou
a dd sa vyjadrit vzorcom

Q

0 \ OR
" M
-C(CH,) ptq alebo -CCH-
7

o

v ktorom

R predstavuje atdm vodika alebo metylovi skupinu a
p predstavuje ¢islo od 1 do 3;

A predstavuje skupinu vieobecného vzorca

WH

~CN (CH,) ¥ (CHy) ~NB=

kde

W predstavuje kyslik alebo skupinu NH, m predstavuje

Cislo 0 az 4,

n predstavuje &islo0az 3 a

Y predstavuje metylénskupinu, kyslik, siru, skupinu NR'
alebo CHCO,H, kde R' predstavuje vodik alebo alkyl-
skupinu s | aZ 2 atdmami uhlika, pri¢om ked’ Y pred-
stavuje metylénskupinu, potom ani m, ani n neznamena
tislo 0, a ked’ Y predstavuje kyslik alebo siru, potom m
Jje viiCSie ako | a n je vicsie ako 1,

B predstavuje skupinu vieobecného vzorca

- H -
(c 2)pc':H(CHZ)qD ,

kde

q predstavuje &islo 0 az 2,

Z predstavuje aminoskupinu, skupinu vzorca
CH-C(=O)OR, karboxyskupinu alebo atom vodika,

R' a p maji uvedeny vyznam a

D predstavuje oxoskupinu, skupinu NR' alebo skupinu
vzorca

HO 0
[ 1

V medzerniku A'-S-E"-B'

predstavuje atom siry,

predstavuje skupinu vieobecného vzorca
W

1
"n_
—CNH(CHZ)aR ’

>-_U2

kde

a znamenadislo 1 az4a

R" predstavuje metylénskupinu alebo skupinu vieobecné-
ho vzorca

HOY'
108
NCCH(CHZ) p’

kde

Y' predstavuje aminoskupinu alebo skupinu veobecného
vzorca NHCOR'a W, p a R' maju uvedeny vyznam a

bud’ E' predstavuje transforma¢ny produkt tiofilnej skupiny,
ktora zreagovala s tiolovou skupinou a d4 sa vyjadrit’ v3e-
obecnym vzorcom

R

|
- CH-,

kde R ma uvedeny vyznam a B' predstavuje oxoskupinu;
alebo E' predstavuje skupinu vzorca

/[:_

0

a
B' predstavuje skupinu vieobecného vzorca

o)
"n
-—(CH2) pC"r

kde p znamena ¢islo 1 az 3.

Z dvojvizbovych medzernikov vzorca A-E-S-B a A'-S-
-E'-B' jc mozné kvalitativnc a kvantitativne stanovit’ zloZky
E-S-B a A'-S-E, pritom této identifikicia odraZa kovalen-
tnost’ vazby konjugitu, ktora spaja miesto s tioéterovou si-
rou, pochadzajicou z kovalentne modifikovaného polysa-
charidu s miestom v medzerniku, ktoré pochadza z funk-
cionalizovaného proteinu.

Konjugaty Pn-Ps-A-E-S-B-PRO podl'a tohto vynélezu
méZu obsahovat medzerniky, ktorych zlozkami si okrem
inych tieto derivaty: oxid uhli¢ity, 1,4-butdndiamin a S-
-karboxymetyl-N-acetylhomocystein; oxid uhlitity, 1,5-
-petdndiamin a S-karboxymetyl-N-acetylhomocystein; oxid
uhli¢ity, 3-oxa-1,5-pentandiamin a S-karboxymetyl-N-
-acetylhomocystein; oxid uhlicity, 1,4-butdndiamin a S-kar-
boxymetyl-N-acetylcystein; oxid uhli¢ity, 1,3-propandi-
amin a S-karboxymetyl-N-benzoylhomocystein; oxid uhli-
tity, 3-aza-1,5-pentindiamin a S-karboxymetyl-N-acetyl-
cystein; oxid uhli¢ity, 1,2-etdndiamin, glycin a S-(sukcin-2-
-yl)-N-acetylhomocystein. Konjugaty Pn-Ps-A'-S-E'-B'-
-PRO podra tohto vynalezu méZzu obsahovat’ medzerniky,
ktorych zloZkami su tieto derivaty: oxid uhli¢ity a S-karbo-
xymetylcysteamin; oxid uhliéity a S-(a-karboxyetyl)cyste-
amin; oxid uhli¢ity a S-karboxymetylhomocysteamin; oxid
uhlitity, S-(sukcin-2-yl)cysteamin a glycin; oxid uhligity a
S-karboxymetylcystein.

B. Spdsob vyroby novych medziproduktov Pn-Ps a konju-
gatov Pn-Ps-PRO

Pri opise sa rozliduje niekolko stupiiov:
1. Priprava polysacharidu
a) izoldcia surového pneumokokového polysacharidu Pn-
-Ps,
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b) &iastotna hydrolyza alebo mechanické roziticpenic su-
rového Pn-Ps striznymi silami,

¢) frakciondcia Ciasto¢ne hydrolyzovanych Pn-Ps podra
velkosti a &istoty.

II. Konjugacia

a) funkcionalizicia frakcionovaného Pn-Ps s ciefom
vytvorenia elektrofilne alebo nukleofilne reaktivneho Pn-
-Ps*, prednostne takého, ktory méa 21 reaktivnych bréma-
cetylovych skupin na 100 Pn-Ps oligosacharidovych opa-
kujucich sa jednotiek;

b) izoldcia imunogénneho proteinu PRO, prednostne
OMPC zlebo jeho podjednotky z Neisseria meningitidis B;

¢) funkcionalizacia PRO s cielom vytvorenia nukleo-
filne alebo elektrofilne reaktivneho PRO¥*, prednostne
OMPC alebo jeho podjednotky, ako je MIEP s reaktivneho
sulthydrylovymi skupinami;

d) konjugécia polysacharidu (Pn-Ps¥), pripraveného
podfa kroku a) s proteinom (PRO*), pripravenym podl'a
bodu ¢);

e) blokovanie konjugatu Pn-Ps-PRO, aby sa odstranili
zvySkové funkéné skupiny;

f) izolécia konjugovaného produktu.

[.a) Izolacia surového pneumokokového polysacharidu Pn-
-Ps

Pneumokokové kapsularne polysacharidy sa lidia che-
micky a antigénnou reakciou podla zloZenia a vizby oligo-
sacharidovej opakujucej sa jednotky daného kapsularneho
polysacharidového sérotypu. Izolacia polysacharidov musi
prebiehat’ trochu inymi cestami, ktoré zavisia od fyzikal-
nych charakteristik daného polysacharidu. No vieobecne sa
baktéric kultivujii a Pn-Ps sa ziskava znamymi spdsobmi
[priklad 3 a Williams, C. A., a Chase, M. W., Metody v i-
munoldgii a imunochémii, zv. I, Academic Press (1967)],
zatial' ¢o samotné patogény sii dostupné od ATCC. Stru¢ne
povedané, po kultivacii baktérii vo velkom meradle vo
vhodnom Zivnom médiu, ktoré podporuje rast pneumoko-
kov a je v odbore zname, sa do média prida baktericidna
latka, napriklad fenol alebo toluén, aby sa mikroorganizmy
usmrtili (priklad 3).

Dalej sa uskuto¥ni frakcionacia polysacharidu alkoho-
lom v dvoch stuprioch. V prvom stupni sa pouZije alkohol s
nizkou koncentriciou, aby sa vyzraZali bunkové zvysky a
iné neZiaduce necistoty, zatial’ ¢o surovy Pn-Ps zostava v
roztoku. Nasledujici pridavok alkoholu mieSatelného s vo-
dou na vopred stanoveni koncentriciu spdsobi vyzraZanie
kapsularnych polysacharidov, zatial’ o pridavné nelistoty
zostanli v supernatante. Po resuspendovani polysacharidov
vo vodnom médiu sa odstrania kontaminujlce proteiny a
nukleové kyseliny zndmym spdsobom, ako sO napriklad
Stiepenie nukledzami, proteolytické Stiepenie alebo extrak-
cia rozpustadlom. Surovy polysacharid sa ziska zrdZanim
alkoholom. Po vysuSeni vznikne praSok surového Pn-Ps
(priklad 3).

1.b) Ciastotna hydrolyza alebo mechanické rozitiepenie su-
rového Pn-Ps

Surovy polysacharid pripraveny v podstate podl'a po-
stupu opisaného v texte (pozri aj priklad 3 dalej) sa pouZije
v nekonjugovanom stave na vytvorenie pneumokokovych
vakcin. Tieto vakciny si uréené pre dospelych a deti starsie
ako dvojrotné. V nasledujicich stuptioch postupu sa ziska-
va novy, &iastodne hydrolyzovany, purifikovany produkt
Pn-Ps, ktory ma jedine¢né a definované chemické a [yzi-
kélne vlastnosti (pozri tabulka II), ktoré si uZitoné na pri-
pravu konjugdtovych vakcin. Zmen3enie velkosti surového

Pn-Ps prispieva k (spe3nosti nasledujucich purifikatnych
krokov, ktorymi sa ziska vysoko vy€isteny produkt Pn-Ps.
Okrem toho pri priprave konjugatov je konjugicia néin-
nej3ia, ked’ sa pouzijii nové Pn-Ps podla tohto vynélezu. To
je sposobené tym, Ze vodné roztoky surového polysachari-
dového materidlu si vysoko viskézne, zle rozpusiné a
konjugdty vytvorené z neho s z velkej ¢asti nerozpustné a
nefiltrovatel'né. Uskuto&nit’ samotny konjuga¢ny proces je
tazké a vysledkom toho je nizky vytaZok konjugatu. Ok-
rem toho sa nekonjugovany Pn-Ps z vysledného konjugatu
Pah3ie odstrani, ked’ méd Pn-Ps pred konjugdciou mensiu
velkost a viskozitu a lep3iu rozpustnost’. Tento fakt je do-
lezity, pretoze pritomnost volnych Pn-Ps v konjugatovych
pripravkoch stazuje odhad skutotnej dévky konjugatu Pn-
-Ps, ktory sa podéva. PretoZe vyznamny stimulaény efekt
na T-bunky ma prave konjugovany Pn-Ps, pritomnost’ ne-
konjugovaného Pn-Ps znamend zniZenic imunologicky
"relevantnych” Pn-Ps.

Vysudeny surovy kapsuldrny polysacharid pripraveny
podla opisu uvedeného v texte sa mdZe aj €istit, napriklad
s pouZitim chromatografie na anexoch alebo inej chroma-
tografickej techniky, po tiasto¢nej hydrolyze alebo po nej,
¢o ukazuje priklad 6 pre Pnl4-Ps. Chromatograficky ad-
sorptno-desorpény proces sa mdzZe pouZzit' pozitivne alebo
negativne. Pri pozitivnom spdsobe sa Pn-Ps adsorbuje na
Zivici a netistoty sa odstrania z roztoku, ktorym sa vymyva
koléna, pred desorpciou Pn-Ps. Pri ncgativnom spdsobe sa
necdistoty sorbuji na néplit kolény z roztoku Pn-Ps a od-
strania sa, pricom Pn-Ps v roztoku odchédzajucom z kolény
je vyCisteny. Alternativne sa Pn-Ps mézu ¢iastodne hydro-
lyzovat' tepelne, ako znazoriuje priklad 4 pre Pn6B-Ps, a-
lebo ultrazvukom, ¢o uvkazuje priklad 6 pre Pnl14-Ps. Moz-
na je aj hydrolyza inymi prostriedkami, napriklad chemic-
k4, enzymaticka alebo fyzikélna (napriklad vo vysokotla-
kovej cele).

Ciastotna hydrolyza sa dopia obmedzenym zohriatim
vo vodnom médiu, prednostne na teplotu 50 az 110 °C asi
na 1 az 48 hodin. Alternativnym spdsobom je obmedzené
péOsobenie ultrazvuku s vysokou energiou potas 5 s az 5
minut, ktoré sa opakuje s obdobiami chladenia. To sa
uskutoéiiuje tolkokrat, kolkokrat je to nutné na dosiahnutie
Ziadanej viskozity alebo koneénej hodnoty K. Pre polysa-
charidy s komplexnou 3truktirou (pozri dalej) je prednost-
nym spdsobom hydrolyza ultrazvukom pred termalnou
hydrolyzou. Iné vhodné sposoby s Gfinkom Eiastognej hyd-
rolyzy polysacharidov zndme v tomto odbore sa tieZ mdZu
pouZit. Teda aj obmedzena chemické hydrolyza pdsobenim
kyseliny, pdsobenim endolytického enzymu alebo fyzikalne
Stiepenie v mixéri alebo mlynteku sa mdze pouZit' na
zmenSenie priemernej velkosti retazea Pn-Ps.

Prednostne sa na Pn-Ps posobi fyzikalnym $mykom pri
prechode homogenizatorom pri teplote v rozmedzi 0 az
30 °C a tlaku v rozmedzi od 13,75 do 103 MPa. Hodnoty
teploty a tlaku sa vopred stanovia tak, aby sa ziskal produkt
Pn-Ps so Ziadanou vel'kostou molekuly, polydisperzitou a
antigénnost'ou (pozri priklad 10).

Cielova kone¢na hranica hydrolyzy sa vyhodne zisti
meranim viskozity roztoku alebo vysokouginnou chroma-
tografiou s rozlifenim velkosti molekil (SEC) a vopred sa
stanovi pre kazdy polysacharid v skiSobnom meradle tak,
aby sa antigénnost polysacharidu nestratila. Ako sa disku-
tuje v texte, za uspokojivy vysledok sa povaZuje to, ked’
nominalna vyjadrena schopnost’ viazat’ antipneumokokovi
druhovo $pecifickt protilatku nie je mensia ako 70 % tejto
schopnosti, ktori mé4 vychodiskovy surovy materidl Pn-Ps
pri rovnakej koncentracii. To neznamend, ze Pn-Ps s pod-
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cich sa jednotiek na molekulu (tabulka II) sa nemézu tymto
spdsobom vytvorit’ a Ze pre tieto Pn-Ps, ktoré mozu byt pri
nefelometrickom stanoveni (pozri v texte) uréené ako ne-
uspokojivé s ohl'adom na uvedenych 70 % hodnoty schop-
nosti viazat Specifickt protilatku, nemdzu po konjugacii
pdsobit’ imunogénnym spdsobom pri zvieratach. Plati teda,
Ze navzdory nedostatku Ziadanej schopnosti viazat’ druhovo
$pecifickl protilatku anti-Pn-Ps mézu byt Pn-Ps s nizkou
molekulovou hmotnostou v konjugovanom stave rozozné-
vané cicavtim imunitnym systémom a mdZe na ne vznik-
nat’ dobré druhovo 3pecificka antipneumokokova odpoved'.
V tomto pripade by sa termin "antigénny" mal nahradit
terminom "imunogénny" a ten brat ako operativne krité-
rium na prijatie alebo odmietnutie daného preparatu Pn-Ps.
V praxi je viak omnoho vyhodnejsie vyuzivat radsej in vit-
ro stanoveny parameter antigénnosti ako in vivo stanoveny
parameter imunogénnosti na kontrolu procesu.

V3eobecne sa na vicsinu polysacharidov da aplikovat
rovnaky postup na zmenSenie ich velkosti. No zatial’ ¢o
Pn6B-Ps si zachovava svoju antigénnost po rozsiahlom
zmendeni velkosti pdsobenim tepla, Pn23F-Ps méZe po
tomto zasahu stratit’ svoju §truktému integritu (odstranenie
glycerolfosfatovych bolnych retazcov). Preto Pn23F-Ps
vyzaduje zmenSenie velkosti molekuly za miernejsich
podmienok, dosiahnutelné ultrazvukom alcbo Sticpenim
fyzikdlnymi striznymi silami. Pouzitie vplyvu fyzikalnych
striznych sil, napriklad v Gaulinovom homogenizitore, je
prednostnym spdsobom z niekol’kych dovodov. Po prvé sa
tento spdsob méZe preniest’ do vittieho meradla. Po druhé
sposoby hydrolyzy pomocou ultrazvuku alebo tepla vie-
obecne vyZaduju nasledujicu frakcionciu hydrolyzova-
nych Pn-Ps, aby sa dosiahlo rozmedzie polydisperzity 1,0
aZ 1,5. Pri sposobe s pouZitim fyzikalnych striZznych sil sa
viak vieobecne ziska produkt Pn-Ps, ktorého polydisperzita
patri do tohto rozmedzia bez d’alej frakcionacie, aj ked’ sa
moZe pouZit’ frakciondcia, aby sa dosiahlo zvy3enic ¢istoty
a zniZenie kontamindcie C-Ps, ak je to nutné. Po tretie spo-
sob vyuZivajici fyzikélne strizné sily je reprodukovatelnej-
8i pre akykol'vek dany Pn-Ps v porovnani s termalnou a ul-
trazvukovou hydrolyzou. Po $tvrté spdsob vyuZivajici fy-
zikalne strizné sily ma vyhodu v tom, Ze sa nim ziskavaja
produkty Pn-Ps, ktoré maju vigsiu antigénnost’ ako Pn-Ps s
rovnakou velkost'ou molekuly ziskané termalnou alebo ul-
trazvukovou hydrolyzou.

Viskozita, ktora je zvisld od priemernej molekulovej
hmotnosti Pn-Ps, je vhodnym parametrom na sledovanie
priebehu procesu. Da sa Pahko stanovit’ pogas hydrolyzy, a
tak sa moZe obmedzit’ a riadit’ proces zmengovania velkosti
Pn-Ps. Chemicky a fyzikélne nerozliditelné Sarze Pn6B-Ps
a Pn23F-Ps sa mézu jednoducho pripravit zmenSovanim
vel’kosti molekil polysacharidu az do dosiahnutia konzis-
tentnej ciePovej koneénej viskozity (pozri tabulka I, v tex-
te). Meranie viskozity poCas procesu sa mdze pouzit' v §i-
rokej skupine surovych polysacharidov, ¢o umoziiuje hyd-
rolytické zmen3enie ich vefkosti bez zmeny antigénnych
vlastnosti vyslednych Pn-Ps. Ako sa opisuje v texte, zacho-
vanie antigénnych vlastnosti sa Fahko stanovi napriklad
Ouchterlonyho dvojitou difuznou skaskou, rychlostnou ne-
felometriou alebo inym v tomto odbore znamym spdsobom.
Ciel'ové, konetné hodnoty viskozity pre nickol’ko roztoko-
vych preparatov Pn-Ps s koncentraciou 1 mg/ml, v 0,9 %
roztoku chloridu sodného (fyziologicky roztok) udava ta-
bulka I1I v texte. Tieto hodnoty viskozity sa méZu obdobne
pouZit' pre Pn-Ps odvodené od inych pneumokokovych
poddruhov.

10

Tabulka III
Viskozita roztoku surového a hydrolyzovaného Pn-Ps

Pn-Ps Viskozita surového  Ciclova, konetna
poddruh  Pn-Ps.10°(m% s")  viskozita.[0°(m®. s)
Pn-4-Ps 1,8 1,5-1,00
Pn6B-Ps 1,4 1,3-1,00
Pn9V-Ps 1,4 1,3-1,00
Pnl4-Ps 1,2 1,1-0,95
Pn18C-Ps 2,0 1,5-1,00
Pn19F-Ps 1,4 1,3-1,00
Pn24F-Ps 1,6 1,5-1,00

V pripade niektorych pneumokokovych polysacharidov
je vyhodné zaradit’ pridavny purifikatny krok, ako je iéno-
va vymena, pred alebo Ciasto®nej hydrolyze. V pripade
Pn14-Ps sa tento stupefl uskutodituje pomocou adsorpcie
nelist6t so zapornym nabojom na Zivici Whatman DES52
pred &astotnou ultrazvukovou hydrolyzou. Zivica sa prida
vo forme vsadzky do roztoku. Toto &istenic sa deje pri sla-
bo kyslom pH, ked’ je polysacharid neutralny. Polysacharid
pripraveny na hydrolyzu sa ziska ako supernatant.

Hodnota molekulovej hmotnosti pre preparaty Pn-6B-
-Ps je asi 900 kilodaltonov (kD) pred a asi 300 kD po
zmendeni velkosti a frakcionacii. Pre Pn23F-Ps jc to asi
1000 kD alebo viac pred a asi 400 az 500 kD po tejto Upra-
ve. Teda zmenSenie velkosti Pn-Ps na asi 500 < asi 300 kD
je vhodné v tejto faze procesu pre vsetky poddruhy Pn-Ps.

Opakované vyzraZanie ¢&iastoéne hydrolyzovaného
materialu alkoholom s vopred stanovenymi koncentriciami
umoZiiuje ziskat a d’alej vytistit’ Ciastoéne hydrolyzovany
Pn-Ps. Tento postup je opisany v pododieli (c) dale;.

l.c) Frakciondcia ¢iastoéne hydrolyzovaného Pn-Ps podla
velkosti a Eistoty

Polydisperzita preparatu Pn-Ps je nielen ukazovatelom
nezhody v dizke retazca poddruhovo $pecifického Pn-Ps,
ale aj toho, Ze v preparate Pn-Ps mohol zostat’ skupinovo
$pecificky C-polysacharid alebo iné kontaminanty. Ako sa
uvadza v texte, zvySkova kontamindcia Pn-Ps nie je uZitog-
na a méze dokonca stvisiet’ s nepriaznivou imunitnou od-
poved’ou.

Selekcia polysacharidov s uzkym rozpéitim velkosti
molekil (zniZenou polydisperzitou) sa vhodne uskutogni
tak, Ze sa vyuZije rozdielna rozpustnost rozliéne velkych
polysacharidov po zmen3eni velkosti v alkohole, prednost-
ne v izopropylalkohole (IPA). Principom tejto selekcie je
skutoénost, Ze pre dany preparat Pn-Ps je rozpustnost v al-
kohole nepriamo umernd molekulovej hmotnosti. Preto sa
tento spdsob mdZe tspedne pouZit na kvantitativnu izolaciu
populécii molekil s rovnakou velkostou, ¢im sa podstatne
zvy$i homogenita pripravku v porovnani s homogenitou
vychodiskového Pn-Ps po zmen3eni velkosti molekuly.
Riadenie IPA frakciondciou polas procesu sa uskutodiiuje
na zéklade predbeZného pokusu, pri ktorom sa uréia kon-
centricie IPA, nad ktorymi sa Pn-Ps vyzraZa. Na zaistenie
kvantitativneho ziskania Pn-Ps sa frakciondcia monitoruje
nefelometrickou skudkou zameranou na stanovenie proti-
latky. Pomocou tohto zlepSeného spdsobu sa kontaminécia
C-polysacharidom, skupinove 3pecifickym polysachari-
dom, ktory je spoloény pre mnoho réznych pneumokoko-
vych izolatov, zniZi troj- a2 dvadsatnasobne v porovnani s
hladinou kontaminécie zistenou v surovych preparétoch Pn-
-Ps. Okrem toho sa polydisperzita molekulovej hmotnosti
preparatov Pn-Ps zaroveii zniZi na 1,0 az 1,4.

Namiesto IPA frakcionacie Pn-Ps so zniZenou velkos-
tou sa mdZe pouzit’ SEC chromatografia vodného roztoku
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Pn-Ps so zmen$enou velkostou na vhodnej Zivici, napri-
klad na Zivici CL-2B alebo na inej Zivici, ktord umozituje
frakcionovat’ polysacharidy s molekulovou hmotnostou v
rozmedzi 200 az 1000 kD. HPSEC s pouzitim rigidnej mat-
rice so schopnostou rozligit molekuly podla vePkosti je
vhodné s ohladom na zniZenie Sasu zdrzania a zvyenie
rozli¥enia. Vyberom frakcii eluovanych z kolény podPa
vopred urlenej viskozity, retenéného tasu alebo podla de-
tekcie "on-line" sa ziska populécia molekil Pn-Ps s poza-
dovanou velkostou, viskozitou a Sistotou, ako sa uvadza v
texte.

Preparaty Pn-Ps podrobené tymto pridavnym krokom
(frakcionacii IPA alebo chromatograficke] frakciondcii) sa
spravaji konzistentnejsie pofas chemického blokovania, a
preto sa ich pouzitim vyrobia konjugaty s reprodukovatel-
nymi parametrami. Dosiahne sa aj vyznamné zvy3enie &is-
toty Pn-Ps, najmi koncentracia C-polysacharidu sa vyraznc
ZniZi.

Uvedené manipulécie a merania sa prejavia v tom, Ze
ziskané medziprodukty Pn-Ps maji prednostné parametre,
ktoré st sihmne uvedené v tabul’ke 11 v texte.

II a) Funkcionalizicia frakcionovanych Pn-Ps s ciefom
vytvorit' elektrofilne alebo nukleofilne reaktivne Pn-Ps*,
prednostne také, ktoré maji 10 aZ 40 reaktivaych broma-
cetylovych skupin na 100 monomérnych jednotiek Pn-Ps

Pn-Ps, pripraveny podl'a postupu z oddielu Ic, je dos-
tatodne homogénny a ma také vlastnosti, ako je zvydend
rozpustnost a zniZend viskozita, ktoré sposobuju, Ze je
vhodny na konjugiciu. Odbomici v tomto odbore moZu
pouZit mnoho rdznych postupov na pripravu konjugatov
polysacharidov s inymi zvy$kami. Tu opisany spésob je len
jednou moZnou cestou pouZitia novych &iasto&ne hydroly-
zovanych a frakcionovanych medziproduktov Pn-Ps podla
vynélezu na vytvorenie konjugatov. Tento spdsob by sa
nemal povaZovat' za jediny spdsob pouZitia medziproduk-
tov Pn-Ps.

Metéda vyuZivajica dvojvizbovy medzernik, ktord o-
pisal Marburg, S. a dal3i (americky patent & 4 695 624; J.
Am. Chem. Soc. 108, 5282 (1986)), je prednostnou meto-
dou konjugacie frakcionovanych Pn-Ps so zmen$enou vel-
kostou molekuly s imunogénnym proteinom. Pn-Ps sa
funkcionalizuje, aby mal elektrofilné alebo nukleofilné
skupiny. Vzniknuty Pn-PS* je potom schopny reagovat' s
opatne funkcionalizovanym proteinom PRO*. Postup pod-
I'a tohto vynélezu zahfiia aj vyber nukleofilu alebo binukle-
ofilu, ktory reaguje s aktivovanym polysacharidom za
vzniku kovalentne modifikovaného polysacharidu s vy-
¢nievajiicimi elektrofilnymi skupinami alebo vy&nievaji-
cimi tiolovymi skupinami. Tym sa odstrani potreba dalej
funkcionalizovat’ polysacharid, modifikovany binukleofi-
lom, pred reakciou kovalentne modifikovaného polysacha-
ridu s kovalentne modifikovanym proteinom. Aj funkcio-
nalizdcia proteinu na Glely vytvorenia obidvoch druhov
PRO* (s elektrofilnymi aj nukleofilnymi skupinami) sa
mdze uskutotiiovat’ vo viacerych ako v jednom kroku pod-
I'a vyberu reaktantov v tychto krokoch.

Nech je Pn-Ps* akokol'vek funkcionalizovany, frakcio-
novany Pn-Ps so zmen3enou velkostou molekuly sa musi
najprv rozpustit’ v rozpuitadle, ktoré neinterferuje s funk-
cionalizatnym procesom. PretoZe na funkcionaliziciu s
najvhodnejSic hydroxylové skupiny Pn-Ps, kritickym
miestom funkcionalizicie je vybratie Pn-Ps z vody na za-
tatie funkcionalizacie. Nahradenim "kyslych" vodikovych
atémov Pn-Ps hydrofébnymi katiénmi, ako sa tetra- alebo
tributylaméniové idny, sa Pn-Ps stane rozpustnym v ne-
vodnych rozpistadlach, ako je DMSO alebo DMF. Priro-

dzene nie je potrebné uskutodiiovat' toto nahradzanie pri
Pn-Ps, ktoré s neutrdlne (napriklad Pnl4-Ps alebo Pn7F-
-Ps). V nevodnom roztoku mdZe Pn-Ps reagovat s bielek-
trofilom, ako je karbonyldiimidazol, a tak vytvorit imida-
zoyldiuretdn. PoZet funk&nych skupin na 100 monomér-
nych jednotick Pn-Ps sa riadi v tomto okamihu pridavkom
obmedzeného mnoZstva reakéného ¢inidla, karbonyldiimi-
dazolu. V porovnani s celkovym mnoZstvom monomérov
Pn-Ps sa prida asi pitina molového mnoZstva tohto ¢inidla,
takZe v priemere len asi 10 az 40 zo 100 monomérnych
jednotiek Pn-Ps sa derivatizuje. Vzniknuty produkt je
vhodny na nukleofilnu substiticiu bud’ reagentom, ako je

1. cystamindihydrochlorid, ¢im vznikni nukleofilné deri-
vity Pn-Ps*, alebo

2. L 4-butandiamin, &im vznikn0 elektrofilné derivaty Pn-
-Ps*,

ako sa uvddza v americkom patente €. 4 695 624 a ako u-
vadza Marburg a daldi, J. Am. Chem. Soc., 108, 5282
(1986).

Ned4vno sa zistilo, Ze niektoré "kyslé" pneumokokové
polysacharidy, ako st Pn9V-Ps, Pn4-Ps, Pnl1-Ps, Pn5-Ps a
Neisseria meningitidis B alebo C-polysacharidy, obsahuji
volné kyslé karboxylové skupiny, ako aj volné hydroxylo-
vé skupiny. Konjugaéna chémia tychto polysacharidov je
trochu ina v porovnani s neutralnymi polysacharidmi alebo
s polysacharidmi, ktoré maji zdporny ndboj vzhladom na
pritomnost’ fosfodiesterovych vizieb, ako v polyribozylri-
bitolfosfate. KonjugaZnd chémia polysacharidov neobsa-
hujicich karboxylatové skupiny vieobecne spotiva v kon-
verzii vonych hydroxylovych skupin polysacharidu na u- -
retdnové vizby, t. j. z Pn-Ps-OH na Pn-Ps-O-C(=0)-N(H)-
-R? kde symbol R? predstavuje zvy3ok refazca viaZuceho
polysacharid s proteinom. No v pripade polysacharidov ob-
sahujiicich karboxyskupiny, ako je Pn-9V-Ps, ktory obsa-
huje glukuronatové skupiny alebo Pn4-Ps, ktory obsahuje
pyruvatové skupiny, prebieha konverzia z Pn-Ps-C(=0)-
-OH na Pn-Ps-C(=0)-N(H)-R*, pri¢om symbol R® opif
predstavuje zvySok ret'azca viazuceho polysacharid s pro-
teinom. Preto sa ukazuje, Ze esterova skupina uretédnu sa v
polysacharide obsahujicom karboxylovil skupinu bud’ ne-
utvori, alebo sa okrem nej vytvoria jednoduché amidové
vizby na miestach s karboxylovymi skupinami. Konjugéacia
prebieha rychlejsie v pritomnosti karboxylovych skupin.

PretoZe karboxylové skupiny pravdepodobne vyznamne
prispievajil k antigénnym a imunogénnym vlastnostiam
tejto triedy aniénovych polysacharidov, musi sa konjugacia
tychto polysacharidov opatrne riadit. PoZiadavka vysokého
pomeru polysacharidovych molekal k proteinovym mole-
kuldam vo vyslednom konjugéte musi byt v rovnovéhe s po-
Ziadavkou na zachovanie antigénnej integrity. To sa do-
siahne obmedzenim potiatolnej aktivacie sprostredkovanej
karbonyldiimidazolom. Ked' uZ vznikne amid, méze v d'al-
%om kroku reagovat cystamindihydrochlorid alebo 1,4-
-butdndiamin, ako sa uvadza v texte a rozobera d'alej.

Alternativne sa karboxylové skupiny mozu reverzibilne
chranit’, a potom zbavit’ chraniacich skupin. Ako chraniace
skupiny sa pouZivaji trimetylsilylskupiny alebo podobné
chraniace skupiny, ktoré sa mdzu odstranit’ v mierne alka-
lickom prostredi, alebo 2,4-dimetoxybenzylesterové skupi-
ny, ktoré si nestabilné v kyslom prostredi. V tomto pripade
prebieha konjugdcia zvyCajnym spdsobom cez hydroxylové
skupiny polysacharidu.

|. Priprava nukleofilného Pn-Ps*
Frakcionovany Pn-Ps so zmen3enou velkostou mole-
kuly a aktivovany karbonyldiimidazolom, ziskany podla u-
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vedeného opisu, sa moZe nechat’ reagovat’ vo vodnych ale-
ho inych rozpuitadlach s reagentmi uvedenymi v americ-
kom patente ¢. 4 695 624. Prednostnym reagentom je cys-
tamindihydrochlorid. Nasledujicim odstranenim nadbytku
cystaminu a redukciou ditiotreitolu alebo ditioerytreitolu sa
ziska nukleofilny Pn-Ps funkcionalizovany sulfhydrylovy-
mi skupinam. Tento derivat Pn-Ps* je schopny reagovat s
elektrofilnym PRO#*, napriklad s proteinom modifikova-
nym tak, Ze ma vy¢nievajiice brémacetylové skupiny.

2. Priprava elektrofilného Pn-Ps*

Frakcionovany Pn-Ps so zmenSenou velkostou mole-
kuly a aktivovany karbonyldiimidazolom, ziskany podla
uvedeného opisu, sa mdZe nechat’ reagovat vo vodnych a-
lebo inych rozptstadlach s reagentmi uvedenymi v americ-
kom patente €. 4 695 624. Prednostnym reagentom je 1,4-
-butandiamin (BuA;). Nasledujicou acylaciou Pn-Ps-BuA,
p-nitrofenylbrémacetdtom alebo podobnym reagentom sa
vytvori elektrofilny derivat Pn-Ps-BuA,-BrAc schopny re-
agovat' s elektrofilnym PRO*, napriklad s proteinom modi-
fikovanym sulthydrylovymi skupinami. Stupei derivatiza-
cie sa meria pomocou NMR porovnanim integralneho sig-
nélu 1.4-butdandiaminu s vhodnym signalom z monosacha-
ridu, napriklad so signilom metylskupiny z ramndzy. Pred-
nostny stupefi derivatrizicie je v rozmedzi 10 az 40 %,
najlepsic priblizne 20 %.

IL.B) Izolacia imunogénneho proteinu (PRO), prednostne
OMPC alebo jeho podjednotky z Neisseria meningitidis B

Protein by mal zosiltiovat’ imunitatt odpoved’. Pri vybe-
re proteinu je potrebné vyhnat' sa proteinom, ktoré spdso-
buji nedpecifickll aktiviciu imunitnej odpovede prijemcu
(reaktogenicitu). Pouzitie proteinového komplexu z vonkaj-
Sej strany (OMPC) Neisseria meningitidis na pripravu
konjugéatov polysacharid-protein je uvedené v americkom
patente &. 4 695 624 (Marburg a d’al$i). Na tento vynalez sa
ukézalo ako vhodné pouZitie OMPC, ale moZu sa pouZit’ aj
iné autoiminne proteiny, ako je tetanovy alebo zaskrtovy
toxoid alebo pertussinogén.

UZ sa navrhli rézne spdsoby purifikicie OMPC z
gramnegativnych baktérii [Frasch a dalsi, J. Exp. Med.
140, 87 (1974); Frasch a daldi, J. Exp. Med. 147, 629
(1978); Zollinger a d'aldi, americky patent ¢ . 4 707 543
(1978); Helting a d'alsi, Acta Path. Microbiol. Scand. od-
diel C 89, 69 (1981); Helting a d’alsi, americky patent &.
4 271 147). Priprava tu pouZitého OMPC opisuje priklad 1.
Prednostné je aj poutitie proteinovej podjednotky izolova-
nej pouZitim disocidcie OMPC alebo rekombinantnou ex-
presiou materialu, ktory koduje konStitutivny protein
OMPC, najmi hlavny membranovy protein (uvidzany ako
protein indukujici mitézu IMP alebo ako protein zvy3ujici
hlavnll imunitnd odpoved). Spdsob ziskavania podjednot-
kovych proteinov sa uvadza v priklade 2 a v americkych
patentovych prihlaskach s poradovymi &islami 555 978,
555 329, 555 204 podanych 19. januéra 1990 a 639 457
podanej 10. janudra 1991.

1I.c) Funkcionalizacia PRO s cielom vytvorenia nukleofil-
ne alebo elektrofilne reaktivnych PRO*, prednostne funk-
cionalizacie OMPC alebo jeho podjednotky, zavedenim re-
aktivnych sulthydrylovych skupin

PRO, izolovany podl'a opisu v oddiely 1Ib) v texte, sa
funkcionalizuje tak, aby mal bud’ elektrofilné, alebo nukle-
ofilné skupiny. Vysledny PRO* je potom schopny reagovat
s opatne funkcionalizovanymn Pn-Ps*, ktorého priprava je
uvedena v oddieli I1a) v texte.
1. Tvorba eletrofilnych derivitov PRO*

Izolovany PRO, napriklad OMPC z Neisseria alebo
MIEP z OMPC, sa prednostne necha reagovat’ s reagentom,
ako je p-nitrofenylester kyseliny N-(brémacetyl)-6-amino-
kapronovej, ktory je schopny reagovat’ s g-aminoskupinami
lyzinu v PRO. Vysledny brémacetylovany PRO* je schop-
ny reagovat’ s nukleofilnymi derivitmi Pn-Ps*, priprave-
nymi podl'a odstavca lia)1.

2. Tvorba nukleofilnych derivatov PRO*

Izolovany PRO, napriklad OMPC z Neisseria alebo
MIEP, sa nechd reagovat’ s reagentom, ako je N-acetyl-
homocysteintiolakton, €¢im vznikne sulthydrylovy derivét
proteinu. Tento nukleofilny derivat je schopny reagovat’ s
elektrofilnym Pn-Ps* pripravenym podla odstavca 1la)2.
Typickym vysledkom tejto fizy procesu je koncentricia
sulfhydrylovych skupin v rozmedzi 0,1 az 0,3 pmol/mg
proteinu.

[1.d) Konjugécia polysacharidu (Pn-Ps*) podl'a bodu Ila) s
proteinom (PRO*) podl'a bodu Iic)

Po utvoreni reaktivnych latok Pn-Ps* a PRO* podla
bodu Ila) a Ilc) sa opa¢ne aktivovani reakéni partneri pri-
vedd do kontaktu v hmotnostnom pomere priblizne 1 : 1.
Reakéna zmes sa mdZze odvzdudnit dusikom, uzavriet’ a ne-
chat’ reagovat’ $tyri dni pri teplote 17 °C aZ 40 °C. Ako pri-
klady prebiehajucich reakcii, pri ktorych vznikne konjugat,
je mozné uviest’ reakciu

@E ﬁ COCH3
Pn—st CHZCEZCBZCBZNE CHoBx + HSCHZCHZ HCO-PRO

@ ﬁ Eacocxg ]
Pn-PsUNCE,CH,CE,CH,NHCCE; SCH,CH,CHCOPRO,

pri ktorej sa aktivovany polysacharid, ktory vopred zreago-
val so 4-brémacetamido-butylaminom, necha reagovat’ s
proteinom, ktory vopred zreagoval s N-acetylhomocystein-
tiolakténom, a reakciu

I i

]
Pn-Ps-CNY" -NCCHN{ /) + HSCH,CH,NHCCH,CE;C-FRO

|
o HO o
[l

o o
1l I
Pn-Ps-CNY" -NCCH, CHyCH, NECCH,CH,C~PRO
[

(o]

(kde symbol Y " oznatuje alkylovy zvySok s 2 aZ 8§ atéma-
mi uhlika), pri ktorej sa amino-derivatizovany polysacha-
rid, ktory zreagoval s aktivovanou maleinimidovou kyseli-
nou, neché reagovat s karboxy-aktivovanym proteinom, do
ktorého sa zaviedla aminoskupina pomocou aminotiolu.
Podobne akykol'vek z kovalentne modifikovanych po-
lysacharidov s vyénievajicimi tiolovymi skupinami sa mé-
Ze nechat’ reagovat’ s bakteridlnym proteinom OMPC alebo
MIEP, ktory ma vytnicvajuce clektrofilné skupiny, za
vzniku kovalentného konjugatu, Prikladom takej reakcie je
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Pu-?s-@ﬂ'ﬂCBzCHzSH + rno—ﬂcazcnzgj(cnz)amcocuzxr—>

Pn-Psﬁicnzcnzsqnzﬁ (cxz)wnﬁcazcnzg-rxo.

pri ktorej sa aktivovany polysacharid, ktory je modifikova-
ny aminotiolom, nechd zreagovat’ s karboxy-aktivovanym
proteinom, ktory bol modifikovany monohalogénacetylo-
vymi derivatmi diaminu. Prednostnym vizbovym zoskupe-
nim podFa tohto vynalezu je medzernik, ktorého zloZenie je
jasné zo vzorca

pno-i-co BCH,CE,S5CH,CONH(CH, ), NEG-0-PnPs
COCH5

v pripade vizieb sprostredkovanych hydroxylovymi skupi-
nami polysacharidu alebo

PRO—F—COE{CHZCHZSCKZCONH(CHz)q. NHC-PnPs,
EH COCE3 ﬁ

v pripade polysacharidov s karboxylovymi skupinami.

Ak je potrebné eliminovat’ elektrofiln( aktivitu nadbyt-
ku halogénacetylovych skupin, necha sa konjugat reagovat’
s tiolom s malou molekulovou hmotnostou, ako je A-
-acetylcysteamin. PouZitie N-acetylcysteaminu umoZiiuje aj
potvrdenie pottu vyuzitych halogénacetylovych skupin,
pretoZe vytvoreny S-karboxylmetylcysteamin sa moZe jed-
nozna¢ne detegovat’ sposobom podl'a Spackmana, Moora a
Steina.

I1.e) Blokovanie konjugatu Pn-Ps-PRO s ciefom odstranit
zvyskové funkené skupiny

Zvyskové elektrofilné skupiny konjugitu bud’ na
PRO*, alebo na Pn-Ps* sa na konci reakcie nechaju zrea-
govat' s nukleofilom s malou molekulovou hmotnostou,
ktory sa prida v dvoj- aZ desatnasobnom molovom nadbyt-
ku. Ako nuklcofil je mozné pouzit napriklad N-etyl-
maleinimid (NEM) na blokovanie zvySkovych volnych
sulthydrylovych skupin. Na blokovanie zvySkovych bro-
macetylovych skupin sa méze pouZit' elektrofil, napriklad
N-acetylcysteamin.

1L.£) Izol4cia konjugatového produktu

Blokovany konjugatovy produkt sa oddeli od nekonju-
govaného PRO, Pn-Ps a inych reaktantov ultracentrifuga-
ciou alebo diafiltraciou. Konjugitova peleta sa resuspen-
duje vo vodnom pufrovacom kupeli, ktory méZe obsahovat’
detergent, ako je roztok deoxychinolinu a sof’, ako je 0,1 M
Tris s pH 7 aZ 9 a asi 10 nM EDTA. Takto sa odstrdnia
zvySkové pyrogény. Zmes sa nechd stat’ 1 a2 25 hodin pri
laborat6rnej teplote. Konjugat sa opit’ necha utvorit peletu,
resuspenduje sa vo vodnom tlmivom roztoku bez deter-
gentu, a potom sa z neho opét’ vytvori peleta ultracentrifu-
gaciou pri 100 000 g pouZitim odstredivky s rotorom nasta-
venym v pevnom uhle. Odstreduje sa 2 hodiny pri teplote 1
az 20 °C. Konjugat sa alternativne mdze aj Cistit’ akymkol-
vek inym purifikaénym postupom, napriklad gélovou filtra-
ciou, ionexovou chromatografiou, gradientovou centrifuga-
ciou alebo inou diferetne adsorpfonou chromatografiou, a-

by sa odstranili nekovalentne viazang proteiny a polysacha-
ridy. Pritom sa na sledovanie poZadovanej biologickej akti-
vity pouZijli in vitro metddy, ako je stanovenie Ps, PRO a
rychlostné nefelometrické stanovenic a aj skidka kovalent-
nosti pre dvojvizbovy medzernik (pozri d'alej).

Daliia separacia reakénych zloZick sa méZe uskuto&iio-
vat’ pomocou chromatografie s rozlienim velkosti molekat
v kolone alebo v pripade velmi velkych nerozpustnych
proteinov sa moze separcia uskutoltiovaf pomocou ultra-
centrifugécie. Resuspendovanie konjugitu v sterilnej vode
a starnutie potas 1 dia pri teplote 4 °C umozni kompletni
solubiliziciu. Nasleduje centrifugdcia pri nizkej rychlosti
na odstranenie nerozpustnych Castic. Supernantant obsahuje
kone¢ny produkt, ktory sa mdZe sterilne prefiltrovat a d'alej
sa z neho mdZu vytvorif vakcinové pripravky s imunolo-
gicky uinnou uroviiou davky. Vakciny sa sterilne plnia do
flias.

Analyza konjugétu na potvrdenie kovalentnosti, a teda
stability konjugitu sa uskuto¢iiuje hydrolyzou konjugitu
(prednostne pomocou HCl s koncentraciou 6 M pri 110 °C
20 hodin) a kvantitativnym stanovenim jedine¢nej amino-
kyseliny hydrolyticky stabilného medzernika obsahujiceho
tioéterovl vizbu a stanovenim stavebnych aminokyselin
proteinu. Ak je to nutné, mdZe sa prispevok aminokyselin
pochédzajucich z proteinu "od¢itat™ od celkového mnoz-
stva aminokyselin porovnanim s vhodnym aminokyselino-
vym $tandardom pre dany protein. Podet zvySujicich ami-
nokyselin odréza kovalentnost’ konjugétu. Alternativne sa
moZe aminokyselina v medzerniku navrhnit’ tak, aby jej
stanovenie prebiehalo mimo analyzy aminokyselin protei-
nového $tandardu. Stanovenie kovalentnosti je uZito&né aj
na sledovanie purifikatnych postupov a na zistenie zvyse-
nia koncentracie biologicky aktivnych zloZiek. V predcha-
dzajucich prikladoch vedie hydrolyza produktu vzorca

i i Frcorss
Ps C32CHQ_C32C'H2NH CH,SCH,CH,CECOPRO

k uvolneniu S-karboxymetylhomocysteinu vzorca.

o ¥z
HO, CCHySCH7CHCHCOE

Hydrolyza produktu vzorca

OH HO &
i o 0
Pn-Ps-CNY" -NCCH, 1 l
. CH,CH,NHCCH,CH,C- PRO
| /
o 5
vedie k uvolneniu aminodikarboxylovej kyseliny vzorca.
Hﬁzccﬂzcﬁscﬁzcﬂzmz
B0,

Hydrolyza produktu vzorca

Ps@iCHZCHZS CEZE‘E (CHp) (,Nﬂﬁ CHQCHzﬁPRO
vedic k uvolneniu S-karboxymetylhomocysteinu vzorca
H,NCH,CH,SCH,CO,H.

Pritom dochédza k $tiepeniu molekuly Ps-A-E-S-B-
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-PRO v peptidovych vazbich a v inych hydrolyticky nesta-
bilnych vizbach. Pomer aminokyselinovych stavebnych
zloziek sa médZe vyhodne stanovit chromatograficky, na-
priklad metédou podl'a Spackmana, Moora a Steina.

Optimalna produkcia protilatky IgG vyZaduje spolupra-
cu B-a T-lymfocytov so 3pecificitou pre dany systém. T-
-lymfocyty nie st schopné rozoznat’ polysacharidy, ale mé-
7u pomdct odpovediam antipolysacharidovej protilatky
IgG, ak je polysacharid kovalentne viazany na protein, kto-
ry je schopna T-bunka rozoznat.

C. Tvorba vakcin a ich pouzitie

Prednostne sa konjugaény produkt adsorbuje na gél
hydroxidu hlinitého. To sa uskutoni napriklad tak, Je sa
pripravi zasobny roztok konjugétu s koncentraciou Pn-Ps
20 pg/ml. Z tohto roztoku sa pripravia podiely zriedené ste-
rilnou vodou v pomere 1 : 1, 1: 5a 1 : 10. Cast’ tychto vzo-
riek a Cast’ zasobného roztoku s koncentraciou 20 pg/ml sa
zriedi v pomere 1 : 1 riedidlom, t.j. hydroxidom hlinitym,
ktory obsahuje 0,85 mg/ml A1°*, 17 g/1 NaCl a 100 plg/m!
timerosolu. Hodnota pH roztoku sa upravi na asi 7,5 rozto-
kom NaOH s koncentraciou 1 mol/l. Tym sa ziskaj rozto-
ky s koncentraciou Pn-Ps 10, 5, 2 a 1 pg/ml. Davky s ob-
jemom 0, 1 az 0, 75 m! kazdého z tychto pripravkov st
vhodné na poddvanie prijemcom rozneho veku a s rdznou
hmotnostou. Zistilo sa, Ze takto vytvorené vakciny zvy3uji
imunitnG odpoved” poddruhovo 3pecifického antipneumo-
kokového polysacharidu dvoj- aZ trojmesa¢nych mlad’at o-
pic pre Pn6B-Ps-OMPC, Pnl14-Ps-OMPC, Pnl9F-Ps-
-OMPC a Pn23F-Ps-OMPC. Konjugatova vakcina Pn-Ps-
-OMPC je, ako sa zistilo, okrem toho zavisld aj od T-
buniek atymickych mysi.

Z tohto opisu by malo byt jasné, Ze iné polysacharidy s
vlastnostami tu definovanymi a spdsobmi vyroby tychto Ps
s tymito vlastnostami sa mdzu ispedne pouZit na pripravu
inych konjugatov, ktoré neobsahuji &iasto¢ne hydrolyzo-
vané a frakcionované pneumokokové polysacharidy. Tieto
konjugdty mézu slozit' na prevenciu chordb spdsobenych
inymi patogénnymi mikroorganizmami. Ako zdroj polysa-
charidov sa mdZe pouZit’ napriklad skupina B streptokokov,
ktord sposobuje neonatalnu meningitidu, Neisseria menin-
gitidis B alebo C, pri¢ina infantilnej meningitidy alebo
E. coli, ddlezité priCina infekcii mocovych ciest alebo inych
podobnych infekcii. Tieto polysacharidy, ako aj uvedené
Pn-Ps a ich kovalentné konjugaty moézu poskytnat’ aj ddle-
£ité zlozky kombinovanych vakeinovych pripravkov. Také
kombinované pripravky mézu napriklad obsahovat imu-
nologicky u¢inné mnozstvo adjuvans, ako je Freundsovo
alebo Ribiho adjuvans, alebo imunomodulagnych zli¢enin,
ako si interleukiny, interferdny (pozri napriklad zoznam
zhi¢enin v Market Letter, 30. nov. 1987, str. 26 aZ 27; Ge-
netic Engineering News, januar 1988, zv. 8, str. 23) alebo
pridavnych imunogénov. Prednostne pridavok obsahujici
imunologicky u¢inné mnozstvo konjugatu podla vynalezu
obsahuje aj jednu alebo viac vakein proti hepatitide B, he-
patitide A, non-A non-B hepatitide, AIDS, za¥krtu, pertus-
sis, tetanu, osypkam, priugniciam, rubeole, varicele, detskej
obmc alcbo Haemophilus influeanzue b. Prednostné pri-
davné vakciny prave uvedeného typu su vakciny Pevax-
HIB®, Recombivax HB®, M-M-R™ a trivalentna vakcina
DTP.

Nasledujiice priklady sa uvadzajo na dalsie vysvetlenie
vynilezu a nemienia sa ako obmedzenie tohto vynalezu.
Percentudlne Udaje s hmotnostné, pri plynoch ide o per-
centa objemove,
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Priklady uskutoénenia vynilezu

Priklad 1
Priprava OMPC z Neisseria meningitidis Bl 1, sérotyp 2 A.

Fermentacia

1. Neisseria meningitidis, skupina B11

Skimavka s lyofillizovanou kultirou Neisseria menin-
gitidis (ziskanou od Dr. M. Artensteina, Walter Reed Army
Instituce of Research (WRAIR), Washington, D. C.) sa o-
tvori a prida sa do nej Eugonbronthovo médium (BBL).
Kultira sa "tiarkovanim" naotkuje na 3ikmé agary s mé-
diom Mueller Hinton. Inkubécia prebicha 36 hodin pri
37 °C v atmosfére s 5 % CO,. Po tomto Case sa narast po-
zbera do 10 % roztoku média z odstredeného mlicka (Dif-
co). Alikvotné podiely sa zmrazia pri teplote -70 °C. Iden-
tita mikroorganizmu sa potvrdi aglutiniciou so 3pecifickym
antisérom (dodavate WRAIR) a typovacim sérom (Difco).

Nédobka s kultarou z tohto druhého paséZovania sa
rozmrazf a "Ciarkovanim" naotkuje na 10 misiek s ov¢im
krvnym agarom (CBAB-BBL). Misky sa inkubuja 18 hodin
pri 37 °C v atmosfére s 5 % CO,. Po tomto ¢ase sa nérast
pozbera do 100 ml 10 % roztoku mlie¢neho média. Odobe-
ra sa alikvotné podiely s objemom 0,5 ml a sa zmrazia pri
teplote -70 °C. Mikroorganizmus sa pozitivne identifikuje
aglutiniciou so Specifickym antisérom, fermentéaciou cuk-
rov a Gramovym farbenim.

Nadobka s kultiirou z tohto pasdZovania sa rozmrazi,
zriedi médiom Mueller-Hinton a "Eiarkovanim" naotkuje
na 40 misick s Mueller-Hintonovym agarom. Misky sa in-
kubujt 18 hodin pri 37 °C v atmosfére so 6 % CO,. Po
tomto €ase sa nérast pozbera do 17 ml 10% roztoku mlie¢-
neho média. Alikvotné podiely s objemom 0,3 ml sa zmra-
zia pri teplote -70 °C. Mikroorganizmus sa pozitivne identi-
fikuje aglutindciou so 3pccifickym antisérom, farbenim
podla Grama a oxidazovym textom.

2. Fermentécia a vytvorenie bunkovej pasty
a) Vyvoj inukola

Inokulum sa vypestuje z obsahu jednej zo zmrazenych
nadobick s kultirou Neisseria meningitidis, skupina B, B-
-11 (4.paséZovanim). NaoCkuje sa 10 Sikmych agarov s po-
dou podl'a Muellera-Hintona. Sest’ z tychto agarov sa pri-
blizne o 18 hodin neskdr pozbera a pouZije ako inokulum na
3 banky s objemom 250 ml s kvasnicovym dialyzovanym
médiom podl'a Gotschlicha s pH 6,35. Optické hustota pri
vinovej dizke 660 nm (ODgg) sa upravi na hodnotu 0,18.
Banky sa inkubuju dovtedy, kym hodnota ODgg, nie je me-
dzi 1,0 al, 8. Jeden ml tejto kultiry sa pouZije ako inoku-
lum pre kazd( z piatich Erlenmeyerovych banick s obje-
mom 2 1 (kaZdé banka obsahuje 1 liter média, pozri dalej).
Tieto banky sa inkubuji na trepatke pri 200 otdckach za
min. pri 37 °C. Hodnota OD sa stanovuje v hodinovych in-
tervaloch od otkovania. Ziskaju sa 4 litre kultivatného mé-
dia s ODggo = 1,28.

"Seed" fermentér s objemom 70 litrov

Na inkubéciu sterilného sedemdesiatlitrového fermenté-
ra obsahujliceho asi 40 litrov kompletného produkéného
média (pozri d’alej) sa pouzijii priblizne 4 litre "seed" kulti-
ry. Kultivaéné podmienky v tomto fermentéri su: teplota
37 °C, otaky 185 min.”, prietok vzduchu 10 litrov/min. a
udrZiavanie pH na hodnote 7,0 pocas 2 hodin. O dve hodi-
ny je kone¢na hodnota optickej hustoty vsidzky ODgg =
=(,732.
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Produkény fermentér s objemom 800 litrov

Na inkubaciu sterilného osemslolitrového fermentéra
obsahujaceho 568,2 litra kompletného produkéného média
(pozri d'alej) sa pouZije priblizne 40 litrov "seed" kultitry.
Vsadzka sa inkubuje pri teplote 37 °C, otackach 100 min.”,
prietoku vzduchu 60 litrov/min. a pri regulécii hodnoty pH
na 7,0. Pre tto vsadzku je po 13 hodinach vysledna hod-
nota optickej hustoty ODggp = 5, 58 .

3. Kompletné médium pre Erlenmeyerove banky a fer-
mentéry s objemom 70 a 800 litrov

Frakcia A:

g/l
Kyselina L-glutimova 1.5
NaCl 6,0
Bezvody Na,HPO, 2,5
NH,CI 1,25
KCI 0,09
L-cystein. HCI 0,02.

Frakcia B (kvasnicovy dialyzat podla Gotschlicha)

1280 g kvasnicového extraktu Difco sa rozpusti v 6,4
litra destilovanej vody. Roztok sa dialyzuje v dvoch dialy-
zaénych jednotkach s dutymi vlaknami Amicon DC-30 s
troma zasobnikmi H10SM. 384 g MgSO,.7H,0 a 3200 g
dextrézy sa rozpusti v dialyzate a doplni destilovanou vo-
dou na objem 15 litrov. Hodnota pH sa upravi pomocou
roztoku NaOH na 7,4 a médium sa sterilizuje filtrciou cez
filter s priemerom otvorov 0,22 mikrometrov prenesie sa do
fermentéra obsahujticeho frakciu A.

Pre Erlenmeyerove banky: 1 liter frakcie A a 25 ml
frakcie B, pH sa upravi roztokom NaOH na 7,0 az 7,2.

Pre fermentér s objemom 70 litrov: 41,8 litra frakcie A
a 900 ml frakcie B, pH sa upravi roztokom NaOH na 7,0 az
72.

Pre fermentér s objemom 800 litrov: 553 litra frakcie A
a 15 1 frakcie B, pH sa upravi roztokom NaOH na 7,1 az
7,2

b) Zber buniek a inaktivacia

Po skonceni fermentécie sa bunky premiestnia do oso-
bitnej nadoby s fenolom. Vysledna koncentracia fenolu je
0,5 %. Nadoba sa necha pri miernom mie$ani pri laborator-
nej teplote dovtedy, kym sa kultira neusmrti (asi 24 hodin).

¢) Centrifugacia

Po 24 hodinach pri teplote 4 °C sa 614,4 litra inakti-
vovanej kultivainej kvapaliny odstredi na kontinudlnych
prietokovych odstredivkach Sharples. Hmotnost™ vyslednej
pasty po pOsobeni fenolu je 3,875 kg. Alternativne sa fe-
nolom usmrtené bunky ziskaji z fermentaéného média dia-
filtraciou, ako sa uvadza dalej.

B. Izoldcia OMPC
Krok 1. Koncentricia a diafiltracia

Fenolom inaktivovana kultira sa skoncentruje na asi 30
litrov a diafiltruje v sterilnej destilovanej vode pouZitim fit-
ra v tvare dutych vlaken s priemerom 0,2 pm (ENKA).

Krok 2. Extrakcia

Ku skoncentrovanym diafiltrovanym bunkdm sa prida
rovnaky objem tlmivého roztoku 2X TED (tlmivy roztok
0,1 TRIS 0,01 M EDTA, pH 8,5 s 0,5 % roztokom deoxy-
cholatu sodného). Suspenzia sa prencsic do nadrze s rcgu-
lovanou teplotou na extrakciu OMPC pri teplote 56 °C za
mie3ania 30 minat.
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Extrakt sa odstredi v odstredivke s kontinualnym prie-
tokom Sharples pri ota¢kach 18 000 min.”!, rychlosti prie-
toku 80 ml/min., pri teplote 4 °C. Potom sa zhromazdi vis-
kézny supernatant a skladuje sa pri 4 °C. Extrahované bun-
kové pelety sa znova extrahuji v timivom roztoku TED, a-
ko sa uvadza. Kvapalina supernatantov sa spoji a skladuje
pri4°C.

Krok 3. Koncentracia ultrafiltraciou

Spojeny extrakt sa prenesie do nadoby s regulovanou
teplotou pripojenou k polysulfénovym filtrom s priemerom
porov 0,1 um AG-Tech. Teplota extraktu sa potas koncen-
tratného procesu udrziava na 25 °C. Vzorka sa desarkrat
skoncentruje pri priemernom tlaku na membréanu 75,57 aZ
165 kPa.

Krok 4. Zhromazdenic a premytic OMPC

Retentét z kroku 3 sa odstredi v kontinudlnej prietoko-
vej odstredivke pri 160 000 g (otatky 35 000 min.™), tep-
lote 37 °C, rychlosti prictoku 300 az 500 ml/min. Superna-
tant sa zahodi.

Peleta OMPC sa suspenduje v tlmivom roztoku TED
(190 m! tlmivého roztoku, 20 ml/mg pelety) a kroky 2 a 4
sa dvakrat opakuju (krok 3 sa presko¢i).

Krok 5. Ziskanie produktu OMPC

Premyté pelety z kroku 4 sa suspenduja v 100 ml des-
tifovanej vody sklenou ty€inkou a homogenizatorom Doun-
ce, ¢im sa zaisti Gplni suspendovanie. Vodna suspenzia
OMPC sa potom sterilizuje filtrdciou cez filter s priemerom
porov 0,22 pum Tlmivy roztok TED sa nahradi vodou pri
diafiltracii proti sterilnej destilovanej vode s dutymi vlak-
nami s priemerom pérov 0,1 pm.

Priklad 2
Purifik4cia podjednotky OMPC

Priprava purifikovanej MIEP z OMPC alebo z rekombi-
nantnych buniek pomocou elektroforézy na zvislom poly-
akrylamidovom géle

Pouziju sa gély so zloZenim akrylamid/BIS (37,5 : 1), s
rozmermi 18 x 14 ¢cm, 3 mm hrubé. Koncentracia polyak-
rylamidu vo zvislom géle je 4 %, v separacnom géle 12 %.
Na gél sa nanesie priblizne 5 pg proteinu OMPC alebo
proteinu z rekombinatnej hostitelskej bunky. K 1 ml
OMPC sa prida 0,5 ml timivého roztoku na vzorku (tlmivy
roztok obsahuje 4 % glycerolu, 300 mM DTT, 100 mM
TRIS, 0,001 % bromfenolovej modrej, pH 7,0). Pred nane-
senim na gél sa zmes zohrieva 20 minut pri teplote 105 °C
a necha sa ochladit’ na laboratérnu teplotu. Elekiroforéza sa
uskutocfiuje pri 200 az 400 mA za chladenia, kym sa brom-
fenolova modré nedostane na spodok gélu. Z gélu sa vyreze
vertikdlny pasik (asi 1 az 2 cm $iroky) a zafarbi sa rozto-
kom Coomasie s koncentraciou 0,1 %, v acetite med’na-
tom. Pasik sa odlarbuje dovtedy, kym sa pas MIEP (pri-
blizne 38 kDa) nestane viditelnym. Pésik sa potom umiest-
ni na svoje povodné miesto do gélu a oblast’ s MIEP sa zo
zvy3ného gélu vyreZe skalpelom.

Vyrezana &ast’ sa nareZe na kocky (dizka hrany 5 mm)
a eluuje sa 0,0IM tlmivym roztokom Tris s pH 8,1. Po
dvoch elucnych cykloch sa hodnoti €istota eludtu pomocou
SDS-PAGE. Eluaty sa spoja a dialyzuji 48 hodin proti
roztoku amoniaku v kyselinc mravéej s koncentraciou 60
mM s pH 10. Alternativne sa eluovany protein moZe dialy-
zovat proti roztoku kyscliny octovej vo vode s koncentra-
ciou 50 %. Po dialyze sa eluovany protein odpari dosucha.
Tento materidl sa d’alej ¢isti prechodom kolénou PDI10
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(Pharmacia, Piscataway, NJ)schopnou rozlidit' velkosti
molekdl a skladuje sa pri laboratérnej teplote.

Priklad 3
Kultivacia poddruhov Streptococcus pneumoniae a izolacia
surovych Pn-Ps

I. Kultivacia pneumokokov

Spdsoby kultivacie pneumokokov si v tomto odbore
dobre zndme [Chase, M. W., Methods od Immunology and
Immunochemistry 1, 52 (1967)]. Izolaty poddruhov pneu-
mokokov st dostupné od ATCC. Baktérie si identifikované
ako opuzdrené, nepohyblivé, grampozitivne diplokoky v
tvare lancety, ktoré s alfa-hemolytické na krvnom agare.
Poddruhy sa diferencujit na zdklade Quellingovej reakcic
pouZitim 3pecifického antiséra. Produk¢né a zasobné "seed”
kultary sa uchovavaji prednostne lyofilizované alebo pri
teplote niz3ej ako 8 °C. Pri prednostnych spdsoboch kulti-
véacie sa zasobné kultiry oZivuji v srdcovom infuznom
médiu (Heart Infuzion Broth), na miskach so srdcovym in-
fuznym agarom (Heart Infusion Agar), ktory obsahuje
10 % defibrinovanej kréli¢ej krvi, a inkubuju sa pri teplote
37 °C £ 2 °C priblizne 18 hodin.

Narast na miske sa resuspenduje v srdcovom infliznom
médiu a alikvotny podiel tejto suspenzie sa pouZije na ino-
kulaciu 100 ml srdcoveho infuzneho média obsahujiceho
10 s defibrinovanej krali¢ej krvi. Inkubuje sa stacionérne
priblizne 18 hodin pri teplote 37 °C £ 2 °C. 100 ml kvapal-
nej kultiry (pracovny "seed") sa kontroluje na &istotu mik-
roskopickym pozorovanim Skvin po Gramovom farbeni a
pomocou rastu na miskach so srdcovym infaznym krvnym
agarom. Pracovny "seed" sa mdze skladovat’ maximélne 14
dni pri teplote 2 az 8 °C alebo sa md%e pouZit' okamZite,
Pracovnym "secdom" sa naotkuji Erlenmeyerove banky s
objemom 2 litre alebo iné vhodné nadoby obsahujice pne-
umokokové inokulaéné médium (YUT) s dextrézou (25
g/liter). Inkubuje sa stacionarne priblizne 8 az 24 hodin pri
teplote 37 °C + 2 °C. Cas inkubacie sa meni v zavislosti od
druhu pestovaného Streptococcus pneumoniae. Hodnota pH
pri fermenticii sa upravi tak, aby sa vysledné pH dalo udr-
Ziavat' v rozmedzi 6,0 az 7,2 periodickymi pridavkami
roztoku hydrogénuhlicitanu sodného s koncentraciou 12 %
dovtedy, kym sa nedosiahne opticka hustota 1,5 az 4,0.
Optickd hustota sa stanovuje pri vinovej dizke 660 nm.
Vzorka nérastu sa skiima mikroskopicky a skasanic Zistoty
sa uskuto&ni sérologickoun aglutinaénou reakciou. Narast z
tohto stupiia sa prenesie do "seed” fermentéra obsahujiiceho
40 litrov pneumokokového fermentaéného média. Toto
médium sa skladd z destilovanej vody, suchej davky zlo-
Ziek na pneumokokové "seed” médium (YUF), ultrafiltrétu
kvasnicového extraktu, UCON a dextrézy (priblizne 25
g/liter). Kultiira sa inkubuje pri teplote 37 °C £ 2 °C za
mierneho mieSania 2 aZ 12 hodin. Hodnota pH sa udrZiava
v rozmedzi 6,0 aZz 7,2 periodickymi pridavkami roztoku
hydroxidu sodného. Fermentér obsahujuci 525 litrov pne-
umokokového fermentaéného média, ktoré je zloZené z
destilovanej vody, suchej davky zloZiek pneumokokového
produkéného média (YUF), ultrafiltratu kvasnicového ex-
traktu, UCON a dextrozy (priblizne 25 g/liter), sa naokuje
priblizne 50 litrami jednej zo "seed” kultar vypestovanej za
2 a7 12 hodin. Kultira sa inkubuje pri teplote 37 °C + 2 °C
za mierneho miefania 6 az 30 hodin, v zévislosti od pesto-
vaného druhu. Hodnota pH sa udrziava v rozmedzi 6,0 a?
7,2 periodickymi pridavkami roztoku hydroxidu sodného.
Fermentécia sa sleduje stanovenim optickej hustoty a u-
konti sa vtedy, ked' je dextréza kompletne utilizovand, ¢o
sa prejavi tak, Ze sa pH d’alej nemeni.

Patogénne mikroorganizmy sa usmrtia ihned’ po skon-
eni fermentéacie. Usmrtenie sa uskutoéni pridavkom fenolu
do koncentracie 1 % a fenol sa necha 2 aZ 12 hodin posobit’
pri okolitej teplote.

IL. Izol4cia surového Pn-Ps

K usmrtenej kultire sa prida denaturovany alkohol v
dostatoénom mnoZstve, aby sa vyzraZali zvysky buniek a
nuklcové kyseliny. Tie sa odstrania odstredenim. Surovy
polysacharid sa potom vyzrdZa zo suspernatantu pridavkom
d'alSicho mnoZstva denaturovaného alkoholu. Tuhé Casti sa
zhromaZdia odstredenim a supernatant sa vyhodi.

Kontaminacia nukleovymi kyselinami sa zniZi solubili-
zaciou polysacharidu v neutralnom vodnom roztoku, ako je
1 az 5 % roztok octanu sodného alebo fosfitovy timivy
roztok s koncentraciou 0,05 M, ku ktorému sa pridd nukle-
4za a asi 0,01 M chloridu hore¢natého. Po 60 aZ 120 mind-
tach pri teplote asi 36 °C sa upravi pH na 8,0 a prida sa
proteaza, ako je trypsin, na $tiepenie proteinovych konta-
minantov,

Pridavné neCistoty sa mézu odstrénit novym vyzraza-
nim polysacharidu v roztoku octanu sodného denaturova-
nym alkoholom alebo izopropylalkoholom a nasledujicou
solubilizdciou v destilovanej vode. Pridavok cetriamé-
niumbromidu pri teplote 8 °C vyzraZa nedistoty, ktoré sa
odstrania odstredenim. Pridavok octanu sodného a alikvot-
ného podielu denaturovaného alkoholu alebo izopropylal-
koholu umozni odstranenie pridavnych negistot. Polysacha-
rid sa izoluje pridanim dalSicho alkoholu a odstredenim.
Zrazenina sa premyva absolitnym alkoholom, kym sa ne-
ziska biely praSok. Polysacharid sa zhromazdi filtraciou,
premyje absolutnym etanolom a aceténom a vysudi sa vo
vakuu, Ziska sa surovy Pn-Ps vo forme prasku.

Priklad 4
Priprava Ciasto¢ne hydrolyzovaného purifikovaného Pn6B-
-Ps

|. Terméalna hydrolyza

3,0 g surového Pn6B-Ps vo forme pragku sa rozpusti v
1200 ml fyziologického roztoku (0,9 % roztok NaCl), 4
hodiny sa mie3a pri laboratémej teplote a neché stat’ cez
noc pri teplote 4 °C. Potom sa roztok hydrolyzuje v zaria-
deni so spitnym chladiCom typu chladeného prsta pri
100 °C 24 hodin a ochladi sa na laboratérnu teplotu. Prida
sa 59,7 g octanu sodného, takZe jeho vysledna koncentricia
v roztoku je 30 g/liter.

2. Sérologicka skuska

Pokusna frakciondcia izopropylalkoholom (TPA) a ne-
felometrické stanovenie kone¢ného bodu zamerané na pro-
tilatku, ktoré sa uskuto&fiuje s 10 ml vzorky, ukazuje, Ze
Pn6B-Ps sa zraza pri koncentracii IPA 40 aZ 50 %.

3. Prvy pridavok IPA

K hydrolyzovanej vzorke s objemom 1200 ml, pripra-
venej podla kroku 1, sa prida 932 ml IPA, takZe koncentré-
cia IPA v roztoku je 43,5 %. IPA sa priddva po kvapkach
za mie3ania pri laboratdrnej teplote. Vzorka sa necha 15 az
30 mindt mie$at, a potom sa 30 minit odstred’uje pri 11000
g (odstredivka Beckman s rotorom JA-10, ota&ky
8000 min.”, 20 °C). Odpadovi peleta sa rozdrvi v absolut-
nom etanole v nddobe Omnimix s objemom 250 ml. Tuhé
Casti zmesi sa zhromaZzdia na sklenej sintrovej frite s obje-
mom 60 ml. Zrazenina sa premyje priamo na frite absolut-
nym etanolom, potom aceténom a vysudi sa vo vdkuu po-
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mocou CaCl, pri laboratéme;j teplote v priebehu pripravy
na stanovenie.

4. Druhy pridavok IPA a ziskanie produktu

K supernatantu s koncentraciou IPA 43,5 % (objem
2020 ml, ziskanému podla kroku 3, v texte) sa prida po
kvapkéch pri laboratomnej teplote za mieSania 93,5 ml IPA
aZ do vyslednej koncentracie IPA 46 %. Vzorka sa necha
starnut, a potom sa odstredi tak ako v kroku 3. Peleta sa
rozdrvi, zhromaZdi, premyje a vysusi ako v kroku 3. Pro-
dukt Pn6B-Ps ma hmotnost’ 1650 mg, jeho K4, ma hodnotu
0,62, absah fosforu je 3,3 %.

Priklad 5
S. pneumoniae 6B-OMPC konjugat, Pn6B-Ps-OMPC

A. Premena Zivice Dowex 50x2 na tetrabutylaméniovu
formu (Dowex 50 ( Bu,N*-)1

Dowex 50x2 (200 az 400 mesh) H" forma (72 g) sa
suspenduje vo vode, naplni sa do kolény a premyva po-
stupne vodou, roztokom HCI s koncentraciou 6 M a znova
vodou, kym nie je reakcia roztoku na pH papierik na vyto-
ku z kolény neutralny. Potom sa kolona premyva 10 %
vodnym roztokom tetrabutylaméniumhydroxidu, kym nie
je reakcia roztoku na vytoku z kolony silno alkalicka. Na-
koniec sa koléna premyva vodou, kym nie je reakcia rozto-
ku na vytoku z kolény opét’ neutralna.

B. Pn6B(Bud4N+)

Pn6B-Ps (600 mg) so zmendenou velkostou molekuly
a frakcionovany (fyzikdlne vlastnosti pozri v tabufke I
Pn6B-Ps 3arza I) sa rozpusti v 60 ml destilovanej vody.
Roztok sa micsa magnetickym mic3adlom, kym sa victky
tuhé Casti nerozpustia (1,5 hodiny). Roztok polysacharidu
sa nastricka na kondicionovanu Zivicu a nechd pretekat jej
vrstvou pdsobenim gravitdcie (4,5 hodiny). Koldna sa pre-
myje 10 a? 12 m] vody a spojené eludty sa lyofilizuju. Tym
sa ziska 640 mg suchej Pn6B-Ps vo forme tetra-n-butyl-
amoniovej soli Pn6B(n-Bu4N+).

C.Pn6B-BuA,

Pn6B (N-Bu,N") ( 640 mg) sa rozpusti v 24 ml dime-
tylsulfoxidu (DMSO) a 30 minut sa mieSa magnetickym
mie3adlom. Za tento ¢as sa vietky tuhé &asti rozpustia. K
tomuto roztoku sa prida 44,2 mg 1,1'-karbonyldiimidazolu
a reakéné zmes sa 60 minat mic3a pri laboratornej teplote.
V oddelenej banke sa pripravi pomocou pridavku roztoku
NaOH s koncentraciou 10 M zasadity roztok (pH 10,2) bu-
tandiamindihydrochloridu (BuA;2HCI, 1,022 g) v 16 ml
vody. Roztok sa prefiltruje cez sterilny filter s priemerom
porov 0,2 um a ochladi v l'adovom kipeli. K studenému
roztoku BuA,.2HCI sa pomalym ustélenym pritokom prida
starnutd zmes DMSO obsahujica aktivovany polysacharid.
Vysledny roztok sa 15 minut mic$a pri teplote O °C. Re-
akénd zmes sa nechd zohriat' na laboratornu teplotu a d'alej
sa jednu hodinu mie$a. Potom sa prenesie do dialyzaCnej
trubice a pri teplote 4 °C sa dialyzuje proti nasledujucim
roztokom: 1) proti 15 litrom timivého roztoku fosfore¢nanu
sodného s koncentraciou 0,1 M a pH 7,0, 6 hodin; 2) proti
15 litrom tlmivého roztoku fosforednanu sodného s kon-
centraciou 0,01 M a pH 7,0, 12 hodin; 3) proti 15 litrom
tlmivého roztoku fosfore€nanu sodného s koncentraciou
0,01 M a pH 7,0, 9 hodin; 4) proti 15 litrom destilovanej
vody, 17,5 hodiny. Obsah dialyza&ne;j trubice sa lyofilizuje.
Ziska sa 222 mg Pn6B-1,4-butdndiaminu (Pn6B-BuA,).
NMR analyza (300 MHz, D,0) asi 5 mg tohto materidlu
odhalila, Ze na 100 opakujiicich sa monomérnych jednotiek

Pn6B-Ps pripada 22 diaminovych zvyskov. To sa zisti po-
rovnanim integralu rezonan&nych signilov metylénu z bu-
tandiaminu s integralom signalov proténov metylu z ram-
nozy z Pn6B-Ps.

Pn 6B-BuA;-BrAc

Pn6B-BuA,; (210 mg) sa rozpusti v 21 ml Kolthoffovho
borato-fosfatového timivého roztoku s koncentraciou 0,1 M
a pH 9,04. Zmes sa 30 minit mie$a magnetickym mie3ad-
lom, aby vznikol roztok. K tomuto vodnému roztoku sa
pridd zmes obsahujica 210 mg p-nitrofenylbrémacetatu v
2,6 ml acetonitrilu a reak&na zmes sa cez noc mie$a (20 ho-
din pri teplote 4 °C). Roztok sa prenesie do dialyza¢nej tru-
bice a pri teplote 4 °C sa dialyzuje proti nasledujicim roz-
tokom: 1) proti 15 litrom sterilnej destilovanej vody, 12,3
hodiny; 2) proti 15 litrom sterilnej destilovanej vody, 8,25
hodiny; 3) proti 15 litrom sterilnej destilovanej vody, 5,5
hodiny. Z obsahu sa odoberie 1,7 ml na stanovenie (NMR a
HPSEC univerzalnu kalibraciu alebo stanovenie velkosti
molekuly). K obsahu sa potom prida 0,449 g suchej soli
fosfatového tlmivého roztoku s pH 8,0 (tato sucha sol sa
pripravi lyofilizaciou roztoku fosfore&nanu sodného s kon-
centriciou 0,1 M a pH 8,0). Po Giplnom rozpusteni (30 mi-
nat) sa roztok prefiltruje cez sterilny filter s priemerom po6-
rov 0,2 um. Ziska sa roztok Pn6B-BuA,-BrAc s pH 8.

Pn6B-OMPC

Zo 40 ml sterilného OMPC s koncentraciou 4,5 mg/ml
sa vytvoria pelety ultracentrifugaciou pri teplote 4 °C,
43 000 otd¢ok/min., pocas 2 hodin v Styroch centrifugac-
nych skimavkach s objemom 10 ml. Kazda peleta sa resus-
penduje v 3 ml sterilne prefiltrovanej (cez filter s pérmi
0,22 pm) tiolaéncj zmesi, ktora obsahujc nasledujice zloz-
ky: N-acetylhomocysteintiolakténhydrochlorid (164 mg),
disodnu sol’ kyseliny etyléndiamintetraoctovej (255 mg) a
ditiotreitol (53 mg) v 30 ml timivého roztoku Na,B,0; s pH
11,09. Resupendované pelety sa homogenizuji (homogeni-
zdtor Dounce) a spoja. Nédoba so suspenziou sa odplyni,
nasyti dusikom a necha starnat’ cez noc (19 hodin pri labo-
ratornej teplote). Roztok sa rozdeli medzi tri ultracentrifu-
gadné skimavky, prevrstvi roztokom KH,PQO, s koncentra-
ciou 1 M a z proteinu sa ultracentrifugaciou (pri 4 °C, 43
000 ota¢ok/min., po 2 hodinach) vytvoria pelety. Pelety sa
resuspendujd v 30 ml tlmivého roztoku s Koncentraciou
fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH 8, homogenizuji sa
(homogenizator Dounce) a znova sa z nich vytvoria pelety
ultracentrifugaciou za rovnakych podmienok. Sterilna pro-
teinova peleta sa pouZiva nesuspendovana v prefiltrovanom
roztoku Pn6B-BuA,-BrAc. Thned’ sa urobi Ellmanov test a
zisti sa, Z¢ titer skupin SH je 34 umol. Reakénd zmes sa
odplyni, nasyti dusikom a necha 91 hodin starnut’ pri labo-
ratornej teplote.

Protein sa blokuje pridanim 1 ml roztoku filtrovaného
cez sterilny filter s 0,22 pm pérmi, ktory obsahuje 75 mg
N-etylmaleinimidu v 5 ml tlmivého roztoku s koncentra-
ciou fosforeCnanu sodného 0,1 M a pH 8,0. Tato zmes sa
neché starntit’ 4 hodiny pri laboratérnej teplote, a potom sa
k nej prida 300 pl roztoku N-acetylcysteaminu filtrovaného
cez filter s 0,22 um pormi . Roztok sa necha d'alej 19,5 ho-
diny starnat’.

Sterilny blokovany konjugat sa rozdeli medzi Styri ul-
tracentrifugaéné skimavky a prevrstvi tlmivym roztokom
na koncentréciu fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH 7,0. Ul-
tracentrifugaciou pri 4 °C, 43 000 otatok/min., po&as 2 ho-
din sa vytvoria pelety. Pelety sa resuspenduja v 42 ml ste-
rilného timivého roztoku s koncentraciou Na;PO4 0,1 M a
pH 7,0 a homogenizuji sa (homogenizitor Dounce). Dalej
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sa uskuto¢ni za rovnakych podmienok ultracentrifugacia.
Vzniknuté pelety sa resuspenduji v 50 ml sterilnej destilo-
vanej vody v homogenizitore Dounce. Po starnuti prebie-
hajacom 17 hodin pri 4 °C sa konjugovany preparét od-
stred’uje v odstredivke TI-6 s rotorom TH pri otatkach
1000 min.”" 3,5 miniity. Malé mnoZstvo sedimentu sa od-
strani. Kone¢ny produkt, suspenzia konjugatu, sa testuje na
obsah proteinov (podl'a Lowryho), PnéB-polysacharidu
{(pomocou fenolu/kyseliny sirovej), nekonjugovaného poly-
sacharidu (chromatografia SEC a rozpoznanim velkosti
molekul, rychlostné nefelometria) a aminokyselin (stano-
venie aminokyselin). Vysledky st nasledujtce:

PnéB-polysacharid 0,33 mg/ml
protein 2,2 mg/ml
Pné6B-Ps/'OMPC 0,15

vol'ny Pn6B-Ps pod 5 % objemu
S-karboxymetylhomocystein/lyzin 7,7 %

S-karboxymetylhomocysteamin/lyzin 1,6 %.

Priklad 6
Priprava ¢iastoCne hydrolyzovaného, purifikovaného Pn14-
-Ps
I. Cistenie pomoacou anexovej Zivice

2,81 g pradku Pnl4-Ps sa rozpusti v 1124 ml destilova-
nej vody za mieSania pri laboratorngj teplote v priebehu asi
4 hodin, a potom sa cez noc skladuje pri 4 °C. Roztok sa
prida k 60 g DE52 (Whatman, dictylaminoetylceluloza),
ktora sa vopred nechd asi 15 hodin napuéat’ v destilovancj
vode s pH 5 aZ 6. Vzniknuta kasa sa jemne trasie na dosko-
vej trepacke pri laboratérnej teplote asi 15 hodin. Potom sa
zmes odstred'uje v odstredivke Beckman s rotorom JA-10
pri otatkach 5000 min.” pri teplote 20 °C. Supernatant sa
dalej vy¢iri filtraciou cez sklend sintrova fritu s objemom
150 ml a strednou pérovitostou. Filtrat sa zbera v odsavaé-
ke s objemom 2 litre.

2. Ultrazvukova hydrolyza

Na Pnl4-Ps vytisteny pomocou DE52 podl'a kroku 1 s
objemom 1100 ml sa pdsobi ultrazvukom v kaditke z u-
melej hmoty, ktora je v Padovom kapeli, v sonifikatore
Branson (sonda 12,7 mm, nastavenie na hodnotu 8) 2 mi-
nity. Vzorka sa nechd 15 minat chladnit a medzitym sa
stanovi jej viskozita. Potom sa pokracuje v sonifikdcii v
Jjednominiitovych intervaloch. Po poslednej sonifikacii sa
ziska vzorka s kone¢nou hodnotou viskozity 1, 096 . 10
m%s”. Hydrolyzovana vzorka sa zohreje na laboratérnu
teplotu a prida sa k nej 18,0 g octanu sodného, takZe vy-
sledna koncentracia acetatu je 10 g/liter.

3. Sérologicka skiska

Pokusnd frakciondcia izopropylalkoholom (IPA) a ne-
felometrické stanovenie konetného bodu zamerané na pro-
tildtku, ktoré sa uskutoéiuje s 10 ml vzorky ukazuje, e
Pni4-Ps sa zraZa pri koncentrécii IPA 35 az 45 %.

4. Prvy pridavok IPA

K hydrolyzovanej vzorke s objemom 1090 ml, pripra-
venej podla kroku 2, sa prida 706 ml IPA, takZe koncentra-
cia [PA v roztoku je 39,3 %. IPA sa pridiva po kvapkach
za mieSania pri laboratornej teplote. Vzorka sa neché 15 aZ
30 mindt mieSat, a potom sa 30 minit odstred'uje pri 11000
g (odstredivka Beckman s rotorom JA-10, otalky 8000
min.”!, 20 °C). Odpadova peleta sa rozdrvi v absolutnom
etanole v nddobe Omnimix s objemom 250 ml. Tuhé &asti
sa zhromaZdia na sklenej sintrovej frite s objemom 60 ml.
Zrazenina sa premyje priamo na frite absolitnym etanolom,
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potom aceténom a vysusdi sa vo vakuu pomocou CaCl, pri
laboratéme;j teplote v priebehu pripravy na stanovenie.

5. Druhy pridavok IPA a izolacia produktu

K supernatantu s koncentrciou IPA 39,3 % (objem
1712 ml) ziskanému podl'a kroku 4, sa prida po kvapkach
pri laboratérnej teplote za mie3ania 73,5 ml [PA, takze vy-
sledna koncentracia IPA je 41,8 %. Vzorka sa necha star-
nit, a potom sa odstredi tak ako v kroku 4. Peleta sa rozdr-
vi, zhromaZdi, premyje a vysudf ako v kroku 4. Produkt
Pn14-Ps ma hmotnost’ 1,399 mg.

6. Dialyza a lyofilizacia

1 385,6 mg vzorky ziskanej podl'a kroku 5 sa rozpaita
2 az 3 hodiny v destilovanej vode (554 ml) pri laboratérej
teplote. Roztok s koncentraciou 2,5 mg/ml sa prenesie do
dialyzalnej trubice (s priemerom 45 mm, priepustnost do
molekulovej hmotnosti 12000). Dialyzuje sa 27 hodin proti
destilovanej vode s dvoma vymenami destilovanej vody.
Potom sa dialyzovany roztok prenesie do lyofiliaénych ba-
niek. Zmrazi sa na "Supu” v kipeli zo suchého Fadu a me-
tanolu a lyofilizuje sa v lyofilizatore Virtis (Freezemobile)
2,5 dia az dosucha. Ziska sa 1326,8 mg produktu Pn14-Ps
s K4 0,56.

Z tohto opisu by odbornikom v odbore malo byt jasn,
Ze aj iné neutrdlne Pn-Ps inych podtypov, ako napriklad
Pn7F-Ps, sa mdZu pripravit’ podla tohto postupu, a potom
konjugovat rovnako ako Pn14-Ps, ktory je tieZ neutralnym
polysacharidom.

Priklad 7

Konjugacia proteinového komplexu z vonkaj$ej mem-
brany s pneumokokovym 14 polysacharidom, Pn14-Ps-
-OMPC

a) Priprava 1,4-butandiaminového derivatu Pn14-Ps (14-
-BuA,)

410 mg Pn14-Ps po skladovani vo vékuu nad P,Os po-
¢as 3 hodin sa preleje 26 ml dimetylsulfoxidu (DMSO).
Zmes sa rozpusta za miefania 0,75 hodiny. Potom sa k
roztoku pridd 62 mg karbonyldiimidazolu a vysledny roz-
tok sa 80 mindt mie%a pri laboratdrnej teplote.

Pripravi sa roztok obsahujici 1,067 g 1,4-butandiamin-
dihydrochloridu (BuA,.2HCI) v 38,5 ml H,O. Jeho pH sa
upravi na hodnotu 10,20 roztokom NaOH s koncentréciou
2,5 M. Vzniknuty roztok sa prefiltruje cez filter Millex 0,2
pm GV a ochladi v 'adovom kupeli.

K studenému roztoku BuA, sa prida zostarnuty roztok
v DMSO a zmes sa 10 minut mie3a d'alej v 'adovom kape-
li. Potom sa roztok necha stat 50 minat pri laboratérmej
teplote, a potom sa naplni do dialyzaénej trubice Spectrapor
2 (2 x 312 mm). Trubica sa zasvorkuje 1 cm pod hladinou
kvapaliny. Dialyzuje proti:

1)15 litrom timivého roztoku s koncentraciou 0,1 M fosfo-
recnanu sodného pri pH 7.0, 16,5 hodiny;

2) 15 litrom toho istého timivého roztoku 8 hodin;

3) d’al8im 15 litrom toho istého tlmivého roztoku, 8 hodin;

4) 15 litrom destilovanej vody, 17,5 hodiny.

Potom sa roztok lyofilizuje. Ziska sa 210 mg 1,4-butan-
diaminového derivatu Pnl14-Ps (Pnl4-BuA,). Zmeranim
NMR spektra asi 5 mg vzorky a porovnanim integrélov re-
zonan¢nych pikov metylénu z butindiaminu s pikmi N-
-acetylmetylskupiny z Pn14-Ps sa zisti, Ze na 100 opakuji-
cich sa jednotiek polysacharidu pripada priblizne 31 butan-
diaminovych zvyskov.
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b) Priprava bromacetylovanych butdndiaminovych deriva-
tov Pn14-Ps (Pn14-BuA,-BrAc)

210 mg Pnl4-BuA, sa preleje 36 ml borato-fosfatového
timivého roztoku s koncentraciou 0,1 M a pH 9,0. Zmes sa
2,5 hodiny miesa, aby vznikol roztok. Potom sa prida 195
mg p-nitrofenylbrémacetatu rozpusteného v 4 ml acetonit-
rilu. Vzniknutd zmes sa mie$a 21 hodin pri teplote 4 °C.
Potom sa roztok dialyzuje v trubiciach Spectrapor 2 proti:
1) 15 litrom destilovanej vody, 6 hodin; 2) d’aldim 15 litrom
destilovanej vody, 14,5 hodiny a 3) d'al&im 15 litrom des-
tilovanej vody, 6 hodin. Z priestoru trubice s dialyzovanou
latkou sa odobert 2 ml na stanovenie, a potom sa prida 492
mg suchej soli fosfatového timivého roztoku s pH 8,0 (tato
suchad sol' sa pripravi lyofiliziciou roztoku fosforeénanu
sodného s koncentraciou 0,1 M a pH 8,0). Roztok sa pre-
filtruje cez dva filtre Corning s 0,2 pm pérmi. Ziska sa 43
ml vodného roztoku Pn14-BuA,-BrAc s pH 8,0.

c) Konjugécia OMPC s Pn14-BuA,-BrAc-Ps

50 ml OMPC s koncentraciou 3,2 mg/ml sa naplni do 5
centrifugacnych skiimaviek s objemom 10 ml. Odstred'uje
sa v odstredivke Beckman s rotorom 80Ti pri otatkach
43 000 min.”, teplote 4 °C 2 hodiny. Pripravi sa tiolatnd
zmes rozpustenim 350 mg EDTA (disodna sol kyseliny e-
tyléndiamintetraoctovej) a 64 mg ditiotreitolu (DTT) v 30
ml timivého roztoku Na,B,0;, s pH 11,0. K zmesi sa prida
N-acetylhomocysteintiolaktén (346 mg), a potom sa zmes
prefiltruje cez filter Corning s pérmi s velkostou 0,2 um
(poharikovy typ).

Material sa uvolni z peliet ziskanych centrifugaciou
podl'a postupu uvedeného v texte pomocou 3 ml prefiltro-
vanej tioladnej zmesi. Celkovy objem jednej skimavky, 15
ml, sa prenesie do homogenizatora Dounce, kde dajde k re-
suspendovaniu. Skumavky sa preplachnu dal§imi 15 ml
tiolatného roztoku (dvakrat za sebou). Spojené vyplachy sa
homogenizuji v homogenizitore Dounce. Cely objem re-
suspendovaného materidlu, 25 ml, sa prenesie do banky s
okrihlym dnom s objemom 100 ml. Po uzavret{ septom a
nahradeni vzduchu dusfkom pomocou ventilu Firestone sa
reak¢na zmes necha 21 hodin stat’. 25 ml reak&nej zmesi sa
potom rozdeli medzi tri centrifugatné skumavky. Kazda
skiimavka sa preleje vodnym roztokom KH,PO, s koncen-
traciou 1 M. Odstred'uje sa 2 hodiny pri 43 000 otd&ok/min.
a teplote 4 °C. Supernatant sa odstrani a pelety sa resus-
penduji v timivom roztoku s koncentréciou fosfore¢nanu
sodného 0,1 M a pH 8 (celkovy objem na resuspendovanie
je30ml).

Uskuto¢ni sa druhd ultracentrigugécia za rovnakych
podmienok na odstred'ovanie. Po odstraneni supernatantu
sa pelety resuspenduju v homogenizétore Dounce v prefil-
trovanom roztoku Pn14-BuA,-BrAc, pripravenom podl'a u-
vedeného postupu. Ellmanovym stanovenim sa zisti v
tomto okamihu celkové mnoZstvo asi 23 pmol tiolovych
skupin.

Je treba poznamenat’, Ze filtracia roztoku Pn14-BuA,-
-BrAc sa uskuto¢ni tesne pred resuspendovanim tiolované-
ho proteinu. Vzniknuta reak&na zmes (t. j. Pn14-BuA,-
-BrAc s tiolovanym OMPC) sa nechd starniit’ v atmosfére
dusika (s odplynenim) v dusikovom boxe pri laboratérnej
teplote 114 hodin.

Reak&na zmes sa potom blokuje (t. j. reaktivne skupiny
Pnl4-Ps a OMPC sa deaktivuju) nasledujucim spdsobom.
Pridd sa roztok obsahujiuci 75 mg N-etylmaleinimidu
(NEM) v 5 ml tlmivého roztoku s koncentraciou fosfored-
nanu sodného 0,1 M a pH 8,0. Tato zmes sa necha stat’ 22,5
hodiny. 35 mi blokovanej reakénej zmesi sa rozdeli medzi
$tyri centrifugadné skimavky a odstred’uje sa 2 hodiny pri
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4 °C a 43 000 otd¢ok/min. Pelety sa resuspenduji v 40 ml
tlmivého roztoku TED (so zloZenim 0,1 M 'Iris, 0,01 M
EDTA, 0,5 % DOC, pH 8,5) a roztok sa 19 hodin necha
starnaf pri laboratorne] teplote. Potom sa za rovnakych
podmienok ako v predchadzajucom pripade odstredi. Pelety
sa resuspenduju v 40 ml tlmivého roztoku s koncentraciou
fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH 8,0 a roztok sa opat” rov-
nakym spésobom odstredi. Vytvorené pelety sa resuspen-
duji v 44 ml vody a 17 hodin sa nechajii starnaf’ pri teplote
4 °C. Uskutotni sa centrifugicia pri nizkych otackach,
1000 min.", 3,5 min. Pri nej vznikne malé peleta, ktora sa
vyhodi. Supernatant sa odstrani a ziska sa 43 ml konjugétu
s nasledujlicimi analytickymi parametrami:

Test Vysledky

a) Obsah Ps 387 pg/ml

b) Protein 1300 pg/ml
Pomer PS/protein (vypocitany) 0,30

c) Volny Ps pod S % plochy
d) analyza aminokyselin

SCMHC/lyzin 9,8 %
SCMS/lyzin 3,5 %.

Priklad 8

Priprava Pn23F-Ps
Priprava medziproduktu Pn23F-Ps

1. Ultrazvukova hydrolyza

3 g pra¥ku Pn23F-Ps sa rozptsfa v 1200 ml fyziologic-
kého roztoku (0,9 % roztok NaCl) za mie$ania asi 4 hodiny
pri laboratérnej teplote. Na roztok sa pdsobi ultrazvukom v
kaditke z umelej hmoty, ktoré je v l'adovom kupeli, sonifi-
katorom Branson (sonda 12,7 mm, nastavena hodnota 8) v
trojminGtovych intervaloch celkom 15 minat. Po kazdom
intervale sa sonifikuje d’alSich 5 minit, aby sa ziskala vy-
sledna hodnota viskozity 1, 206 . 10° m% s™'. Hydrolyzova-
nd vzorka sa zohreje na laboratérnu teplotu a pridé sa k nej
58,4 g octanu sodného, takZe vysledna koncentricia je 30
gfliter.

2. Sérologicka skitka

Pokusna frakcionacia izopropylalkoholom (IPA) a ne-
felometrické stanovenie konedného bodu zamerané na pro-
tilatku, ktoré sa uskutoCiiuje s 10 ml vzorky, ukazuje, Zc
Pn23F-Ps sa zraZa pri koncentracii IPA 35 az45 %.

3. Prvy pridavok IPA

K hydrolyzovanej vzorke s objemom 1165 ml, pripra-
venej podla kroku 1, sa prida 810 ml IPA, takZe koncentra-
cia IPA v roztoku je 41,0 %. IPA sa pridava po kvapkach
za mieSania pri laboratornej teplote. Vzorka sa necha 15 az
20 minat mie$at, a potom sa 30 minGt odstred’uje pri
11000 g (odstredivka Beckman s rotorom JA-10, otacky
8000 min.™, 20 °C). Odpadova peleta sa rozdrvi v absolit-
nom etanole v nddobe Omnimix s objemom 250 ml. Tuhé
Casti sa zhromazdia na sklenej sintrovej frite s objemom 60
ml. Zrazenina sa premyje priamo na filtri absolitnym eta-
nolom, potom aceténom a vysusi sa vo vakuu nad CaCl, pri
laboratérnej teplote v priebehu pripravy na stanovenie.

4. Druhy pridavok IPA a izolacia produktu

K supernatantu s koncentraciou IPA 41,0 % a s obje-
mom 1925 ml, ziskanému podl'a kroku 3, sa prida po kvap-
kach pri laboratornej teplote za mie3ania 85 ml IPA, takze
vyslednd koncentracia IPA je 43,5 %. Vzorka sa necha
starn@it’, a potom sa odstredi tak ako v kroku 3. Peleta sa
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trituruje, zhromazdi, premyjc a vysusi ako v kroku 3. Pro-
dukt Pn23F-Ps m4 hmotnost' 1795 mg.

5. Dialyza a lyofilizicia

1779 mg vzorky Pn-Ps ziskanej podl'a kroku 4 sa roz-
pasta 3 az 4 hodiny v 712 ml destilovanej vody pri labora-
térnej teplote. Roztok s koncentraciou 2,5 mg/ml sa prene-
sic do dialyzaénej trubice (s priemerom 45 mm, priepust-
nost’ deo moleckulovej hmotnosti 12 000). Dialyzuje sa 27
hodin proti destilovanej vode s dvoma vymenami destilo-
vanej vody. Potom sa dialyzovany roztok prenesie do lyo-
filizaénych baniek. Zmrazi sa na "Supu” v kiipeli zo suché-
ho l'adu a metanolu a lyofilizuje sa v lyofilizatore Virtis
(Freezemobile) 2,5 diia aZ dosucha. Ziska sa 1703 produktu
Ps s K4 0,60.

Priklad 9
Konjugicia proteinového komplexu z vonkaj$ej mem-
brany s medziproduktom P23F-Ps

a) Premena Zivice Dowex 50X2 (200 az 400 mesh) na tet-
rabutylaméniovi formu [Dowex 50 (Bu,N™)]

Dowex 50X2 (200 a% 400 mesh) v H* forme (72 g) sa
suspenduje vo vode (voda pouZitd v tomto procese je apy-
rogénna, sterilna a destilovand), naplni sa do kolony a pre-
myva postupne 800 ml vody, 400 ml roztoku HCI s kon-
centraciou 6 M a 300 ml vody, kym nie je reakcia roztoku
na pH papierik na vytoku z kolony neutrélna. Potom sa né-
plii premyva 250 g 10 % vodného roztoku tetrabutylamo-
niumhydroxidu, kym nie je reakcia roztoku na vytoku z
kolony silno alkalicka. Nakoniec sa néplil premyje 750 ml
vody.

b) Priprava Pn23F-Ps
[Pn23F(Bu,N*")]

Stipcc Zivice Dowex 50X2 (BuyN") s objemom 34 ml
sa premyje 70 ml vody. 450 mg Pn23F-Ps so zmensenou
velkostou molekuly sa preleje 50 ml vody a 0,5 hodiny sa
mie$a. Tento roztok sa nastrieka na kolonu a necha prete-
kat’ jej naplitou pomocou graviticie (2 hodiny). Potom sa
na dno kolény pripoji zdroj vékua a elicia (vakuové) po-
kraCuje dalSiu hodinu. Kol6na sa premyje 25 ml vody a
spojené eluaty sa lyofilizujh. Ziska sa 0, 5 g Pn23F (Bu,N")
soli, ktora sa skladuje 17 hodin vo vakuovom exsikéatore
nad P,0s.

tetrabutylamoéniovej  formy

¢} Priprava
(Pn23F-BuA, )

0.5 g Pn23F (N-BugN") podla kroku b) sa preleje 25 ml
dimetylsulfoxidu (DMSO) a 15 hodin sa mieSa, kym sa ne-
rozpusti. K roztoku sa pridd 22 mg karbonyldiimidazolu
(CEI a vysledny roztok sa 0,5 hodiny mie3a pri laborator-
nej teplote.

Pripravi sa roztok obsahujtci 507 mg 1,4-butandiamin-
dihydrochloridu (BuA,.2HCI) v 32 ml vody a jeho pH sa
upravi na 10,23 roztokom NaOH s koncentraciou 2,5 M.
Roztok sa prefiltruje cez filter Millex 0,2 pm GV a ochladi
v l'adovom kipeli.

K studenému roztoku BuA, sa pridd zostarnuty roztok
DMSO a zmes sa d'alSiu hodinu mie3a v ladovom kupeli.
Dalej sa zmes neché stat’ pri laboratomej teplote a naplni sa
do dialyza¢nej trubice Spectrapor (12 x 312 mm). Trubica
sa zasvorkuje 1 cm pod hladinou kvapaliny a dialyzuje sa
proti : 1) 15 litrom timivého roztoku s koncentraciou fosfo-
reCnanu sodného 0,1 M a pH 7,0, 16 hodin; 2) 15 litrom tl-
mivého roztoku s koncentréciou fosfore&nanu sodného 0,01
M a pH 7,0, 10,5 hodiny; 3) d'alsim 15 litrom toho istého

1,4-butindiaminového derivatu Pn23F-Ps
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tlmivého roztoku ako v pripade a), 12,5 hodiny; 4) proti 15
litrom destilovanej vody, 10,5 hodiny. Potom sa roztok lyo-
filizujc. Ziska sa 220 mg 1.4-butdndiaminového derivatu
Pn23F-Ps (Pn23F-BuA,;).

Zmeranim NMR spektra asi 6,9 mg vzorky a porovna-
nim integrilu rezonanénych pikav metylénovych skupin
butandiaminu s integralmi pikov metylovych skupin z ram-
ndzy (z Pn23F) sa zisti, Ze na 100 opakujicich sa jednotiek
polysacharidu pripada priblizne 23,5 butindiaminovych
zvyskov.

d) Priprava bromacetylovaného butindiaminového derivétu
Pn23F-Ps (Pn23F-BuA,-BrAc)

214 mg DPn23F-BuA; sa preleje 23 ml boréto-
-fosfatového timivého roztoku s koncentréciou 0,1 M a pH
9,0. Zmes sa 30 mintit mie3a, aby vznikol roztok. Potom sa
prida 230 mg p-nitrofenylbromacetatu v 6 ml acetonitrilu a
vysledna zmes sa mie$a 23 hodin pri teplote 4 °C. Roztok
sa potom dialyzuje v trubici Spectrapor 2 trikdt proti 15 lit-
rom v intervaloch 8 hodin, 12 hodin a 6 hodin. Z priestoru
obsahujuceho dialyzovany produkt sa odoberie 1,5 ml na
stanovenie, Prida 490 mg suchej soli fosfatového timivého
roztoku s pH 8,0 (sol’ sa pripravi lyofiliziciou roztoku fos-
fore¢nanu sodného s koncentraciou 0,1 M a pH 8,0). Roz-
pastanie trva 15 minat, a potom sa roztok prefiltruje cez
filter Corning s pérmi 0,2 um. Ziska sa vodny roztok
Pn23F-BuA,-BrAc s pH 8.

e) Konjugicia OMPC s Pn23F-BuA,-BrAc-Ps

60 m] OMPC s koncentraciou 3,1 mg/ml sa naplni do 6
centrifugatnych skiimaviek s objemom 10 ml a odstred’uje
sa v odstredivke Beckman s rotorom 80Ti pri otdCkach
43 000 min.", teplote 4 °C 2 hodiny. Pripravi sa tiolaéna
zmes rozpustenim 260 mg EDTA (disodna sol’ kyseliny e-
tyléndiamintetraoctovej) a 52 mg ditiotreitolu (DTT) v 30
ml tiolakténu Na,B,0;. Zmes sa prefiltruje cez filter Cor-
ning s pérmi s vel’kostou 0,2 pm (pohérikovy typ).

Material sa uvolni z peliet ziskanych centrifugaciou
podla postupu uvedeného v texte pomocou 3 ml prefiltro-
vanej tiola¢nej zmesi. Celkovy objem jednej skamavky, 20
ml, sa prenesie do homogenizatora Dounce, kde ddjde k
resuspendovaniu. Skimavky sa preplachnu d'aldimi 6 ml
tiolaéného roztoku. Preplachovanie sa opakuje s dal$imi 4
ml tiola¢ného roztoku. Spojené vyplachy sa homogenizuja
v homogenizétore Dounce. Cely objem resuspendovaného
materialu, 28 ml, sa prenesie do banky s okrihlym dnom s
objemom 100 ml. Po uzavreti septom a nahradeni vzduchu
dusikom pomocou ventilu Firestone sa reak&na zmes necha
19 hodin stt. 28 ml reakénej zmesi sa potom rozdeli medzi
tri centrifugaéné skimavky. Kazda skiimavka sa preleje
vodnym roztokom KH,PO, s koncentrdciou 1 M. Odstre-
d'uje sa 2 hodiny pri 43000 otadok/min. a teplote 4 °C. Su-
pernatant sa odstrdni a pelety sa resuspenduji v timivom
roztoku s koncentrciou fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH
8 (celkovy objem po resuspendovani je 30 ml).

Uskuto¢ni sa druha ultracentrigugdcia za rovnakych
podmienok na odstred’ovanie. Po odstraneni supernatantu
sa pelety resuspenduji v homogenizétore Dounce s prefil-
trovanym roztokom Pn23F-BuA,-BrAc, pripravenym pod-
la postupu uvedeného v oddiele 7.1.C.3d). Ellmanovym
stanovenim sa zisti, Ze celkové mnoZstvo tiolovych skupin
vo vyslednom roztoku je 28 umol.

Filtracia uvedeného roztoku Pn23F-BuA,-BrAc sa
uskutocni tesne pred resuspendovanim tiolového proteinu.
Vzniknutd reak¢na zmes (1. j. Pn23F-BuA,-BrAc s tiolova-
nym OMPC) sa neché starnit’ v atmosfére dusika (s odply-



SK 280659 B6

nenim) v dusikovom boxe pri laboratémej teplote 117 ho-
din.

Reakéna zmes sa potom blokuje (t. j. reaktivne skupiny
Pn23F-Ps a OMPC sa deaktivujit) pridanim roztoku obsa-
hujiceho 75 mg N-etylmaleinimidu (NEM) v 5 ml timivé-
ho roztoku s koncentriciou fosforegnanu sodného 0,1 M a
pH 8,0. (Tento roztok jc prefiltrovany cez filter s pormi s
velkostou 0,22 pm.) Tato zmes sa necha stit 18 hodin.
Celkovy objem blokovanej konjugatnej zmesi je 38,5 ml.
Zmes sa doplni na objem 40 ml pridavkom 1,5 ml timivého
roztoku s koncentraciou fosforetnanu sodného 0,1 M a pH
8,0. 35 ml tohto roztoku sa naplni rovnomerne do 3tyroch
centrifugacnych skiumaviek s objemom 10 ml. Ka¥da sku-
mavka sa preleje timivym roztokom fosfore&nanu sodného
s koncentraciou 0,1 M a pH 8,0. Odstred’uje sa 2 hodiny pri
4 °C a 43 000 otaok/min. Supernatant sa odstréni a ka?da
peleta sa uvolnf 8 ml tlmivého roztoku TED (so zloZenim
1 M Tris, pH 8,5; 0,01 M EDTA,; 0,5 % deoxycholatu sod-
ného) a prenesie sa do homogenizatora Dounce. Centrifu-
gacné skimavky sa sériovo premyju pridavkom d'al3ich 8
ml timivého roztoku TED. Pelety sa resuspendujo a ne-
chajii starnit’ 20 hodin pri laboratornej teplote. Celkovy
objem suspenzie je 40 ml. Zostarnuty material sa odstre-
d'uje (ako sa uvadza) v Styroch skiimavkéch s objemom 10
m! pri ot4tkach 43 000 min.”" 2 hodiny pri 4 °C. Kazda pe-
leta sa uvolni pomocou 8 ml timivého roztoku TED, sku-
mavky sa sériovo premyji 8 ml tlmivého roztoku TED.
Pelety sa resuspendujii a vzniknutd suspenzia sa odstred’uje
za rovnakych podmienok ako v predchédzajucom pripade.
Vzniknuté pelety sa resuspenduji v celkovom objeme 40
ml timivého roztoku fosforednanu sodného s koncentraciou
0,1 M a pH 7,0. Suspenzia sa znova za rovnakych podmie-
nok odstredi. Pelety sa resuspenduji v 44 ml vody a sus-
penzia sa necha stat’ 17 hodin pri teplote 4 °C. Malé mnoz-
stvo nerozpustnych latok sa odstréni odstredenim pri niz-
kych otd&kach 1000 min.”" pocas 3,5 min. Ziska sa produkt
Vv supernatante.

Vyslednym produktom je lie¢ivd latka, konjugitovd
vakcina. Konjugéat ma nasledujiice parametre:

Test Vysledky

a) Obsah Ps 284 pg/ml

b) Protein 2025 1g/ml
Pomer PS/protein (vypoditany) 0,14

¢) Vol'ny Ps pod 5 % plochy
d) analyza aminokyselin

SCMHC/lyzin 6.7 %
SCMS/lyzin 1,6 %.

Priklad 10

Priprava Pn-Ps homogenizaciou podfa Gaulina

Surovy Pn-Ps vo forme pradku sa rozpusti vo vode za
mieSania cez noc pri teplote 4 °C. Pripravia sa roztoky Pn-
Ps vo vode s koncentraciami 1,5 mg/ml a 10 mg/ml. Pri-
davkom 50 mM CaCl, sa Uspe3ne zniZi viskozita roztoku
Pn-Ps s koncentraciou 10 mg/ml na rovnaku hodnotu, ako
ma roztok Pn-Ps s koncentriciou 1,5 mg/ml. Rozpusteny
Pn-Ps sa homogenizuje v Gaulinovom homogenizatore pri
jednom zo 3tyroch tlakov: 13,74 MPa; 34,35 MPa; 67,7
MPa a 103,05 MPa. Striznymi silami hydrolyzovany Pn-Ps
sa zhromazdi pomocou pridavku 60 % roztoku izopropy-
lalkoholu. Peleta sa premyje 100 % etanolom v mixéri,
zmes sa prefiltruje a ziska sa vyzraZzany Pn-Ps. Pn-Ps sa na
filtri premyje aceténom, a potom sa su§i nad CaSO, (drie-
rit), a pred analyzou sa skladuje pri teplote -70 °C. Alikvot-
né podiely tohto Pn-Ps sa resuspenduju na koncentréciu 1
mg/ml a stanovf sa ich velkost molekuly a polydisperzita
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pomocou univerzalnej kalibracie HPSEC a index antigén-
nosti rychlostnou nefelometriou.

Poddruh Molekulova hmotnost’, pri ktorej Polydisperzita

Pn-Ps sa zadina zniZovat’ antigénnost

6B 500 000 1,19
14 300 000 1,15
19F : 250 000 1,09
23F 250 000 1,15
Priklad 1 1

Stimulécia T-bunick mysi

Utelom tejto skusky je zistit' zavislost od T-buniek i-
munogenitu  Pn-Ps konjugovanej vakciny na mysiach.
Tento model bol prijaty, pretoZe deti mladSie ako dvojroéné
normélne dobre odpovedajii na T-dependentné antigény.
Atymické my3i maji abnormalny tymicky epitel a ich od-
poved’ na T-dependentné antigény je preto podstatne niZ3ia
ako odpoved’ ich normalnych sirodencov z jedného hniez-
da. Raz zriedena vakcina tak, aby davka polysacharidu bola
0,5 pg, sa intraperitonedlne vstrekne dospelym atymickym
my$iam (nu/nu) a zaroveli kontrolnej skupine mygi, v ktorej
st strodenci z jedného hniezda (nu/+). To sa uskuto¢ni 0.,
7. a 28. den. O tyZdefi neskor sa mySiam odoberie krv a z
ich krvi sa ziskaju jednotlivé séra, ktoré sa testuju na odpo-
ved’ protilatky pomocou radioimunoanalyzy (RIA).

Pri uskutoéiiovani RIA sa kazdé mySacie sérum spoji s
Pn-Ps oznagenym radionuklidom 'C. Akykolvek vytvore-
ny komplex antigén-protilatka sa potom vyzrdZa pridavkom
nasyteného roztoku siranu aménneho. Kazda taka vzorka sa
"polita" v beta-politadi 1 minitu. Konjugity Pn6B-Ps-
-OMPC, Pnl14-Ps-OMPC, Pnl9F-Ps-OMPC, Pn23F-Ps-
-OMPC, Pn18C-Ps a Pn4-Ps podl'a tohto vyndlezu sa tes-
tuji tymto sposobom a zisti sa, Ze tieto konjugity dobre
stimuluji T-bunky my3i Nu/+.

Priklad 12
Imunogénnost’ konjugitov Pn-Ps mlad’at opic druhu rhesus

Tento test sa uskuto¢iuje, aby sa zistila imunogénnost’
bud’ samotného konjugitu, alebo konjugovanych vakcin
obsahujucich Pn-Ps-OMPC alebo Pn-Ps-MIEP mléd’at o-
pic. Ukézalo sa, Ze mlad’ata opic st vyrobnym modelom na
klinicku predpoved' spravania PedvaxHIB® (konjugatova
vakcina) [Vella a d’al$i, Pediatrics, doplnok z 5. aprila, str.
668 az 675 (1990)], a preto sa vybrali ako model na hod-
notenie konjugovanych vakcin Pn-Ps.

Dévka vakciny sa aplikuje vnutrosvalovo injekéne
mlad’atam opic (dvoj- aZ trojmesalnym) 0. a 28. defi. In-
jekeia sa podava v mnozstve 0,25 ml do kazdého z dvoch
miest. Opiciam sa 0., 28. a 42. defi odoberie krv a jednotli-
vé séra sa testuja na odpoved’ protilatky pomocou radioi-
munoanalyzy (RIA).

Pri uskutoiovani RIA sa kaZdé opitie sérum spoji s
Pn-Ps oznagenym radionuklidom "C. Akykolvek vytvore-
ny komplex antigén-protildtka sa potom vyzraZa pridavkom
nasyteného roztoku siranu aménneho. Kazda taka vzorka sa
"podita" 1 minltu v beta-poéita¢i. Imunitnd odpoved’ na
vakcinu je uspokojiva, ak je aspofi pri 50 % testovanych
zvierat odpoved’ protilatky aspont I pg po aplikacii dvoch
déavok vakeiny.

PnéB-Ps-OMPC, Pn23F-Ps-OMPC, Pnl9F-Ps-OMPC,
Pn18C-Ps-OMPC, Pn4-Ps-OMPC a Pn14-Ps-OMPC preja-
vuju silné antidruhovo $pecifické odpovede protilatky. Ok-
rem toho tetravalentny pripravok obsahujici Pn6B-Ps-
-OMPC, Pn23F-Ps-OMPC a Pnl4-Ps-OMPC prejavuje
dobré anti-Pn-Ps odpovede protilatky na vietky Styri séro-
typy.
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Priklad 13
Uinnost' ochrany pomocou pneumokokovych konjugéatov
¢ingil

Kazdej Cincile sa injekciou podkoZne alebo vnutrosva-
lovo aplikuje davka 0, 0,25, 1,0 alebo 4,0 pg Pn6B-Ps-
-OMPC adsorbovaného na AI(OH);. Po 0, 2, 4, 6 a 8 tyi-
diloch sa ¢incildm odoberie krv. Osem tyzdiiov po injek-
¢nej aplikdcii konjugatu sa zvieratam urobi imunologicky
test so Streptococcus pneumoniae 6B. V intervaloch 1 az 3
dni sa zvieratd sleduji pomocou otoskopie a tympanomet-
rie. Vytok zo stredného ucha sa odsaje na kultiviciu a za
dva tyZzdne po zadati imunologického testu sa zvieratd
usmrtia. Pri usmrtenych zvieratach sa histopatologicky a-
nalyzuje stredné ucho. Pri zvieratdch, ktoré nedostali Ziad-
ny konjugat, je 60 % Omrtnost, zatial’ ¢o najnizsia davka
konjugatu spdsobi nulovi Gmrtnost. Zvieratd, ktoré nedo-
stand konjugat, nemaju Ziadnu ochranu proti purulentnej o-
titis media, zatial' Co tie, ktoré dostali konjugat, s chranené
v 60 aZ 100 % pripadov pri vietkych velkostiach davky.

Priklad 14
Antipneumokokové imunitné odpovede pri dvoj- az pat-
roénych detoch

Na dvoj- aZ pitroénych detoch, ktoré dostavali dve
davky, kazdd v mnozstve 0,5 alcbo 5 pg Pn6B-Ps, sa sle-
duje produkcia protilatok anti-Pn6B-Ps pomocou testu RIA
a ELISA. Zisti sa vyznamné zvy3enie protilatok anti-Pn6B-
-Ps.

Priklad 15
Rychlostné nefelometria pneumokokovych polysacharidov

Utelom tohto stanovenia je urcit' obsah polysacharidu a
index antigénnosti vol'nych Pn-Ps a konjugovanych prepa-
ratov pomocou rychlostnej nefelometrie.

Rozsah $tandardnej krivky na rychlostn(i nefelometriu
sa li8i pri r6znych Pn-Ps, ako sa li3i odpoved’ na jednotku
hmotnosti Pn-Ps a linedrna ¢ast krivky zavislosti odpovede
na koncentraciu antigénu Pn-Ps pri kaZdom Pn-Ps. Tu uve-
deny priklad je $pecificky pre konjugat Pn6B a nemusi byt
aplikovatelny na Pn-Ps inych druhov. Okrem toho vzorky
adsorbované na AI(OH), a ich prislu$né $tandardy sa riedia
roztokom citratu sodného s koncentraciou 3 % a nie 0,9 %
roztokom NaCl, ako je uvedené dalej. Vodné roztoky
konjugovanych vzoriek a ich Standardov (t. j. neadsorbova-
né na Al(OH),) sa riedia 0,9 % roztokom NaCl a d’alej sa
riedia tak, aby ich nomindlna o¢akivana koncentracia pat-
rila do rozsahu $tandardnej krivky.

a) Reakéné ¢inidla

Fyziologicky roztok: 0,9 % roztok NaCl

Anti-Pn-Ps séra: Antisera (Health Research, Inc., Albany,
NY) sa 30x zriedi fyziologickym roztokom Standardy: pri-
pravia sa konjugdtové Standardy Pn-Ps s koncentraciami:
1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3.0 a 4,0 pg/ml zo zasobného roztoku s
koncentraciou 387 ug/ml, ktorého koncentracia sa urdi sta-
novenim polysacharidov pomocou fenolu a kyseliny siro-
vej.

Testované vzorky: pripravia sa v zdsobnom roztoku citratu
sodného s koncentraciou 3 %. Sériovym zriedenim sa pri-
pravia skudané vzorky s teoretickou koncentraciou 1.0; 2,0
a 3,0 pg Pn-Ps/ml .

b) Postup

Uskutotiiuje sa skuska vietkych vzoriek a tandardov v
dvoch uskutoCneniach s pouZzitim rychlostného nefelometra
Beckman ICS. Zo $tandardnej krivky sa uréi koncentricia
vzoriek. Koncentracia vzorky sa vynéasobi zried'ovacim
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faktorom a vypo¢ita sa priemerna hodnota pre kazdi testo-
vani vzorku.

Ako sa uz uviedlo v texte, vzorky, ktorych indexy anti-
génnosti st nizSie ako 70 %, sa nenechajil konjugovat.
Tym sa zaisti, Ze pouZité Pn-Ps maj Ziadané imunologické
parametre.

Priklad 16
Klonovanie genémovej DNA kédujicej MIEP

Asi 0,1 g fenolom inaktivovanych buniek N. meningiti-
dis (pozri priklad 1) sa umiestni do novej skumavky. Fe-
nolom inaktivované bunky sa resuspenduji v 567 pl timi-
vého roztoku TE (so zloZenim 10 mM TRIS-HCI1, 1 mM
EDTA, pH 8,0). K resuspendovanym bunkim sa prida
30 pl 10 % roztoku SDS a 3pl proteindzy K (Sigma) s kon-
centraciou 20 mg/ml. Bunky sa premieSajia a inkubuji 1
hodinu pri 37 °C. Potom sa prida 100 pl roztoku NaCl s
koncentraciou 5 M a zmes sa dékladne premie$a. Potom sa
pridd 80 pl 1 % roztoku cetyltrimetylaméniumbromidu
(CTAB) v roztoku NaCl s koncentraciou 0,7 M. Zmes sa
dokladne premie3a a inkubuje 10 minit pri 60 °C. Prida sa
rovnaky objem (asi 0,7 az 0,8 ml) zmesi chloroformu a izo-
amylalkoholu v pomere 24 : 1, zmes sa dokladne premiesa
a 5 minlt sa odstred’uje pri 10 000 g. Vodna (horn4) faza sa
prenesie do novej skiimavky a organickd faza sa odstrani. K
vodnej faze sa pridd rovnaky objem zmesi fenol chloro-
form : izoamylalkohol (25 : 24 : 1). Zmes sa ddkladne pre-
mieda a 5 minut sa odstred’uje pri 10 000 g. Vodna (hornd)
faza sa prenesie do novej skimavky a prida sa k nej 0,6
objemu (asi 420 pl) izopropylalkoholu. Zmes sa dbkladne
premieSa a vyzrazand DNA sa odstred’uje 10 minGt pri
10 000 g. Supernatant sa odstrani a peleta sa premyje 70 %
roztokom etanolu. Peleta DNA sa vysusi a resuspenduje v
100 pl tlmivého roztoku TE. Takto sa ziska gendémova
DNA z N. meningitidis.

Syntetizuj sa dva oligonukleotidy DNA, ktoré zodpo-
vedaji 5'-koncu génu MIEP a 3'-koncu génu MIEP [Mura-
kami, E. C. a d'al$i (1989) , Infection and Immunity, 57, str.
2318 az 2323]. Specificka sekvencia oligonukleotidu DNA
pre S'-koniec génu MIEP je S5-ACTAGTTGCAA-
TGAAAAAATCCCTG-3"; a pre 3'-koniec génu MIEP 5'-
-GAATTCAGATTAGGAATTTGTT-3". Tieto oligonukle-
otidy DNA sa pouzijii ako priméry na amplifikdciu génu
MIEP pomocou retazovej polymerizatnej reakcie (PCR),
pri ktorej sa pouzije 10 ng gendmovej DNA z N. meningiti-
dis. PCR amplifikacia sa uskuto¢ni podl'a postupu dodané-
ho vyrobcom (Perkin Elmer).

Amplifikovana MIEP DNA sa tiepi restrikCnymi en-
donukledzami Spel a EcoRI. Fragment DNA s vefkostou
1.3 kilobazy (kb) obsahujiici celt oblast’ kodujucu MIEP sa
izoluje elektroforézou na agarovom géli s koncentraciou
1.5 %. Z gélu sa tento fragment ziska elektroeluciou [Si-
Casné postupy v molekulovej bioldgii, (1987), Ausubel, R.
M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Smith, J. A.,
Seidman, I. G. a Struhl, K., vyd. Greene Publishing As-
soc.]. Plazmidovy vektor pUC-19 sa Stiepi pomocou Spel a
EcoRI.

Fragment DNA Spel-EcoRI kodujaci MIEP, elektrofo-
reticky vycisteny, sa ligéciou vsunie do Spel-EcoRI pUC-
-19 vektora. Tento vektor sa pouZije na transforméciu kme-
fia DHS E. coli. Transformanty obsahujice vektor pUC-19
s MIEP s velkostou 1,3 kbp sa identifikuji mapovanim
redtrikénymi endonukledzami. MIEP DNA sa sekvenuje, a
tym sa potvrdi jej identita.
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Priklad 17
Konstrukeia vektora pCl/1.Gal10p(B)ADHI,

Prométor Gal 10 sa izoluje z plazmidu YE 52 [Broach
a daldi, (1983) v Experimental Manipulation of Gene Ex-
pression, Inouye, M(Ed) Academic Press, str. 83 a% 117]
purifikiciou fragmentu s velkostou 0,5 tisic parov béz
(kbp) na géli. Fragment sa ziska po $tiepeni pomocou Sau
3A a Hind III. Terminator ADHI sa izoluje z vektora
pGAPtADH2 [Kniskern a d’al&i, (1986), Gene, 46, str. 135
aZ 141] purifikédciou fragmentu s velkostou 0,35 kbp na
géli; fragment sa ziska &tiepenim pomocou Hind III a
Spe 1. Ticto dva fragmenty sa ligiciou za pdsobenia T4-
-DNA-ligazy spoja s vektorom pUCI8AHindIIl, vyciste-
nym na géli (Hind III miesto sa eliminuje §tiepenim PUC18
pomocou Hind I, ukondenim "natupo" pomocou Kleno-
wovho fragmentu E. coli DNA-polymerédzy [ a ligiciou za
posobenia T4-DNA-ligazy. Vektor sa 3tiepil posobenim
BamHI a SpHI, ¢im sa vytvoril parentalny vektor pGallo-
tADHI. Vektor ma jednoduché Hind III klonovacie miesto
na spojeni GallOp.ADHI,.

Jednoduché Hind 11T klonovacie miesto na
Gal10p.tADHI sa zmeni na jednoduché BamHI klonovacie
miesto Stiepenim pGal 10p.tADHI pomocou Hind IIT gélo-
vou purifikaciou Stepu DNA a ligaciou za pdsobenia T4-
-DNA-ligazy s nasledujucim linkerom Hind I1I-BamHI:
5'-AGCTCGGATCCG-3'
3-GCCTAGGCTCGA-5'.

Vysledny plazmid pGall0(B}tADHI ma vystiepené
miesto Hind II a vytvorené jednoduché BamHI klonovacie
miesto.

Fragment Gal10p.tADH]1 sa izoluje z pGal 10(B)tAD-
HI 3tiepenim pomocou Smal a Sphl "natupo” zakon&enim
pomocou T4-DNA-polymerdzy a na géle sa purifikuje.
Kvasinkovy "shuttle” vektor pCl/1 [Brake a dal3i, (1984),
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 81, str. 4642 az 4646] sa $tiepi
pomocou SpHI, zakon¢i natupo pomocou T4-DNA-
-polymerazy a purifikuje sa. Tento fragment sa spoji liga-
ciou s vektorom za pdsobenia T4-DNA-poly-merazy. Li-
gatna reak&nd zmes sa pouZije na transforméciu buniek HB
101 E. coli, ¢im sa spdsobi rezistencia na ampicilin. Trans-
formanty sa testuju pomocou hybridizacie s jednoduchym
vlaknom Hind III-BamHI linkera oznateného radionukli-
dom *’P. Konstrukcia nového vektora pCl/1.GallOp(B)AD-
H1, sa potvrdi Stiepenim pomocou HindIII a BamHI.

Priklad 18
Konstrukeia kvasinkového vektora na expresiu MIEP s po-
uZitim sekvencie DNA MIEP a vedicej sekvencie DNA

Fragment DNA obsahujici kompletnu oblast” kodujlicu
MIEP sa vytvori Stiepenim pUCIS.MIEP & 7 pomocou
Spel a EcoRlI, gélovou purifikéciou DNA MIEP a zakonde-
nim "natupo” pomocou T4-DNA-polymerazy.

Kvasinkovy  vnitorny  vektor na  expresiu
pCV1.GallOp(B)ADH], sa 3tiepi pomocou Bam HI, defosfo-
ryluje sa posobenim telacej Crevnej alkalickej fosfatdzy a
zakon¢i "natupo" pOsobenim T4-DNA-polymerizy. DNA
sa Cisti na géli, aby sa odstranil nedtepeny vektor.

"Natupo" zakoneny fragment kédujici MIEP s vef-
kostou 1,1 kbp sa ligéciou spoji s "natupo" zakonenym
vektorom pCl/1.Gal10p(B)ADHI,. Ligatna reak&na zmes sa
pouZije na transformiciu kompetentnych buniek DHS E.
coli, &im sa spdsobi rezistencia na ampicilin. Transfor-
manty sa testuji pomocou hybridizéacie s oligonukleotidom
DNA oznatenym radionuklidom 2p:

5'... AAGCTCGGATCCTAGTTGCAATG ... 3".
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Tento nukleotid je homologny so sekvenciami prekry-
vajicimi spojenic MIEP DNA-vektor. Z transformantov
pozitivnych pri hybridizécii sa vytvoria preparity DNA.
Tie sa Stiepia pomocou Kpnl a Sall, aby sa overilo, Ze
fragment MIEP je v sprdvnej orientacii na expresiu pomo-
cou prométora Gal 0. Dalsic potvrdenie kondtrukcic DNA
sa ziska sekvenovanim "dideoxy" metédou od prométora
Gal 10 cez oblast” kodujacu MIEP.

Expresia MIEP transformantmi sa deteguje analyzou
Western Blot. Rekombinantny MIEP produkovany v trans-
formantoch migruje na polyakrylamidovych géloch spolo&-
ne s MIEP purifikovanym z OMPC vezikul a je imunolo-
gicky reaktivny s protilatkami $pecifickymi proti MIEP.

Priklad 19
Konstrukeia kvasinkového expresivneho vektora pre MIEP
s 5'-modifikovanou sekvenciou DNA MIEP

Oligonukleotid DNA obsahujiici miesto Hind III, kon-
zervovani kvasinkovll 5'-neprelozeni vedicu sekvenciu
(NTL), $tart-kodon pre metionin (ATC), prvych 89 kodo-
nov pre zrely MIEP (potinajic od Asp v polohe + 20) a
micsto Kpnl (v polohc +89) sa vytvori retazovou polyme-
rizatnou reakciou (PCR). PCR sa uskuto¢ni podl'a pokynov
vyrobcu (Perkin Elmer Cetus) s pouzitim plazmidu
pUCISMIEP42 ¢&. 7 ako templatu a nasledujicich oligomé-
rov DNA ako primerov:

5'CTAAGCTTAACAAAATGGACGTTACCTTGTACG-
GTACAATT” a .
$'ACGGTACCGAAGCCGCCTTTCAAG’.

Aby sa odstranila 5'-oblast’ klonu MIEP, Stiepi sa plaz-
mid pUCISMIEP42 &. 7 pomocou Kpnl a HindIll a frag-
ment vektora s velkostou 3,4 kbp sa Cisti na agarézovom
géli.

Fragment PCR s velkost'ou 280 bp sa $tiepi pomocou
Kpnl a Hind 111, &isti na agar6zovom géli a ligaciou sa spoji
s fragmentom vektora s velkost'ou 3,4 kbp. Transformanty
HBI101 E. coli (BRL) sa testuji pomocou hybridizicie s o-
ligonukleotidom DNA. Pozitivne DNA transformanty sa a-
nalyzuji Stiepenim reStrikénym enzymom. Na potvrdenie
skutoCnosti, e pocas PCR reakcie nedo$lo k Ziadnym mu-
tacidm vo vytvorenom fragmente PCR s velkost'ou 280 bp,
sa pozitivne transformanty sekvenuji. Vysledny plazmid
obsahuje inzert Hind III-EcoRI obsahujici kvasinkovy
NTL, kodén ATG a cely otvoreny Citaci rimec (ORF) tipre
MIEP zacinajiici od kodénu Asp (aminokyselina +20) .

Kvasinkové expresivne vektory MIEP sa konStruuji
nasledujicim  sposobom. Vektory pGALIO/pCl1 a
pGAP/pCl/I [Vlasuk, G. P. a d'al3i, (1989) J. B. C., 264,
str. 12, 106-12, 112] sa $tiepia pomocou BamHI, zarovnaji
sa ("flush-ended") Klenowovym fragmentom DNA-
-polymerazy 1 a defosforylujii sa telacou ¢revnou alkalic-
kou fosfatazou. Tieto linedrne vektory sa ligaciou spoja u-
vedenym fragmentom HindITI-EcoRI, upravenym pomocou
Klenowovho fragmentu a vyé€istenym na géli. Tento frag-
ment obsahuje kvasinkovy NTL, ATG a ORF pre MIEP.
Ligéciou sa vytvori pGA110/pCl/1-MIEP a pGAP/pCl/1-
-MIEP.

Saccharomyces cerevisiae, kmeii U9 (gal 10pgal4-) sa
transformuje plazmidom pGANO/pCl/1-MIEP). Rekombi-
nantné klony sa izoluju a testujil na expresiu MIEP. Klony
sa pestujit pri teplote 37 °C za trepania v syntetickom mé-
diu (leu-)obsahujucom glukdzu s koncentraciou 2 g/l do-
vtedy, kym sa nedosiahne hodnota ODEgq, priblizne 6,0.
Potom sa prida galaktdza tak, aby jej koncentracia v rozto-
ku bola 20 g/1, a tym sa indukuje expresia MIEP od pro-
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motora Gall0. Bunky sa po indukcii galaktozou pestuji
d’al$ich 45 hodin, kym sa nedosiahne hodnota ODHgg, asi
9,0. Bunky sa potom pozberaji centrifugiciou. Bunkova
peleta sa premyje destilovanou vodou a zmrazi.

Test "Western Blot" pre rekombinantny MIEP

Western Blot analyza sa uskutoéni preto, aby sa urtilo,
¢i v kvasinkéch skutodne do$lo k expresii MIEP. PouZije sa
gél Novex Laemmli s koncentraciou 12 %, hribkou 1 mm,
s 10 aZ 15 jamkami. Kvasinkové bunky sa rozbiji vo vode
pouZitim sklenych gul'dok (pocas rozbijania sa moZe pri-
dat’ 2 % roztok dodecylsulfatu sodného (SDS)). Bunkové
zvy3ky sa odstrania odstredenim pri 10 000 g, | minfita.

Supernatant sa zmieda s elektroforetickym tlmivym
roztokom na vzorku; tlmivy roztok sa opisuje v Casti opi-
sujucej Cistenie MIEP na polyakrylamidovom géli. Elektro-
foréza sa uskutociiuje pri 35 mA s pouZitim OMPC ako po-
rovnavacej kontroly. Ukonti sa vtedy, ked’ farbiaca znatka
(bréomfenolova modra) "prebehne" okraj gélu. Proteiny sa
prenest na nitroceluldézovy papicr s velkost'ou pérov 0,45
um pouZitim prenosového pristroja NOVEX. Po prenose sa
nitrocelulézovy papier jednu hodinu "blokuje" pomocou
5 % roztoku hovidzieho sérového albuminu vo fyziologic-
kom roztoku s fosfatovym tlmivym roztokom. Potom sa
pridd 15 ml krali¢icho anti-MIEP antiséra zriedeného 1 :
: 1000; sérum sa vytvori imunizéciou a purifikdciou MIEP
na géli s pouZitim Standardnych postupov. Inkubuje sa cez
noc pri laboratome;j teplote a prida sa 15 ml kozieho anti-
krali¢ieho IgG konjugovaného alkalickou fosfatdzou a zrie-
deného 1 : 1000. Po dvoch hodinich inkubécie sa "blot"
vyvija pomocou FAST RED TR SALT (Sigma) a Natftol-
AS-MX fosfatu (Sigma).

Priklad 20
Bakteridlna expresia rekombinantného MIEP

Plazmid pUCI9-MIEP obsahujuci génovy inzert MIEP
s vel'kosCou 1,3 kbp sa Stiepi restrikénymi endonukledzami
Spel a EcoRI. Fragment s velkostou 1,1 kbp sa izoluje a
purifikuje na aparézovom géli s pouZitim 3tandardnych
technik zndmych v odbore. Plazmid pTACSD obsahujici
prométor TAC s dvoma cistrénmi a jednoduché miesto E-
coRI sa Stiepi pomocou EcoRI. Na obidvoch koncoch
fragmentu MIEP DNA s velkostou 1,3 kbp a vektora
pTACSD sa vytvoria "tupé” konce pomocou T4-DNA-
-polymerazy (Boehringer Mannheim) podfa pokynov vy-
robcu. "Natupo" zakonéeny fragment MIEP DNA s velko-
stou 1,3 kbp sa ligiciou spoji s "natupo" zakondenym
veklorom s pouZitim T4-DNA-ligizy podla pokynov vy-
robcu. "Ligovana” DNA sa pouZije na transformiciu bu-
niek £ coli, kmeii DH5aIQMAX (BRL) podfa pokynov
vyrobeu. Transformované bunky sa naotkuja na agarové
misky obsahujice 25 pg kanamycinu/ml a 50 pg penicili-
nw/ml. Inkubacia prebicha 15 hodin pri teplote 37 °C. Oli-
gonukleotid DNA so sekvenciou homolognou s MIEP sa
oznadi rédionuklidom **P. Tento oligonukleotid sa pouZije
pri Standardnej DNA hybridizatnej technike, ked’ sa s nim
hybridizuju lyzované denaturované kolénie transformova-
nych bunick na nitrocelulézovom filtri. Kolénie pozitivne
pri hybridiz4cii sa mapuji s pouzitim redtrikénych endo-
nukledz, aby sa uréila orientacia génu MIEP.

Expresia MIEP v transformantoch sa zisti analyzou
"Western blot". Rekombinantny MIEP produkovany v
transformantoch ma rovnakd pohyblivost' v polyakrylami-
dovych géloch ako MIEP purifikovany z OMPC vezikil a
Je imunologicky reaktivny s protilatkami Specifickymi pre
MIEP.
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Priklad 21
Konjugacia Pn-PS s MIEP z N. meningitidis

Chemické konjugacie sa uskutodnia spdsobom uvede-
nym v americkom patente ¢. 4 882 317.

10 mg MIEP v 3 ml boratového tlmivého roztoku s
koncentraciou 0,1 M a pH 11,5 sa zmie$a s 10 mg disodnej
soli kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA, Sigma
Chemicals) a 4 md ditiotreitolu (Sigma Chemicals). Roztok
protcinu sa ddkladne prebubld dusikom. 125 g N-acetyl-
homocysteintiolaktonu (Aldrich Chemicals) sa prida k
roztoku MIEP a zmes sa 16 hodin inkubuje pri laboratérnej
teplote. Potom sa roztok v dusikovej atmosfére dvakrat
dialyzuje proti 2 litrom boratového tlmivého roztoku s kon-
centraciou 0,1 M a pH 9,5, ktory obsahuje 4 mM EDTA.
Dialyza prebieha pri laboratdmej teplote vidy 24 hodin.
Obsah tiolovych skupin v tiolovanom proteine sa stanovi
Ellmanovym reakénym ¢&inidlom (Sigma Chemicals) a kon-
centracia proteinu Bradfordovym &inidlom (Pierce Chemi-
cals). Na konjugaciu MIEP s Pn-Ps sa prida 1,5-nasobny
nadbytok (hmotnostny) brémacetylovaného Pn-Ps k rozto-
ku MIEP a pH sa upravi roztokom 1M NaOH na hodnotu 9
az 9,5. Zmes sa necha inkubovat' v atmosfére dusika 6 az 8
hodin pri laboratornej teplote. Roztok konjugatu sa okysli
roztokom HCI s koncentraciou 1 M na pH 3 aZ 4. Desat’
minGt sa odstred’uje pri 10 000 g. Jeden mililiter kvapalné-
ho supernatantu sa nastricka priamo na kolénu FPLC Supe-
rose 6B (rozmery 1,6 x 50 cm, Pharmacia) a konjugat sa
eluuje pomocou PBS. Pik "mftveho" objemu, ktory obsa-
huje konjugét polysacharid-protein (Pn-Ps-MIEP) sa zhro-
mazdi. Roztok konjugatu sa potom filtruje cez filter s pormi
s velkost'ou 0,22 pm s cielom sterilizacie.

Priklad 22
Demonstracia imunogénnosti konjugétov Pn-Ps-MIEP

Imunizacia: Samce mysi Balb/c (Charles River, Wil-
mington, MA) sa imunizuja IP s Pn-Ps kovalentne konju-
govanym s MIEP pouZitim 2,5 pg Pn-Ps v 0,5 ml vopred
vytvoreného hydroxidu hlinitého. Kontrolné mySi sa imu-
nizuji rovnakym mnoZstvom Pn-Ps podaného ako Pn-Ps
CRM [Anderson, M. E. a d'alsi, (1985), J. Pediatrics, 107,
str, 346 az 351] (2,5 ng Pn-Ps (6, 25 pg CRM; 1/4 davky
pre ludi), Po-Ps-DT (2,5 pg Pn-Ps/1,8 pg DT; 1/10 davky
pre ludi, takze sa pouZije konStantné mnoZstvo Pn-Ps) a
Pn-Ps-OMPC (2,5 ng/3,5 ug OMPC; 1/4 davky pre Fudi).

6- az 13,5-tyzdtiové mlad'ata opic Rhesus sa imunizuji
konjugatmi Pn-Ps-MIEP adsorbovanymi na hydroxide hli-
nitom. Kazda opica dostane 0,25 m! kojugatu injek¢ne do
dvoch rdznych miest, takZe celkova davka je 0,5 ml. Opice
sa imunizujd 0., 28. a 56. deil a vzorky krvi sa odoberajii
kazdy druhy az Stvrty tyzderi.

Protilatkové odpovede sa meraji pomocou testu ELI-
SA, ktory rozli$uje triedu a podtriedu imunoglobulinovej
odpovede. Na hodnotenie odpovede opic sa pouZiva aj test
RIA, pri ktorom sa stanovi celkové mnoZstvo protilatky
anti-Pn-PS.

Konjugéaty Pn-Ps-MIEP st schopné vyvolat imunitna
odpoved’ mysi, ¢o spoéiva v tvorbe protilatky IgG anti-Pn-
-Ps a zapamitani si odpovede. To je rozdiel oproti Pn-Ps-
-CRM a Pn-Ps-DT, pri ktorych aplikicii sa neda zistit’
ziadna protilatka anti-Pn-Ps. TakZe MIEP fungujici ako i-
munologicky nosiCovy protein pre Pn-Ps je schopny vyvo-
lat protilatkovi anti-Pn-Ps odpoved’, ak je kovalentne
konjugovany s antigénom Pn-Ps. Purifikovany MIEP je
preto u€innym imunologickym nosi¢ovym proteinom, ktory
nahradza heterogénny OMPC pri kongtrukeii bakterialnych
polysacharidovych konjugovanych vakcin.
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Priklad 23
Kvantitativne stanovenic obsahu C-polysacharidu v prepa-
ratoch Pn-Ps

Systémy vyvinuté na kvantifikdciu C-polysacharidu
spotivaji v NMR, enzymovych alebo chromatografickych
spdsoboch. V tomto pripade sa pouZiva chromatografickd
separé4cia cholinu (zlozky C-Ps) zo vzoriek hydrolyzova-
nych Pn-Ps a pouZity spdsob sa porovnava s ostatnymi
metédami. Cholin sa separuje na koléne s katexom, pri¢om
detekcia sa uskutoiiuje na zdklade zni¥enia vodivosti.

Vzorky Pn-Ps sa uplne hydrolyzujii pdsobenim 36 %
kyseliny fluorovodikovej potas 2 hodin pri teplote 45 aZ
65 °C a dalej posobenim kyseliny trifludroctovej s kon-
centraciou 2 M podas 16 hodin pri 100 °C. Po hydrolyze sa
200 az 300 pg vzorky nastricka do chromatografického
systému Dionex BioLC s analytickou kolénou Omnipac
PCX-500 a predkolénou s Ion Pac CTC-1-katexovou za-
chytavacou kolonou, s mikromembranovym supresorom
CMMS-2. Regenerdcia sa uskutoiiuje roztokom tetrabu-
tylaménium-hydroxidu s koncentraciou 50 mM pri prietoku
10 ml/min. Systém ma vodivostny detektor s citlivostou
1 pS. Vzorka sa eluuje izokratickym sposobom roztokom
obsahujicim 200 mM roztok HCI, 20 % roztok acetonitrilu,
roztok MilliQ vody, 20 mM roztok kyseliny diaminopro-
pidnovej; zloZky st v pomere 5 : 5 : 85 : 5. Cholin sa eluuje
vo forme ostrého piku asi po 10 min.

Purifikovany C-Ps (ziskany zo Statens Serum Institut)
sa uvedenym spdsobom analyzuje na obsah cholinu. Name-
rany vysledok 5,4 % hmotnostného cholinu suhlasi s publi-
kovanymi hodnotami obsahu cholinu v C-Ps.

Tento faktor sa pouZije na vypocet koncentricie C-Ps v
roznych vzorkach preparatu Pn-Ps, prepoéitanim nanomo-
lovych mnoZstiev cholinu zisteného stanovenim HPLC na
jednotky hmotnosti. Pouzitim hodnoty 5,4 % hmotnostného
cholinu v C-Ps sa vypoCita obsah C-Ps v hmotnostnych
percentach. Vzorky, ktoré maju koncentracie C-Ps vicSic
ako 3 %, sa odmietnu ako neprijatel'né pre konjugéciu. Ta-
bulka uvedend dalej ukazuje korelaciu tejto metoddy s
NMR a enzymovymi metédami a ukazuje typické mnoZ-
stvd kontaminacie C-Ps v preparatoch Pn-Ps s roznymi
stupiiami Cistoty.

Vzorka NMR Enzymova metdda HPLC

(% hmotn.) (% hmotn.) (% hmotn.)
Pn6B-Ps 20 nestanovené 18,4
Pn6B-Ps 1,6 0,3az1,0 1,2
Pn23F-Ps nestanovené 2,8 3,7
Pnl4-Ps 2,9 2,4 3,2
Pnl19F-Ps 2,7 2,6 2,6.
Priklad 24

Priprava ¢iasto¢ne hydrolyzovaného, purifikovaného
Pnl18C-Ps

1. Ultrazvukova hydrolyza

3 g pradku Pn18C-Ps sa rozpusta v 1200 ml fyziologic-
kého roztoku (0,9 % roztok NaCl) za mic3ania 3 aZ 4 hodi-
ny pri laboratdmej teplote, potom sa roztok prikryje a cez
noc uloZi pri 4 °C. Na roztok sa potom pdsobi ultrazvukom
v kadicke z plastu, ktora je v Fadovom kupeli, v sonifikato-
re Bronson (kyveta 1,27 cm, nastavena hodnota 8) v 20-
minGtovych intervaloch (pdsobenie 5 minut) celkom 40
mintt. Po kaZdom intervale sa kontroluje viskozita. Po 40
minutach sonifikécie sa sonifikuje d’al$ich 10 minut, aby sa
ziskala kone&na hodnota viskozity vzorky 1,218.10°® m?.s."
Hydrolyzovand vzorka (1188 ml) sa zohreje na laboratornu
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teplotu a pridd sa k nej 59,2 g octanu sodného, takZe vy-
sledna koncentracia acetatu je 30 g/liter.

2. Sérologicka sktidka

Pokusna frakcionacia izopropylalkoholom (IPA) a ne-
felometrické stanovenie kone¢ného bodu zamerané na pro-
tilatku, ktoré sa uskutotiiuje s 10 ml vzorky ukazuje, Ze
Pn18C-Ps sa zraZa pri koncentrécii IPA 40 az 50 %.

3. Prvy pridavok IPA

K hydrolyzovanej vzorke s objemom 1200 ml, pripra-
vengj podl'a kroku 1, sa prida 894 ml IPA, takZe koncentra-
cia IPA v roztoku je 42,7 %. IPA sa pridava po kvapkach
za mieSania pri laboratérnej teplote. Vzorka sa necha 15 a2
30 mindt miesat,, a potom sa 30 minit odstred’uje pri 11000
g (odstredivka Beckman s rotorom JA-10, otatky 8000
min.”, 20 °C). Odpadové peleta sa rozdrvi v absolitnom
etanole v nddobe Omnimix s objemom 250 ml. Tuhé Casti
sa zhromaZdia na sklenej sintrovej frite s objemom 60 ml.
Zrazenina sa premyje priamo na frite absol(tnym etanolom,
potom aceténom a vysusi sa vo vakuu nad CaCl, pri labo-
ratérnej teplote v priebehu pripravy na stanovenie.

4. Druhy pridavok IPA a ziskanie produktu

K supernatantu s koncentriciou IPA 42,7 % (objem
2016 ml) ziskanému podl'a kroku 3 sa pridd po kvapkach
pri laboratomej teplote 92,0 ml IPA, takZe vysledna kon-
centracia IPA je 42,5 %. Vzorka sa necha starnit, a potom
sa odstredi tak ako v kroku 3. Peleta sa rozdrvi, zhromazdi,
premyje a vysu$i ako v kroku 3. Medziprodukt Pn18C-Ps
véazi 1609 mg.

5. Dialyza a lyofilizacia

1612,5 mg vzorky ziskanej podl'a kroku 4 sa rozpista 2
hodiny v destilovanej vode (645 ml) pri laboratémej tep-
lote. Roztok s koncentraciou 2,5 mg/ml sa prenesie do
dialyzagnej trubice (s priemerom 45 mm, priepustnost’ do
molekulovej hmotnosti 12000). Dialyzuje sa 30 hodin proti
destilovanej vode s dvoma vymenami destilovanej vody.
Potom sa dialyzovana vzorka prenesie do lyofilianych ba-
niek. Zmrazi sa na "Supu" v kupeli zo suchého l'adu a me-
tanolu a lyofilizuje sa v lyofilizatore Virtis (Freezemobile)
2 aZ 3 dni az dosucha. Ziska sa 1487 mg produktu Ps.

Priklad 25
Konjugét S. Preumoniae 18C-OMPC, Pn18C-Ps-OMPC

A. Premena Zivice Dowex 50x2 (200 az 400 mesh) na tet-
rabutylaméniovd formu [Dowex 50 (Bu,N%)]

Dowex 50x2 (200 aZ 400 mesh) v H* forme (500 g) sa
suspenduje vo vode, naplni sa do kolény a premyva po-
stupne 600 ml vody, 1000 ml roztoku HCI s koncentraciou
6 M a 400 m! vody, kym nie je reakcia roztoku na pH pa-
picrik na vytoku z koldny neutrdlna. Potom sa premyva 72
g 10 % roztoku tetrabutylamoniumhydroxidu dovtedy, kym
nie je reakcia roztoku na vytoku z kolony silno alkalicka.
Nakoniec sa koléna premyje 1000 ml vody, aby bol premy-
vaci roztok na vytoku z kolény neutralny.

B. Priprava tetrabutylamoniovej formy polysacharidu zo S.
Preumoniae druhu 18 C [Pn18C (Bu,N") |

Dowex 50x2 (BusN") v koléne s objemom 60 ml sa
premyje 250 ml vody. 650 mg Pnl18C-polysacharidu (so
zmendenou velkostou molekuly) sa preleje 65 ml vody a 1
hodinu sa mie3a, ¢im vznikne roztok. Tento roztok sa na-
stricka na kolénu a necha pretekat jej napliou pomocou
gravitdcie (2 hodiny). Potom sa uskuto&ni eliicia pomocou
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vékua (1 hodinu). Koléna sa premyje 150 ml vody a spoje-
né eluaty sa lyofilizuji. Ziska sa 655 mg 18C (Bu,N") soli.
25 mg sa odoberie na NMR analyzu a zvy$ok sa uschova.

C. Priprava 14-butdndiaminového derivatu 18C (18C-
'BUAz)

18C (N-Bu,N) (630 mg) sa preleje 143 ml DMSO
(dimetylsulfoxidu) a zmes sa 3,25 hodiny miesa. V priebe-
hu tohto &asu sa vietky tuhé Castice rozpustia. Jeden ml
roztoku sa odoberie na titra¢né stanovenie obsahu vody
podla Karla Fischera. Zisti sa obsah vody 28,2 pmol/ml
(celkom 4 mmol). K tomuto roztoku sa prida 165,1 mg kar-
bonyldiimidazolu (CDI) a vzniknuty roztok sa 2 hodiny
mic3a pri laboratérnej teplote. Pripravi sa roztok obsahujaci
1,260 g 1,4-butandiamindihydrochloridu (BuA,.2HCI) v
40 ml vody a jeho pH sa upravi na 10,20 roztokom NaOH s
koncentraciou 2,5 M. Tento roztok sa ochladi v Fadovom
kapeli. K studenému roztoku BuA, sa pomaly prida zostar-
nuty roztok DMSO a zmes sa 10 minit miea v fadovom
kuapeli, a potom 50 minat pri laboratéme;j teplote. Potom sa
roztok naplni do dialyzatnej Lrubice Spectrapor 2, trubica
sa zaskrti 1,27 cm od hornej hladiny kvapaliny a dialyzuje
sa proti nasledujicim roztokom: 1) 15 litrom tlmivého
roztoku s koncentraciou Na;PO, 0,1 M a pH 7,0, 13 hodin;
2) 15 litrom tlmivého roztoku s koncentraciou Na;PO, 0,01
M a pH 7,0, 11 hodin; 3) 15 litrom toho istého tlmivého
roztoku ako v pripade 2, 10,8 hodiny; 4) 15 litrom vody,
9,5 hodiny.

Objem po dialyze je 190 ml. Odoberie sa alikvotny po-
diel s objemom 7,5 ml a ten sa oddelene lyofilizuje na
NMR stanovenie. Zvy3nych 182,5 ml roztoku sa lyofilizu-
je, a tym sa ziska sa 416 mg 1,4-butdndiaminového deri-
vatu 18C (Pnl18C-BuA;). Odmeranim NMR spektra asi 5
mg vzorky a porovnanim integrdlov rezonanénych pikov
vnitornych metylénovych skupin butdndiaminu s integral-
mi pikov metylovych skupin z ramnozy (z 18C) sa zisti, Ze
na 100 opakujicich sa jednotick polysacharidu pripada pri-
blizne 10 butandiaminovych zvyskov.

D. Priprava brémacetylovaného butandiaminového derivétu
18C (Pn18C-BuA,-BrAc)

Pn18C-BuA; (416 mg) sa preleje 36 m!l timivého roz-
toku (Kolthoffov borato-fostitovy timivy roztok) s kon-
centraciou 0,1 M a pH 9,04. Zmes sa mieSa dovtedy, kym
nevznikne roztok. Potom sa prida 256 mg p-nitrofenyl-
brémacetatu v 4,48 m! acetonitrilu. Vysledna zmes sa mie-
3a 20 hodin pri teplote 4 °C. Potom sa dialyzuje v trubici
Spectrapor 2 trikdt za sebou proti 15 litrom vody vzdy 6
hodin. Po dialyze je objem dialyzovaného roztoku 60 ml.
1,7 ml tohto roztoku sa odoberie na stanovenie (NMR,
Ouchterlonyho stanovenie), stanovenie na viskozimetri
Viscotek). K zvy$nému roztoku sa prida 2,42 g suchej soli
fosfatového timivého roztoku s pH 8,0 (této sol’ sa pripravi
lyofilizaciou roztoku fosforeCnanu sodného s koncentraciou
0,1 M a pH 8,0). Po rozpusteni sa roztok prefiltruje cez fil-
ter Corning s pormi s velkostou 0,2 pm. Ziska sa vodny
roztok 18C-BuA,-BrAc s pH 8. Filtracia prebicha pomaly a
je treba na fiu 4 filtre poharikového typu.

E. Konjugacia OMPC (z N.meningitidis) s Pn18C-BuA,-
-BrAc

80 ml roztoku s proteinom z vonkajej membrany
(OMPC) z N. meningitidis s koncentraciou 3,2 mg
OMPC/ml sa naplni do 4 centrifugatnych skamaviek. Od-
streduje sa v odstredivke Beckman s rotorom 80Ti pri o-
tatkach 43 000 min.”" pri teplote 4 °C 2 hodiny. Pripravi sa
tiolatna zmes rozpustenim 680 mg EDTA (disodna sol ky-
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seliny diamintetraoctovej) a 120 mg ditiotreitolu (DTT) v
40 ml timivého roztoku Na,B,0,, s pH 11,09. Prida sa 320
N-acetylhomocysteintiolakténu, a roztok sa potom prefil-
truje cez filter Corning s poérmi s velkostou 0,2 pm (pohéa-
rikovy typ). Material sa uvolni z peliet ziskanych centrigu-
gaciou podla uvedeného postupu pomocou 5 ml prefiltro-
vanej tiolaénej zmesi. Celkovy objem jednej skiimavky, 20
ml, sa prenesie do homogenizatora Dounce, kde sa dojde k
resuspendovaniu. Skimavky sa preplachnu d’al$imi 2 a 10
ml tiola¢nej zmesi. Spojené roztoky sa homogenizuji v
homogenizatore Dounce, Cely objem resuspendovaného
materidlu (40 ml) sa prenesie do banky s okrGhlym dnom s
objemom 100 ml. Po uzavreti septom a nahradeni vzduchu
dusikom pomocou ventilu Firestone sa reakéna zmes necha
18,5 hodin stat’. 60 ml reak¢nej zmesi sa potom rozdeli do
Styroch centrifugaénych skGmaviek. Kazda skimavka sa
preleje vodnym roztokom KH,PO, s koncentraciou 1 M.
Odstred’uje sa 2 hodiny pri 43000 otatkach/min. a teplote
4 °C. Supernatanty sa odstrania a pelety sa resuspenduji v
timivom roztoku s koncentraciou fosfore€nanu sodného 0,1
M a pH 8 (celkovy objem pri resuspendovani je 40 ml).
Tento roztok sa prenesie rovnomerne do dvoch centrifu-
gatnych skimaviek z polykarbonitu s objemom 25 ml.
Sklené nadoby (homogenizator Dounce atd’.) sa preplachnu
10 ml fosfatového tlmivého roztoku s pH 8,0. Tento vy-
plach sa pouzije na doliatic centrifuganych skdamaviek.
Uskuto¢ni sa druha ultracentrifugécia za rovnakych pod-
mienok ako predch4dzajca. Pelety resuspenduji v 30 mi
fosfatového tlmivého roztoku s koncentraciou 0,1 M a pH
8,0. Ellmanovou skuskou sa zisti, Ze celkové mnoZstvo
skupin SH je 24 umol, t. j. asi 100 nmol/mq OMPC. Tiolo-
vany protein sa prenesie do banky s okrihlym dnom s ob-
jemom 100 ml. K nemu sa prida prefiltrovany roztok 18C-
BuA,-BrAc. Vzniknuta reakéna zmes (t. j. 18C-
-BuA,-BrAc s tiolovanym OMPC) sa nechd starnit’ v at-
mosfére dusika (s odplynenim) v dusikovom boxe pri labo-
ratormej teplote 89 hodin.

Reakeénd zmes sa potom blokuje nasledujicim sposo-
bom: k zmesi sa pridaji 2 ml roztoku prefiltrovaného cez
filter s velkost'ou porov 0,22 um, ktory obsahuje 75 mg N-
-etylmaleinimidu (NEM) v § ml tlmivého roztoku s kon-
centraciou fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH 8,0. Zmes sa
necha starnuf 4 hodiny.

K zmesi sa d’alej prida 1 ml roztoku prefiltrovaného cez
filter s vefkost'ou pérov 0,22 pm, ktory obsahuje 0,5 ml N-
-acetylcystaminu v 2,5 ml tlmivého roztoku s koncentra-
ciou PO,* 0,1 M a pH 8,0. Zmes sa necha 22, 5 hodiny
starnut’.

Blokovany produkt sa potom rovnomerne naplni do
ityroch centrifugaénych skimaviek s objemom 25 ml a tie
sa doleji 8 ml timivého roztoku s koncentraciou PO43', M
a pH 8,0. Odstred'uje sa pri otakach 43 000 min.” 2 hodi-
ny pri 4 °C. Po odsiraneni supernatantov sa pelety resus-
pendujii v homogenizatore Dounce v 40 ml timivého rozto-
ku TED. Sklené nidoby sa preplichnu d'al§imi 10 ml tlmi-
vého roztoku TED a roztok sa prenesie do dvoch skima-
viek s objemom 25 ml. Tieto skimavky sa skladuju 15,25
hodiny pri laboratornej teplote a potom sa 2 hodiny odstre-
duji pri 24 °C a 43 000 otackach/min. Vzniknuté pelety sa
resuspenduji v homogenizéatore Dounce s celkovym obje-
mom 30 mi timivého roztoku TED. Suspenzia sa prenesie
do dvoch centrifugaénych skamaviek s objemom 25 ml.
Sklené nadoby sa preplachnu daldimi 20 ml timivého roz-
toku TED. Opit’ sa odstreduje pri otaékach 43000 min.”
pri 4 °C 2 hodiny. Pelety sa resuspenduji v 50 ml fosfato-
vého tlmivého roztoku s pH 7,0 a uskutotni sa tretie od-
stredovanie za rovnakych podmienok. Pelety sa resuspen-
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duji v 82 ml vody a suspenzia sa po Zastiach s objemom
20,5 ml prenesic do 3tyroch sterilnych centrifugaénych
skamaviek (Falcon) z umelej hmoty s objemom 50 ml. Po
starnuti 18 hodin pri 4 °C sa konjugovany preparat odstre-
duje pri 1000 otatkach/min. 3,5 minity v centrifiige TJ-6,
v rotore TH. Suspenzia vysledného konjugovaného pro-
duktu sa skiima na obsah proteinov (stanovenie podl'a Low-
ryho), polysacharidov 18C (fenol/kyselina sirova), nekon-
jugovaného polysacharidu (chromatografia s rozlifenim
velkosti molekul - rychlostné nefelometria) a aminokyselin

(analyzator SPINCO):

Polysacharid 339 pg/ml

Protein 2,57 mg/ml

Volny polysacharid pad 5 % (limit experi-

mentalnej chyby)
0,025
0,00s.

S-karboxymetylhomocystein/lyzin
S-karboxymetylcysteamin/lyzin

Priklad 26
Priprava medziproduktu Pnd-Ps

1. Ultrazvukova hydrolyza

1,0 g praSku Pn-Ps sa rozpasta v 400 m! fyziologického
roztoku (0,9 % roztok NaCl) za mie3ania 4 hodiny pri labo-
ratdrnej teplote. Na roztok sa potom pdsobi ultrazvukom v
kaditke z plastu, ktora je v Padovom kupeli, sonifikdtorom
Bronson (kyveta 12,7 mm, nastaven4d hodnota 8) v 10-
-minutovych intervaloch celkom 20 minut. Po kazdom in-
tervale sa kontroluje viskozita. Po 20 minttach sonifikécie
sa ziska kone¢n4 hodnota viskozity vzorky 1,267.10°m? s,
Hydrolyzované vzorka sa zohreje na laboratérnu teplotu a
prida sa k nej 18,7 g octanu sodného, takze vysledna kon-
centracia acetatu je 30 g/liter.

2. Sérologicka skuska

Pokusna frakcionécia izopropylalkoholom (IPA) a ne-
felometrické stanovenie kone¢ného bodu zamerané na pro-
tilatku, ktoré sa uskutoiiuje s 10 ml vzorky ukazuje, ze
Pn4-Ps sa zraZza pri koncentricii IPA 45 aZ 55 %.

3. Prvy pridavok IPA

K hydrolyzovanej vzorke s objemom 385 ml, priprave-
nej podla kroku 1, sa prida 379 ml IPA, takze koncentracia
IPA v roztoku je 49,7 %. IPA sa pridava po kvapkach za
mie$ania pri laboratornej teplote. Vzorka sa nechd 15 aZ 30
minat miedat, a potom sa 30 minit odstreduje pri 11 000 g
(odstredivka Beckman s rotorom JA-10, otatky 8000 min.”
1, 20 °C). Odpadov4 peleta sa rozdrvi v absolutnom etanole
v nadobe Omnimix s objemom 250 ml. Tuhé &asti sa zhro-
maZdia na sklenej sintrovej frite s objemom 60 ml. Zraze-
nina sa premyje priamo na frite absolitnym etanolom, po-
tom aceténom a vysu$i sa vo vakuu nad CaCl, pri labora-
térnej teplote v priebehu pripravy na stanovenie.

4. Druhy pridavok IPA a izolicia produktu

K supernatantu s koncentraciou IPA 49,7 % (objem 727
ml) ziskanému podl'a kroku 3 sa prida po kvapkach za mie-
Sania pri laboratomej teplote 38 ml IPA, takZe vysledna
koncentracia IPA je 52,5 %. Vzorka sa nechd starnaf, a
potom sa odstredi tak ako v kroku 3. Peleta sa rozdrvi,
zhromazdi, premyje a vysusi ako v kroku 3. Produkt Pn4-
-Ps ma hmotnost’ 516 mg.

5. Dialyza a lyofilizicia

500 mg vzorky Pn-Ps ziskanej podl'a kroku 4 sa roz-
pusta 2 aZ 3 hodiny v destilovanej vode (200 ml) pri labo-
ratornej teplote. Roztok s koncentraciou 2,5 mg/ml sa pre-
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nesie do dialyza¢nej trubice (s priemerom 45 mm, prie-
pustnost’ do molekulovej hmotnosti 12 000). Dialyzuje sa
30 hodin proti destilovanej vode s dvoma vymenami desti-
lovanej vody. Potom sa dialyzovana vzorka prenesie do ly-
ofilizatnych baniek. Zmrazi sa na "Supu" v kupeli zo su-
chého l'adu a metanolu a lyofilizuje sa v lyofilizatore Virtis
(Freezemobile) 2 aZ 3 dni aZ do sucha. Ziska sa 491 mg
produktu Ps s K4 0,69.

Z tohto opisu by odbornikom v odbore malo byt jasné,
Ze aj iné poddruhy Pn-Ps obsahujlice karboxyskupinu, ako
s Pnl-Ps alebo Pn5-Ps, sa mdzu pripravit’ a konjugovat’ u-
vedenym spdsobom pre Pn4-Ps alebo Pn9V-Ps, ktoré st aj
kyslymi polysacharidmi.

Priklad 27
S. Pneumoniae druh 4-OMPC konjugét, Pn4-Ps-OMPC

a) Premena Zivice Dowex 50x2 (200 aZ 400 mesh) na tetra-
butylaméniova formu [Dowex 50 (Bu,N")]

Dowex 50x2 (200 a? 400 mesh) v H" forme (500 g) sa
suspenduje vo vode Cm-66), naplni sa do kolény a premy-
va postupne 600 ml vody, 1000 ml roztoku HCI s koncen-
traciou 6 M a 400 ml vady, kym nie je reakcia roztoku na
pH papierik na vytoku z kolony neutrdlna. Potom sa pre-
myva 72 g 10 % roztoku tetrabutylaméniumhydroxidu do-
vtedy, kym nie je reakcia roztoku na pH papierik na vytoku
z kolony silno alkalicka. Nakoniec sa koléna premyje 1000
ml vody, aby bol premyvaci roztok na vytoku z koldny
neutrdlny.

b) Priprava tetrabutylaméniovej formy polysacharidu zo S.
Pneumoniae druh 4 [Pn4 (Bu,N") ]

Zivica Dowex 50x2 (Bu,N") v koléne s objemom 65 ml
sa premyje 520 ml vody. 400 mg Pn4-Ps (so zmen3enou
vel'kostou molekuly) sa preleje 35 ml vody a 20 minit sa
miesa, ¢im vznikne roztok. V mieSani sa pokraduje cez noc.
Tento roztok sa nastrieka na koldnu a nechd pretekat jej
napliiou pomocou gravitdcie. Koléna sa premyje 150 ml
vody a spojené eludty sa lyofilizuja. Ziska sa 504 mg Pn4
(BugN™) soli.

c) Priprava 1,4-butdndiaminového derivatu Pn4 (Pn4-
-BuA,;)

Pn4 (N-Bu,N') (97 mg) sa preleje 16 ml DMSO (di-
metylsulfoxidu) a zmes sa mie3a pri teplote 52 °C 15 mi-
nit, aby vznikol roztok. V priebehu tohto ¢asu sa vietky
tuhé &astice rozpustia. Roztok sa ochladi na laboratérmu
teplotu.

K tomuto roztoku sa pridaji 2 mg karbonyldiimidazolu
(CDI) rozpusteného v 160 pl DMSQ a vysledny roztok sa 1
hodinu mieSa pri laboratérnej teplote. Pripravi sa roztok
obsahujuci 0,500 g 1,4-butandiamindihydrochloridu
(BuA,.2HCI) v 5 ml vody a jeho pH sa upravi na 10,20
roztokom NaOH s koncentraciou 5 M. Tento roztok sa
ochladi v l'adovom kapeli. K studenému roztoku BuA, sa
pomaly pridd starnuty roztok DMSO a zmes sa 5 minut
miesa v I'adovom kipeli, a potom 1 hodinu pri laboratome;j
teplote. Potom sa roztok naplni do dialyzagnej trubice
Spectrapor 2, trubica sa zaSkrti 13 mm od okraja kvapaliny
a dialyzuje sa proti: 1) 4 litrom timivého roztoku s koncen-
triciou Na;PO, 0,1 M a pH 7,0, 15 hodin; 2) 4 litrom tImi-
vého roztoku s koncentraciou NasPOy, 0, 01 M a pH 7,0,
9 hodin; 3) 4 litrom toho istého timivého roztoku ako v pri-
pade 2, 21 hodin; 4) 4 litrom vody, 20 hodin. Roztok sa ly-
ofilizuje, a tym sa ziska sa 70 mg 1,4-butandiaminového
deriviatu Pn4 (Pn4-BuA,). Odmeranim NMR spektra asi 5
mg vzorky a porovnanim integrdlu rezonanénych pikov
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vnitornych metylénovych skupin butdndiaminu s integral-
mi pikov N-acetylmetylovych skupin z Pnd sa zisti, Ze na
100 opakujicich sa jednotiek polysacharidu pripada 22
butandiaminovych zvyskov.

d) Priprava bromacetylovanych butandiaminovych deriva-
tov Pn4 (Pn4-BuA,-BrAc)

Pn4-BuA, (54 mg) sa preleje 5,5 ml tlmivého roztoku
(Kolthoffov borato-fosfatovy tlmivy roztok) s koncentrd-
ciou 0,1 M a pH 9,04. Zmes sa mie$a dovtedy, kym ne-
vznikne roztok. Potom sa pridd S5 mg p-nitro-
fenylbromacetatu v 1,0 ml acetonitrilu. Vysledna zmes sa
mieSa 17 hodin pri teplote 4 °C. Potom sa dialyzuje v trubi-
ci Spectrapor 2 proti 16 litrom vody trikrat za sebou 24, 8 a
23 hodin. Po dialyze je objem roztoku 12,5 ml. 1,0 ml z
tohto roztoku sa odoberie na stanovenic (NMR,
Ouchterlonyho stanovenie, stanovenie na viskozimetri Vis-
cotek). K zvy$nému roztoku sa prida 275 mg suchej soli
fosfatového tlmivého roztoku s pH 8,0 (tdto sol sa pripravi
lyofilizciou roztoku fosfore¢nanu sodného s koncentraciou
0,1 M a pH 8,0). Po rozpusteni sa roztok prefiltruje cez fil-
ter Corning s pormi s velkostou 0,2 pm. Ziska sa vodny
roztok Pn4-BuA,-BrAc s pH 8.

e) Konjugidcia OMPC (z N. meningitidis) s Pn4-BuA,-BrAc

5 ml roztoku s proteinovym komplexom z vonkajscj
membréany (OMPC) z N. meningitidis s koncentraciou 4,34
mg/ml sa odstred’uje v odstredivke Beckman s rotorom
80Ti pri otatkach 43000 min.”" pri teplote 4 °C 2 hodiny.
Pripravi sa tiolatna zmes rozpustenim 85 mg EDTA (di-
sodna sol’ kyseliny etyléndiamintetraoctovej) a 15 mg di-
tiotreitolu (DTT) v 10 ml tlmivého roztoku Na,B40, s pH
11,09. K roztoku sa pridd 50 mg N-acetylhomocysteintio-
lakténu, a roztok sa potom prefiltruje cez filter s pormi s
velkostou 0,2 plm. Pelety ziskané centrifugaciou podla
postupu uvedeného v texte sa uvolnia pomocou 5 ml pre-
filtrovanej tiolaénej zmesi, prenesi sa do homogenizitora
Dounce a resuspenduji sa. Resuspendovany roztok sa pre-
nesie do centrifugacnej skimavky; t4 sa uzavrie septom a
vzduch sa nahradi dusikom pomocou ventilu Firestone. Re-
akénd zmes necha 19 hodin starnat’ a potom sa prenesie do
centrifugatnej skiimavky. Té sa preleje vodnym roztokom
KH,PO, s koncentraciou 1 M. Odstreduje sa 2 hodiny pri
43 000 otackach/min. a teplote 4 °C. Supernatanty sa od-
strinia a pelety sa resuspenduja v 10 ml timivého roztoku s
koncentriciou fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH 8. Tento
roztok sa prenesie do centrifugatnej skiimavky a uskuto&ni
sa druhé odstredenie za rovnakych podmienok. Pelety re-
suspenduju v 11,5 ml roztoku Pn4-BuA,-BrAc, priprave-
nom podl'a odstavca d). Ellmanovou skigkou sa zisti cel-
kové mno7stvo 3,44 nmol skupin SH, t. j. 158 nmol SH/mg
OMPC. Vzniknuta reakénd zmes (t. j. Pnd4-BuA2-BrAc s
tiolovanym OMPC) sa necha starnit’ v aimosfére dusika (s
odplynenim) v dusikovom boxe pri laboratome;j teplote 66
hodin.

Reakeny produkt sa potom blokuje nasledujiicim spa-
sobom: k zmesi sa prida roztok prefiltrovany cez filter s
velkostou pérov 0,22 pm, ktory obsahuje 5 mg N-etyl-
maleinimidu (NEM) v 1 ml timivého roztoku s koncentra-
ciou fosforeCnanu sodného 0.1 M a pH 8,0. Zmes sa necha
starn(t’ 5 hodiny. K zmesi sa d’alej prida roztok prefiltrova-
ny cez filter s velkostou pérov 0,22 um, obsahujaci 0,1 ml
N-acetylcysteaminu v 0,4 ml timivého roztoku s koncentra-
ciou fosfore¢nanu sodného 0,1 M a pH 8,0. Zmes sa nechi
starnat’ 14,5 hodiny.

ReakEna zmes sa potom odstred'uje 2 hodiny pri 43 000
otackach/min. a teplote 4 °C. Peleta sa resuspenduje v § ml
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timivého roztoku 1 X TED. Roztok sa necha starntt’ pri la-
boratdrnej teplote cez noc, a potom sa odstred’uje 2 hodiny
pri 43000 otackach/min. a teplote 4 °C. Peleta sa resuspen-
duje v 8 ml tlmivého roztoku TED a ihned’ za rovnakych
podmienok sa odstredi. Peleta sa opat’ resuspenduje v 10 mi
tlmivého roztoku s koncentraciou PO,0,1 M a pH 7,0 a od-
stredi sa za rovnakych podmienok. Vysledna peleta sa re-
suspenduje v 7,5 ml vody. Po starnuti cez noc pri 4 °C sa
suspenzia odstred’uje 3 mindty pri 1000 ot./min. Odtiahnuty
supernatant obsahuje vysledny konjugat.

Stanovenie:

Obsah proteinov podfa Lowryho: 0,920 mg/ml
Obsah polysacharidov

(fenol/kyselina sirova): 0,212 mg/ml
Ps/Pro=0,23

SCMHC/lys = 0,031

SCMCl/lys=0, 022

Ked' sa tento konjugat poda my3iam alebo africkym
zelenym opiciam, vyvold sa pri nich vysoka tvorba proti-
létok anti-Pn4-Ps, €o sa zisti pomocou stanovenia ELISA,
ktoré je 3pecifické proti Pn4-Ps.

Priklad 28
Priprava medziproduktu Pn9V-Ps

1. Ultrazvukova hydrolyza

1,0 g pragku Pn9V-Ps sa rozpidta v 400 ml fyziologic-
kého roztoku (0,9 % roztok NaCl) za mie$ania 4 hodiny pri
laboratérnej teplote. Na roztok sa potom pdsobi ultrazvu-
kom v kaditke z plastu, ktora je v l'adovom kupeli, sonifi-
kéatorom Bronson (kyveta 1,27 cm, nastavend hodnota 8)
vzdy 3 min0ty. Po tejto uprave sa kontroluje viskozita. Po
13 minitach sonifikécie sa uskutodiiuje sonifikacia d’alSiu
jednu minitu, aby sa dosiahla koncénd hodnota viskozity
produktu 1,117.10°* m*s™. Hydrolyzovana vzorka sa zo-
hreje na laboratornu teplotu a prida sa k nej 19,5 g octanu
sodného, takZe vysledna koncentracia acetatu je 30 g/liter.

2. Sérologicka skuska

Pokusnd frakcionédcia izopropylalkoholom (IPA) a ne-
felometrické stanovenie kone¢ného bodu zamerané na pro-
tilatku, ktoré sa uskutoCiiuje s 10 ml vzorky, ukazuje, Ze
Pn9V-Ps sa zraza pri koncentracii IPA 40 az 45 %.

3. Prvy pridavok IPA

K hydrolyzovanej vzorke s objemom 391 ml, priprave-
nej podla kroku |, sa pridd 281 ml IPA, takZe koncentricia
IPA v roztoku je 41,8 %. IPA sa pridédva po kvapkach za
mieSania pri laboratérnej teplote. Vzorka sa nechd 15 az 20
mindt miesat, a potom sa 30 minat odstred’uje pri 11 000 g
(odstredivka Beckman s rotorom JA-10, otacky 8000
min.”, 20 °C). Odpadové peleta sa rozdrvi v absolitnom
etanole v nadobe Omnimix s objemom 250 ml. Tuhé &asti
sa zhromaZdia na sklenej sintrovej frite s objemom 60 ml.
Zrazenina sa premyje priamo na frite absolitnym etanolom,
potom acetonom a vysusi sa vo vékuu nad CaCl, pri labo-
ratornej teplote v priebehu pripravy na stanovenie.

4. Druhy pridavok IPA a ziskanie produktu

K supernatantu s koncentraciou IPA 41,8 % (objem 637
ml), ziskanému podl'a kroku 3, sa prida po kvapkéch pri la-
boratérnej teplote 28,6 ml IPA, takZe vysledna koncentra-
cia IPA v roztoku je 44,3 %. Vzorka sa nechd starnif’, a
potom sa odstredi tak ako v kroku 3. Peleta sa rozdrvi,
zhromadi, premyje a vysusi ako v kroku 3. Produkt Pn9V-
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-Ps ma hmotnost’ 342,2 mg,

5. Dialyza a lyofilizacia

347 mg vzorky Pn-Ps ziskanej podla kroku 4 sa roz-
pista 4 az 5 hodin v destilovanej vode (139 ml) pri labo-
ratérnej teplote. Roztok s koncentraciou 2,5 mg/ml sa pre-
nesie do dialyzatnej trubice (s priemerom 45 mm, prie-
pustnost’ do molekulovej hmotnosti 12 000). Dialyzuje sa
25 hodin pri 4 °C proti destilovanej vode s dvoma vyme-
nami destilovanej vody. Potom sa dialyzovana vzorka pre-
nesie do lyofilizaénych baniek. Zmrazi sa na "Supu” v ku-
peli zo suchého I'adu a metanolu a lyofilizuje sa v lyofili-
zalore Virtis (Freezemobile) 2 aZ 3 dni aZ dosucha. Ziska sa
303,5 mg produktu Ps s K40,60.

6. Treti pridavok IPA a izol4cia produktu

K supernatantu s koncentraciou IPA 44,3 % (objem 655
ml), ziskanému podla kroku 3, sa prida po kvapkéch pri la-
boratérnej teplote 30,8 mi IPA, takze vysledna koncentra-
cia IPA v roztoku je 46,8 %. Vzorka sa necha starnit, a
potom sa odstredi tak ako v kroku 3. Peleta sa rozdrvi,
zhromazdi, premyje a vysusi ako v kroku 3. Produkt Pn9V-
-Ps ma hmotnost’ 410,8 mg.

7. Dialyza a lyofilizicia

420,4 mg vzorky Pn-Ps ziskanej podla kroku 6 sa roz-
pusta 4 aZ 5 hodin v 168 ml destilovanej vody pri labora-
tornej teplote. Roztok s koncentraciou 2,5 mg/ml sa prene-
sie do dialyzatnej trubice (s priemerom 45 mm, priepus-
tnost’ do molekulovej hmotnosti 12 000). Dialyzuje sa 25
hodin proti destilovanej vode s dvoma vymenami destilo-
vanej vody. Potom sa dialyzovana vzorka prenesie do lyo-
filizatnych banick. Zmrazi sa na "Supu" v kipeli zo suché-
ho l'adu a metanolu a lyofilizuje sa v lyofilizatore Virtis
(Freezemobile) 3 dni az dosucha. Ziska sa 342,5 mg pro-
duktu s K4 0,65.

8. Odbornikom v odbore je jasné, Ze aj produkty podla
krokov 4 a 6 sa méZu izolovat’ spolocne pridavkom vicSie-
ho mnozZstva IPA, a potom dialyzovat' a lyofilizovat' ako
jediny produkt. Analytické hodnoty takého produktu by
potom zodpovedali hmotnostnému priemeru hodnét jed-
notlivych frakcii produktu. Dalej je tiez jasné, %¢ Pnl-Ps
alebo Pn5-Ps sa mdzu upravovat' rovnakym spdsobom, ako
sa to opisuje tu pre Pn9V-Ps alebo Pn4-Ps.

Priklad 29
Konjugacia Pn9V-Ps s OMPC

Pn9V-Ps pripraveny podl'a prikladu 28 sa konjugujc
rovnakym spdsobom ako Pn4-Ps v priklade 27.

Priklad 30
Kvantitativne stanovenie acetatovych skupin v Pn9V/18C-
-Ps a pyruvatovych skupin v Pnd4-Ps

Sposob bol vyvinuty na stanovenie stupiia zachovania
obsahu O-pyruvatovych skupin v Pn4-Ps a O-acetatovych
skupin v Pn9V-Ps a Pn18C-Ps potas spracovania pneumo-
kokovych (Pn) kapsularnych polysacharidov (ps). O-Acety-
lové alebo O-pyruvéatové skupiny sa najprv uvolnia z hyd-
rolyzatu Pn-Ps, identifikuju a kvantitativne stanovia vyso-
kouginnou chromatografiou na anexoch, pri ktorej sa vy-
hodnocuje zniZenie vodivosti.

Vzorky spracovaného a nespracovaného Pnd4, Pn9V a
Pnl8C sa analyzuji tymto spdsobom. Predbezné vysledky
ukazujo molovy pomer pyruvétu ku kazdej opakujicej sa
jednotke Ps
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1 : 1 pre nespracovany Pnd a 0,8 : 1 pre Ps so zmen$enou
velkostou molekuly. Molovy pomer acetitu ku kaZdej o-
pakujiicej sa jednotke Ps je 1 : 1 pre nespracovany Pnl8-
-Psa 0,8 : 1 pre Pn18C-Ps so zmen3enou velkostou mole-
kuly a 1,7 : 1 pre nespracovany Pn9V a 1,5 : | pre Pn9V so
zmen3enou velkostou molckuly. Molovy pomer O-acetatu
ku kaZdej opakujiicej sa jednotke Pn pre vodny roztok
konjugatu Pn18C-Ps-OMPC je priblizne 0,5 : 1. V literatn-
re sa uvadza, Ze pyruvatova skupina je silnym imunodeter-
minantom pri druhu 4 kapsularnych polysacharidov a Ze jej
odstranenie vyvolava zna¢né zmeny v imunologickej $peci-
fite [Heidelberger, M.; Dudman, W. R. a Nimmich, M.,
"Immunochemical relationships of certain capsular polysa-
charides of Klebsiella, pneumococci and Rhibozobia", J.
Immunol., 104:1321-1328, (1970); Higginbotham, J. D.,
Heidelberger, M. a Gotschlich, E., "Degradation of pneu-
mococcal type-specific polysaccharide with exposure of
group-specifity" Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 67: 138-143,
(1970)]. Podobne odstranenie O-acetitovej skupiny pri
druhu Pn18C-Ps polysacharidu ni¢i jeho imunologicku $pe-
cifitu {Estrada-Parra, S. a Heidelberger, M., "The specific
poly-sacharide of type XVIII pneumococcus" Biochemis-
try, 2:1288-1294 (1963)]. Preto bolo dolezité vyvinit na
kvantitativny spdsob stanovenia acetdtu a pyruvatu v
Pn18C-Ps a Pnd. O-Acetylové skupiny v Pn9V mdZu tiez
hrat’ ddleZit Glohu v imunologickej $truktire Pn9V, preto-
Ze de-O-acetylovany Pn9V nema antigénnu reaktivitu, ¢o
sa zistilo rychlostnou nefelometriou.

V savislosti s pracou na vynéleze sa zistilo, Ze O-acetdt
sa lahko uvolni z Pn9V a Pnl8C-Ps v alkalickych pod-
mienkach (pH 11) pri 4 °C a Ze O-pyruvat sa 'ahko uvolni
z Pnd pri zohrievani pri teplote 65 °C. Zistilo sa aj to, Ze a-
cetat a pyruvat sa daju oddclit’ od hydrolyzovanej vzorky
Pn-Ps pouzitim stipca Omnipac PAX500 pri rychlosti
prietoku I ml/min., prifom ako mobilna faza sa pouzije
roztok NaOH s koncentraciou 0,98 mM a 2 % roztok Me-
OH. Detekcia sa uskutoéfiuje na zéklade potladenia vodi-
vosti pouZitim roztoku H,SO, s koncentraciou 25 mM ako
regeneratného Cinidla pri rychlosti prietoku 10 ml/min.
Optimalne podmienky hydrolyzy na kvantitativonu HPLC a-
nalyzu O-acetétu Pn18C-Ps a Pn9V a O-pyruvitu z Pn4 sa
uvédzaju v tomto priklade.

Vybavenie

Pristroj Dionex BioLC je vybaveny predkolénou Om-
niPac PAX-500 a analytickou koldnou (rozmery 4,6 x 250
mm). Detekcia na zaklade zniZenia vodivosti sa uskutod-
fiuje s pouZitim roztoku kyseliny sirovej s koncentraciou 25
mM ako regeneraéného ¢inidla. Prictokova rychlost’ sa na-
stavi na 10 ml/min. pomocou autoregeracnej jednotky Dio-
nex. Program pre mobilnG fizu a gradientovy program na
separaciu acetatu a pyruvatu zo vzorky hydrolyzovaného
Pn-Ps uvadza nasledujiica tabulka:

Cas Yo lizy 1 Y% fhzy 2 Y fizy 3 %fazy4 prietok
(ml/min.)
0 98 2 0 0 1
12,5 98 2 0 0 1
12,6 58 2 0 40 1.5
20,0 58 2 0 40 1,5
20,1 98 2 0 0 1,5
30,0 98 2 0 0 15
30,1 98 2 0 0 1
500 98 2 0 0 1

faza 1 - | mM roztok hydroxidu sodného
faza 2 - 100 % metano!
faza 3 - 200 mM roztok hydroxidu sodného
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faza 4 - voda.

Za tychto podmienok a pouZitim detektora s citlivostou
3 uS sa moZu l'ahko detegovat’ mnoZstva 4 nmol acetdtu s
retenénym Casom priblizne 5,2 min. alebo 4 nmol pyruvitu
s retencnym Casom priblizne 9,5 min.

Priprava vzorky

Uskutoéni sa titrdcia purifikovanych vzorick Pn-Ps
(ziskanych z Merck Manufacturing Division) podla Karl-
-Fischera pouZitim volumetrického titrétora vihkosti Aqua-
star V 300. Touto titrciou sa stanovi zvyskova voda. Po-
tom sa vzorky rozpustia vo vode Milli-Q tak, aby ich kon-
centrdcia bola 1,0 mg suiny/ml. Aby sa zo vzoriek Pn9V-
-Ps a Pnl8C-Ps s koncentrdciou 100 pg/ml odstranil O-
-acetdt, posobi sa na ne 16 hodin pri laboratornej teplote
roztokom NaOH s koncentraciou 2 mM. Vzorky Pn4-Ps sa
16 hodin hydrolyzuju roztokom HCI s koncentraciou 1 mM
pri teplote 65 °C, aby sa z nich odstranil O-pyruvat. Vo
vzorkdch Pn9V a Pnl8C-Ps so zmenSenou velkost'ou mo-
lekuly a vo vodnom roztoku konjugatu Pn18C-Ps-OMPC
sa uskutoCni aj stanovenie obsahu monosacharidov pomo-
cou ionexovej chromatografie na anexe pri vysokom pH s
pulznou amperometrickou detekciou. Stanovenie obsahu
monosacharidov sa uskuto&iiuje na to, aby sa zistila sprav-
na koncentracia Pn-Ps vo vzorke so zmensenou velkost'ou
molekuly a vo vzorke vodného roztoku konjugatu.

Standardy acetatu, pyruvatu a N-acetylmanozaminu sa
rozpustia v Milli-Q H,O na koncentraciu 200 nmol/ml.

Hydrolyza vzorick a $tandardov

Podmienky na de-O-acetylaciu Pn18C-Ps sa skiimaja
tak, Ze sa na Pn18C-Ps pdsobi roztokom NaOH so $tyrmi
rdznymi koncentrciami (1, 2, 5 a 50 mM) pri roznych tep-
lotach (4, 25, 45 a 65 °C) a v priebehu rézneho ¢asového
intervalu (3, 5 a 16 hodin). Pri $tandardnych roztokoch a-
cetdty, pyruvatu a N-acetylmanozaminu sa sleduje, ¢i pod-
mienky nevyhnutné na de-O-acetylaciu nespdsobia aj de-
gradaciu acetatu/pyruvatu alebo stratu N-acetylovych sku-
pin.

Odstranenie pyruvatu z Pnd sa sleduje po spracovani
bud’ roztokom NaOH (s koncentraciou 50 mM pri 100 °C,
16 hodin), alebo roztokom HCI s réznymi koncentriciami
(1, 10 a 100 mM) pri rdznych teplotach (65, 85 a 100 °C) a
v priebehu réznych ¢asovych intervalov (3, 5 a 16 hodin).

Rychlostna nefelometria

Meria sa aktivita vzoriek Pn9V-Ps, Pnl8C-Ps a Pn4-Ps
pred a po de-O-acetylacii alebo de-O-pyruvyldcii pri rych-
lostnej nefelometrii. Vzorky sa zriedia na koncentraciu
1;1,5,222,5 pg/ml.

Vysokol&inna chromatografia na principe rozli¥enia
velkosti molekdl [High Performance Size Exclusion Chro-
matography (HPSEC))

Stanovenie pomocou HPSEC pri Pn9V-Ps, Pn18C-Ps a
Pn4 sa uskutoéiiuje pred a po de-O-acetyl4cii alebo de-O-
-pyruvyldcii. Kolona TSK G6000PW s rozmermi 7,5 x 600
mm s obmedzovatom toku, temperovana na teplotu 50 °C
pri tlaku 5,5 aZz 6,9 MPa sa privedie do rovnovéaZneho stavu
roztokom octanu sodného s koncentraciou 0,2 M pri prieto-
ku 0.3 ml/min. Na kolonu sa nastrieka 60 pg vzorky (vo
forme roztoku s koncentraciou | mg/ml) a eluuje sa mobil-
nou fézou pri prietoku 0,3 ml/min. Po prechode kolénou sa
do eluatu davkuje roztok NaOH s koncentraciou 0,5 M
rychlostou 0,5 ml/min. Takto zriedeny eluat sa sleduje v
pulznom ampecrometrickom detektore Dionex a meria sa
jeho K.
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Skaska citlivosti a linearity

Linearita a citlivost detektora sa stanovi pre pyruvat aj
pre acetat pri 3 pS. NajniZSic stanovitcIné mnoZstvo pyru-
vatu a acetatu je 0,125 nmol. Odpoved’ detektora pre obi-
dve zloZky je linearna do mnozstva 2 nmol, priom kore-
la¢ny koeficient pre pyruvat je 0,9999 a pre acetat 0,9992.

Optimalizacia na vystiepenie O-acetdtu z Pn18C-Ps
Predbezné dtadie ¢asového priebehu hydrolyzy Pnl8C-

-Ps ukdzali citlivost’ O-acetylskupiny na alkalicka hydroly-
zu pri nizkych teplotach. Na dplnt de-O-acetylaciu Pn18C-
Ps pri 4 °C stati roztok NaOH s koncentraciou 2 mM pri 16
hodinéch inkubacie. Hydrolyza pri vy$&ich teplotich (nad
25 °C) spdsobi uvolPnenic N-acetdtu z N-acetyl-
manozaminu, ktory interferuje so stanovenim O-acetatu z
Pn9V. Optimalnymi podmienkami hydrolyzy na stanovenie
O-acetatu z Pn-Ps s teplota 4 °C a &as 16 hodin. Pri pdso-
beni roztoku NaOH s koncentréciou 2 mM na $tandard N-
-acetylmanozamin pri laboratérnej teplote pocas 16 hodin
sa odstrani menej ako 1 % acetdtu.

Optimalizacia odstrénenia O-pyruvétu z Pnd

Potiatoéné hydrolytické $tadie sa pri Pn4 uskutoé&iio-
vali s pouzitim roztoku NaOH. Rychlo sa viak zistilo, Ze
pri pouziti roztoku NaOH sa uvolni len velmi malé mnoz-
stvo pyruvétu. Po€iatotné kontrolné pokusy ukazali, ze py-
ruvat sa odStiepuje z Pn4 vo vode pri teplote 100 °C. Po
ziskani tejto informacie sa rozhodlo uskutodiiovat’ optima-
lizadné pokusy na uvolnenie O-pyruvatu z Pnd hydrolyzou
roztokom HCI pri zvy3enej teplote. Pri vy$Sich teplotach
dochddza k urtitej degradécii pyruvétu. To sa mdZe de-
monstrovat’ na vzorke pyruvatového Standardu, ktory hyd-
rolyzuje za rovnakych podmienok ako Pnd. Maximum py-
ruvatu sa ziska vtedy, ked' sa hydrolyza uskutodiiuje rozto-
kom HCl s koncentraciou | mM 16 hodin pri 65 °C.

Stanovenie O-acetatu a O-pyruvatu vo vzorkich Pn-Ps

Rédzne vzorky reprezentujuce Pn-Ps, Pn-Ps so zmen3e-
nou velkostou molekuly a jeden konjugat Pnl8C-Ps-
-OMPC sa analyzuju na obsah O-acetatu a pyruvatu HPLC
stanovenim uvedenym v texte. HPLC analyza sa uskutod-
fiuje po uvolneni O-acetitu z Pn9V-PS/18C roztokom
NaOH s koncentraciou 2 mM pri laboratérnej teplote alebo
po uvolneni O-pyruvétu z Pnd-Ps roztokom HCl s koncen-
traciou 1 mM pri teplote 65 °C. Vysledky tohto pokusu st
uvedené d'alej:

Vzorka Pomer pyruvéat/acetat ku kazdej
opakujucej sa jednotke Ps
Pnd, vzorka 1 1,0
Pnd, vzorka 2 0,8
Pn9V, vzorka 1 1,7
Pn9V, vzorka 2 1,5
Pn18C-Ps, vzorka 1 1,0
Pn18C-Ps, vzorka 2 0,8

Pn18C-Ps, vodny roztok 0,5

Vysledky ukazuju, Ze retencia vedl'ajsich skupin v Pn-
-Ps so zmen3enou velkostou molekuly je priblizne 90 %
pre Pn9V a 80 % pre Pn4 a 18C. Retencia O-acetatu v
konjugatovom vodnom roztoku Pnl18C-Ps-OMPC je pri-
blizne 50 %. Teoretické hodnoty pre Pn18C-Ps a Pn4 su 1
mol acetatu alebo pyruvatu na mol Ps opakujicej sa jed-
notky a pre Pn9V je tento pomer 2 : 1. [(Jansson, P-E., Lin-
dberg, B. a Lindquist, U. "Structural studies of the capsular
polysacharides from Streptococcus pneumoniac Type 4"
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Carbohyd. Res., 95: 73 - 80, (1981). Lugrowski, C. a Jen-
nings, H. J. "Structural determination of the capsular poly-
saccharide of Streptococcus pneumoniac Type 18C." Car-
bohyd. Res. 131: 119 - 129 (1984). Perry, M. B., Daoust,
V. a Carlos, D. J. "The specific capsular polysaccharide of
Streptococcus pneumoniae Type 9V." Can. J. Biochem. 59:
524 - 533, (1981)]. NiZ3ia rctencia O-acetatu v konjugate
Pn18C-Ps-OMPC je pravdepodobne spdsobena citlivostou
O-acetylovych skupin na hydrolyzu v alkeholovych pod-
mienkach pri nizkych teplotach.

Meria sa aj aktivita vzoriek Pnd, Pn9V a Pn18C-Ps a
prisludnych de-O-acetylovanych a de-O-pyruvylovanych
vzoriek pri rychlostnej nefelometrii. Vysledky ukazuji, Ze
po odstraneni tychto bo¢nych skupin (acetatu a pyruvétu) je
strata aktivity tplnd, dokonca aj pri vzorkich s nezmene-
nou hodnotou Ky. Hodnoty Ky sa ziskaju stanovenim po-
mocou HPSEC, ktoré je uvedené. No hodnota Ky vzorky
Pn4 po de-O-pyruvylacii miernou kyslou hydrolyzou sa
zvy3i z 0,60 na 0,68. Udaje antigénnosti pre Pn4 a Pn18C-
-Ps podporujii $tidie tych autorov, ktori povaZuju pritom-
nost’ tychto skupin (acetitu a pyruvatu) za dblezita pre i-
munologicku reaktivitu pneumokokovych polysacharidov.
Vysledky ziskané pre Pn9V poniikaji hypotézu, Ze okrem
kyseliny glukurénovej st délezitymi imunologickymi de-
terminantmi aj O-acetylskupiny tejto molekuly.

Uvedenym spdsobom sa podarilo vyvinGt' citlivii meto-
du kvantitativneho stanovenia O-pyruvylketalovej skupiny
v Pn4 a O-acetitovej skupiny v Pn9V a Pni8C-Ps. Tato
metdda je cennd na urenie spravneho postupu pri zmenso-
vani molekuly a konjugdcii Pn4, Pn9V a Pn18C-Ps tak, aby
sa zachovala antigénna $truktara tychto polysacharidov.

Priklad 31
lzolacia konjugatu Pn6BC-Ps-MIEP

1. Dve vzorky konjugatovej reakénej zmesi (jedna dialyzo-
vana proti vode, druha nedialyzovana) sa skladuji pri tep-
lote 3 a% 8 °C az do pouzZitia.

2. K vzorkdm sa prida tlmivy roztok (0,2 MOPS, pH 7,2)
tak, aby sa ziskala kone¢na koncentracia priblizne 7 mM. K
vzorke sa prida tuhy Gu HCI aZ po kone&nii koncentraciu
42 M.

(Poznémka: malo by sa pridat’ mnoZtsvo 1,42 Gu HCl/ml
vzorky, aby sa kompenzovalo zvi¢3enie objemu spdsobené
pridavkom tuhého Gu HCI. Podobne pridavok tlmivého
roztoku by sa mal upravit’ s ohl'adom na zvé¢Senie objemu
tak, aby sa zloZenie vzorky viac podobalo zloZeniu eluentu
pre kolonu. Alternativne sa vzorka méZe dialyzovat' proti
cluentu pre kolénu pred chromatogafiou).

3. 2,8 ml vzorky (obsahujucej 1 mg proteinu, o sa zisti
stanovenim proteinov podla Lowryho) sa nastricka na ko-
16nu s rozmermi 2,6 x 96 cm s naplitou Sephacryl S-1000.
Kol6na sa privedie do rovnovéazneho stavu 10 mM tlmivym
roztokom MOPS s pH 7,2 a 6 M GuHCI pri rychlosti prie-
toku 0,6 ml/min. Eluat z kolény sa sleduje kontinuélne pri
vinovej dizke 280 nm pomocou detektora Perkin Elmer
LC235 so sustavou didd. Zberaju sa frakcie s objemom 3
ml.

4. Rozdelenie proteinov je podobne ako pri spektre zaloze-
né na A 280 a rozdelenie Pn6B-Ps je zaloZené na teste RIA
$pecifickom pre Pn6B-Ps. Na ziklade poznania elu¢nych
poldh samotného Pn6B-Ps-BrAc a jeho fyzikalnych zmesi s
inaktivovanym MIEP sa spoja frakcie obsahujuce Ps aj
protein a tie, ktoré sa eluuju z inych poloh ako poloh pozo-
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rovanych pri Pn6B-Ps-BrAc, sa predbezne oznatia za kon-
jugat Pn6B-Ps-MIEP.

5. Spojené roztoky konjugatu sa skoncentruju ultrafiltra-
ciou pouZitim membrany YM-30 a diafiltrujii sa pouzZitim
Milli-Q vody. Obsah proteinu a Pn6B-Ps sa odhadne podl'a
kvantitativnych analyz zloZenia. Pritomnost SCMHC sa
stanovi analyzou aminokyselin.

Priklad 32
Priame RIA stanovenie pneumokokového polysacharidu
Pnl18C-Ps
Toto stanovenie sa pouziva na kvantitativne stanovenic
pneumokokového polysacharidu druhu 18C. Ide o RIA sta-
novenie mnohovrstvové, sendviového typu (multilayer
sandwich RIA). Krali¢i anti-Pn18C-Ps sa zachyti na gul’6¢-
kach z polystyrénu. Gul'd&ky sa inkubuji v roztoku vzorky
obsahujiicej Pn18C-Ps. Po inkubacii sa gul'd¢ky premyji a
inkubuji sa e3te raz v druhom roztoku, ktory obsahuje my-
$aciu protilatku na Pn18C-OMPC. Po tejto inkubaécii sa gu-
Focky premyja a inkubuji sa treti raz v roztoku, ktory ob-
sahuje oznateny '®I-kozi anti-my3aci IgG. Gul'¢ky sa edte
raz premyji, a potom sa prenesa do skiimaviek z plastu na
potitanie. Pri kvantitativnom stanoveni sa nezndme vzorky
Pn18C-Ps porovnaju so $tandardnou krivkou.
Vybavenie
1. Sdprava na RIA stanovenie: Abbot Labs, Diagnostic
Div., katal6gové ¢&islo 6171-10;
2. Systém Qwik Wash (Abbot Labs, Diagnostic Div.);
3. Upravitel'né pipety a pipetové 3picky na jedno pouzitie
(Eppendorf digital);
4. Gama-potitat (Abbott Autologic);
5. 6,35mm polystyrénové perly so zrkadlovym leskom
(Precision Plastic Ball Co., 3000 N. Cicero Ave., Chi-
cago, Illinois 6064 1, USA).

Cinidla

1 Anti-Pn18C-Ps protildtka 3arza R18-44 alebo jej ekvi-
valent (New York State Health Services),

2. MySacie anti-Pn18C-Ps OMPC antisérum (spojeny
produkt 11260-235 alebo jeho ekvivalent);

3. Kozie anti-my3acie lgG '*’l-oznatené antisérum (NEX
159, New England Nuclear 549 Albany Street, Boston,
MA, 02118, USA);

4. Inkuba¢ny timivy roztok: RCM8 obsahujuci
1,0 % BSA Sigma A2153
0,1 % azidu Sigma 52002

5. Riedidlo

8 dielov fetalneho telacicho séra  Sigma F3885
1 diel kozieho s€ra Sigma G6767
1 diel kréli¢ieho séra Sigma R4505
0,05 % TWEEN 20 Sigma P1379
0,1 g azidu Sigma 52002

3. Pridé sa jedna gul'6¢ka so zachytenym anti-Pn18C-Ps do
kazdej jamky na miske, ktord obsahuje vzorku alebo $tan-
dard, a miska sa mierne mie3a, aby sa zaistilo Uplné pokry-
tie vietkych gul'6éok timivym roztokom.

4. Miska sa zakryje lepivym krytom zo supravy RIA a 6
hodin sa inkubuje pri laboratornej teplote.

5. Miska sa premyje v pristroji Qwik Wash deionizovanou
vodou.
6. My3acia anti-18C protildtka sa zriedi riedidlom 1 : 1000.
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7. 200 pl tohto roztoku sa prida do kazdej jamky obsahuji-
cej gubacku.

8. Miska sa zakryje a inkubuje cez noc pri laboratémej
teplote.

9. Miska sa premyje v pristroji Qwik Wash deionizovanou
vodou.

10. Kozia antimy3acia protilatka oznatena '**I sa zriedi rie-
didlom asi 1 : 160 na koncentraciu 15 000 cpm/yl.

11. 20 pl tohto roztoku sa pridé do kaZdej jamky obsahuji-
cej gul'déku.

12. Miska sa zakryje a inkubuje 2 hodiny pri teplote 37 °C.

13. Miska sa premyje v pristroji Qwik Wash deionizovanou
vodou.

14. Gul'ocky sa prenest do skimaviek z plastu zo stpravy
RIA a na vhodnom gama-pocitai sa uréi pocet rozpadov.

Vypocet

1. Z merani uskuto¢fiovanych dvakrat pre kaZda vzorku,
Standard a slepy pokus (inkubacny timivy roztok) sa vypo-
¢ita priemer. Od hodnét vypocitanych pre $tandardy a
vzorky sa odCita hodnota pre slepy pokus.

2, Do kalkulatora vybaveného na 3tatistické vypotty sa
vloZia Gdaje pre Standardnu krivku a vypocita sa korelainy
koeficient a smernica priamky.

3. PouzZitim vhodnej Standardnej krivky (zvlaitna pre volné
a konjugované vzorky) sa vypotita odpoved’ vzoriek a
uskutocnia sa korekcie na zriedenie.

Rovnaky postup ako opisany postup sa mdZe pouZit' pri
akomkol'vek Pn-Ps s tym, Ze sa prislusnym spdsobom na-
hradia druhovo $pecifické Cinidla.

PATENTOVE NAROKY

1. Konjugat obsahujici imunogénny protein, ktorym je
proteinovy komplex vonkajSej membrany (OMPC) Neisse-
ria meningitidis b, alebo jeho podjednotka MIEP, kde
MIEP znamend hlavny protein zvySujici imunitu, pri¢om
tento protein je kovalentne viazany s polysacharidom od-
vodenym od jedného alebo viacerych poddruhov Strepto-
coccus pneumoniae, priom uvedeny polysacharid obsahuje
v priemere menej ako 1200 opakujicich sa jednotick na
molekulu, jeho molekulova hmotnost’ je medzi 1 x 10° a
1 x 10°, polydisperzita medzi 1, 0 a 3,0 a hladina kontami-
nicie pneumokokovym skupinovo 3pecifickym C-
-polysacharidom je niZ3ia ako 3 % tohto druhovo 3pecific-
kého polysacharidu.

2. Konjugat podl'a naroku I, v ktorom mé uvedeny po-
lysacharid hodnotu antigénnosti medzi 0,4 a 1,1.

3. Konjugat podla naroku 1, v ktorom ma uvedeny po-
lysacharid hodnotu indexu antigénnosti medzi 0,7 a 1 a
vniitond viskozitu medzi 0,6 a 3,0 dl/g.

4. Konjugat podla naroku 1 alebo 3, v ktorom je uve-
deny polysacharid odvodeny od akéhokol'vek poddruhu
Streptococcus pneumoniae vybraného zo skupiny 1, 2, 3, 4,
5, 6B, 7F, 8, 9N. 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19F, 19A, 20, 22F, 23F a 33F.
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5. Konjugat podl’a néroku 4, v ktorom uvedeny polysa-
charid ma polydisperzitu medzi 1,0 a 3,0, hladinu kontami-
nicie C-polysacharidom niZSiv ako 3 % vzhladom na dru-
hovo Specificky polysacharid a je odvodeny od

i) Streptococcus pneumoniae 6B, pritom v tomto pripade
ma polysacharid

a) hodnotu My medzi 3 x 10° a 6 x 10°;

b) hodnotu Ky pik, 0, 60 0, 05;

¢) hodnotu My medzi 3 x 10°a7 x 10%

d) vnitorn( viskozitu v roztoku s koncentraciou fosfore¢-
nanu sodného 0,1 M a pH 7,2 medzi 1,0 22,0 dl/qa

¢) v priemere menej ako 1000 opakujicich sa jednotiek na
molckulu;

ii) Streptococcus pneumoniae 14, priCom v tomto pripade
ma polysacharid

a) hodnotu My, medzi 3 x 10°a 8 x 10°;

b) hodnotu K, pik, 0, 60 = 0, 05;

¢) hodnotu My medzi 4 x 10°a 1 x 105

d) ynatornd viskozitu v roztoku s koncentraciou fosfored-
nanu sodného 0,1 M a pH 7,2 medzi 0,6 a 1,6 dl/q a

¢) v priemere menej ako 1200 opakujucich sa jednotiek na
molekulu;

iii) Streptococcus pneumoniae 19F, priCom v tomto pripade
mé polysacharid

a) hodnotu My medzi 2 x 10°a 6 x 10°;

b) hodnotu Ky pik, 0, 65 + 0, 05;

¢) hodnotu My medzi 2 x 10° a6 x 10°;

d) vnatornd viskozitu v roztoku s koncentréciou fosfored-
nanu sodného 0,1 M apH 7,2 medzi 1,0a2,0dl/ga

e) v priemere menej ako 1000 opakujiicich sa monomér-
nych jednotiek na molekulu;

iv) Streptococcus pneumoniae 23F, pritom v tomto pripade
mé polysacharid

a) hodnotu My medzi 2 x 10° a 6 x 10°;

b) hodnotu K, pik, 0, 54 = 0, 05;

¢ ) hodnotu My medzi 4 x 10°a 8 x 10%;

d) vnatorn( viskozitu v roztoku s koncentraciou fosfored-
nanu sodného 0,1 M apH 7,2 medzi 1,523,0dl/g a

¢) v priemere menej ako 1000 opakujicich sa monomér-
nych jednotiek na molekulu;

v) Streptococcus preumoniae 4, pricom v tomto pripade ma
polysacharid

a) hodnotu My medzi 2 x 10° a 4 x 10°;

b) hodnotu K4 pik, 0, 65 + 0, 053;

¢) hodnotu M,, medzi 2 x 10°a 5 x 10°;

d) vnitornt viskozitu v roztoku s koncentraciou fosfore¢-
nanu sodného 0,1 M a pH 7,2 medzi 1,0 23,0 dl/g a

e) v priemere menej ako 600 opakujicich sa monomérnych
jednotiek na molekulu;

vi) Streptococcus preumoniae 9V, pricom v tomto pripade
mé polysacharid

a) hodnotu My, medzi 3 x 10°a 6 x 10,

b) hodnotu K, pik, 0, 65 + 0, 05;

¢) hodnotu My medzi 3 x 10°a 7 x 10%;

d) vnatorni viskozitu v roztoku s koncentraciou fosfored-
nanu sodného 0,1 M apH 7.2 medzi 1,022,0dl/g a

¢) v priemere menej ako 800 opakujicich sa monomérnych
jednotiek na molekulu;

vii) Streptococcus pneumoniae 18C, pri¢om v tomto pripa-
de ma polysacharid

a) hodnotu My medzi 2 x 10° a 6 x 10%;
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b) hodnotu K, pik, 0, 65 + 0, 05;

¢) hodnotu M, medzi 2 x 10° a 6 x 10

d) vnatorni viskozitu v roztoku s koncentraciou fosforeg-
nanu sodného 0,1 Ma pH 7,2 medzi 1,5a3,0dl/ga

e) v priemere menej ako 700 opakujticich sa monomérnych
jednotiek na molekulu;

alebo zmes ktorychkol’vek z tychto polysacharidov.

6. Konjugat podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, v
ktorom ma uvedeny polysacharid hodnotu polydisperzity
medzi 1,0 a 4.

7. Konjugit podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 6, v
ktorom je protein viazany na uvedeny polysacharid pomo-
cou dvojvizbovych medzernikov obsahujicich tioéterovu
skupinu a primarnu aminoskupinu, ktoré tvoria hydrolytic-
ky labilné kovalentné vizby medzi polysacharidom a pro-
teinom.

8. Konjugét podl'a naroku 7, v ktorom je protein viaza-
ny na pneumokokovy polysacharid pomocou medzernika
obsahujticeho retazec vzorca

-COCHCHZCHZSCHZCONH( CH, ) 4NHCO-

NHCOCH; -

9. Konjugit podl'a naroku 7, v ktorom je protein PRO
viazany na pneumokokovy polysacharid Pn-Ps pomocou
medzernika, ktorého zloZenie je zrejmé zo vzorca

. pno-u-cocncuzwzscazcoml( CHg) 4~NHC-0-Pn-Ps

I

H  NHCOCH, o

v pripade vizieb sprostredkovanych hydroxylovymi skupi-
nami polysacharidu alebo

PRO-N- COCHCH2CH25CH2CONH( CHy ) 4~NHC-Pn-Ps

Il
H  NHCOCH, o

v pripade polysacharidov nestcich karboxylové skupiny.
10. Konjugét podl’a naroku 7, 8 alebo 9, kde v konju-
gate je hmotnostny pomer Pn-Ps : OMPC alebo Pn-Ps :
: MIEP medzi asi 0,05 a 0,5 a po hydrolyze a analyze ami-
nokyselin je pomer SCMHC/lys medzi 0,01 a 0,15, pri¢om
SCMHC znamenéd S-karboxymetylhomocystein a lys zna-
mena lyzin.
11. Spdsob vyroby konjugitu podl'a ndroku I, vy -
znadujici sa tym,Zezahffia
a) izolaciu surového pneumokokového polysacharidu Pn-
-Ps;
b) ¢iastodnd hydrolyzu alebo mechanické $mykové spraco-
vanie surového Pn-Ps;
¢) derivatiziciu frakcionovaného Pn-Ps odvodeného od
jedného alebo viacerych pneumokokovych poddruhov, zis-
kaného podla krokov a) az b) s ciefom zaviest vy&nievaju-
ce boéné nukleofilné alebo elektrofilné skupiny;
d) izoldciu OMPC alebo jeho podjednotky z Neisseria me-
ningitidis,
¢) funkcionalizidciu OMPC alebo jeho podjednotky s cie-
fom zaviest' reaktivne elekirofilné alebo nukleofilné skupi-
ny;
f) konjugéciu polysacharidu 7 kroku c) proteinom z kroku
e);

33

g) blokovanie konjugatu na odstranenie zvyskovych funk-
¢nych skupin;
h) izoléciu konjugatového produktu,
kde OMPC a Pn-Ps maji uvedeny vyznam.

12, Sposob vyroby konjugatu podla naroku I, vy -
znafujuci sa tym,Zc zahfita

a) kultivaciu pneumokokov a izoldciu surového pneumoko-
kového polysacharidu alebo solubilizéciu pratkového pne-
umokokového polysacharidu,

b) purifikaciu a ¢iasto¢ni hydrolyzu polysacharidu z kroku
a) aZ po vopred stanovent hranicu za vzniku polysacharidu
schopného konjugécie, ktory nestratil viac ako 30 % poly-
sacharidovej druhovo $pecifickej antigénnosti v porovnani
50 surovym polysacharidom z kroku a) a

c) konjugdciu produktu z kroku b) s imunogénnym protei-
nom;
pri¢om pneumokoky kultivované v kroku a) zahfiiaji aspoii
Jjeden poddruh zvoleny zo skupiny obsahujucej poddruhy 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F a 23F; Pn-Ps si zachovava svoju an-
tigénnu integritu podfa merania Ouchterlonyho dvojitou i-
munodifiznou skadkou alebo rychlostnou nefelometriou s
pouZitim anti-Pn-Ps druhovo 3pecifickej protilatky; a Pn-Ps
sa pred konjugéciou fyzikalne spracovava $mykom v Gau-
linovom lise pri tlaku medzi 13,74 a 103,05 MPa alebo sa
hydrolyzuje zohrievanim pri 100 °C 24 hodin alebo poso-
benim ultrazvuku dovtedy, kym sa nedosiahne pri koncen-
tracii Pn-Ps 1 mg/ml v roztoku chloridu sodného s koncen-
traciou 0,9 M kone¢na hodnota viskozity alebo Ky, pik,
ktoré si pre kaZzdy poddruh Pn-Ps uvedené v tabulke II a
ML

13. Sposob podla naroku 12, vyznadujihci
sa tym,Zekroky b)ac) zahfiiaju
b) 1. pripadni adsorpciu anidnovych necistot na dietylami-
noetylceluléze, pricom pH roztoku je 5;
2. ¢iastoCnt hydrolyzu Pn-Ps v roztoku na vopred stanove-
nt kone¢ni hodnotu viskozity, ktora je zvolena tak, Ze po
hydrolyze sa schopnost’ Pn-Ps viazat' antipneumokokovi
druhovo $pecifick( protilatku nezniZi o viac ako 30 % v po-
rovnani so surovym Pn-Ps, pri¢om tato hydrolyza sa usku-
toéhiuje:
*) zohrievanim pri teplote 50 aZ 150 °C potas jednej az 48
hodin alebo
**) sonifikdciou podas 5 s az 5 min., v zavislosti od nasta-
venej hodnoty sonifikécie, nasledovanou ochladenim a d'al-
$ou sonifikaciou;
**%) pdsobenim striznych sil v Gaulinovom lise pri tlaku
13,74 a2 103,05 MPz;
c) frakcionciu hydrolyzovaného Pn-Ps a vyber frakcie s
molekulovou hmotnostou medzi 1 x 10° a 1 x 10° pomocou

i) postupu zaloZeného na rozliénej rozpustnosti v alkohole s
pouZitim izopropylalkoholu s koncentraciami vopred urge-
nymi na zraZanie Pn-Ps so Ziadanou velkostou molekil a-
lebo

i) frakciondcie s vyuzitim kvapalinovej chromatografie na
kolone schopnej zachytit' a rozlidit’ molekuly polysacharidu
s velkostou v rozmedzi 3 x 10* az | x 10%

pricom koneénd hranica pre hydrolyzu alebo pdsobenie
striznych sil sa stanovi viskozimetricky pri koncentrécii Pn-
-Ps 1 mg/ml v roztoku s koncentraciou fosfore¢nanu sod-
ného 0,1 M a pH 7,2 alebo chromatograficky pre kazdy u-
vedeny polysacharid podla koneCnych hodnot viskozity a-
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lebo K, pik. ktoré su pre jednotlivé poddruhy Pn-Ps uvede-
né v tabulke I a 1.

14, Vakcinovy pripravok, vyznadujici sa
ty m, Ze obsahuje konjugat podla naroku 1 a inertny no-
si¢, ktorym je oxid hlinity, fosfore¢nan hlinity alebo oxid
hlinity, pricom konjugét obsahuje jeden aZ vietky konju-
gaty vybrané zo skupiny obsahujlicej Pn4-Ps-OMPC,
Pn6B-Ps-OMPC,  Pn9V-Ps-OMPC,  Pnl4-Ps-OMPC,
Pn18C-Ps-OMPC, Pnl19F-Ps-OMPC, Pn23[-Ps-OMPC,
Pn1-Ps-OMPC, Pn5-Ps-OMPC, Pn7F-Ps-OMPC.

15. Pouzitie konjugétu podla niektorého z narokov 1 az
10, pritom konjugit obsahuje jeden az vietky konjugity
vybrané zo skupiny obsahujicej Pnd-Ps-OMPC, Pn6B-Ps-
-OMPC, Pn9V-Ps-OMPC, Pnl4-Ps-OMPC, Pnl18C-Ps-
-OMPC, Pnl9F-Ps-OMPC, Pn23F-Ps-OMPC, Pnl-Ps-
-OMPC, Pn5-Ps-OMPC, Pn7F-Ps-OMPC, na vyrobu kom-
binovaného vakcinového pripravku proti Preumococcus a
jednej aZ v8etkym chorobam zvolenym zo siboru zahiaji-
ceho hepatitis B, hepatitis A, hepatitis non-A non-B, AIDS,
zaskrt-Cierny kaSel-tetanus, osypky, priudnice, ruZienku,
ovtie kiahne, detskt obrnu a Haemophilus influenzae b.
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