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Spdsob vyroby hepatitidovej B vakciny, vakcina a jej pouzitie

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka nového spOsobu vyroby vakciny proti hepatitide B na
pouZitie na lie¢enie alebo profylaxiu infekcii virusom hepatitidy B (HBV). Dalej sa

tyka HBV vakciny, ktorl je mozné ziskat novym spésobom podla vynalezu.

DoterajSi stav techniky

Chronicka infekcia virusom hepatitidy B (HBV), pre ktord je v stCasnosti
dostupna obmedzena lie€ba, predstavuje globalny problém verejného zdravotnictva
s enormnym rozsahom. Pocet chronickych prenasacov HBV na celom svete sa
odhaduje na 300 milibnov, a je u nich riziko vyvoja chronickej aktivnej hepatitidy,
cirhdzy a primarneho hepatobunkového karcindmu.

Mnohé vakciny, ktoré st v stiCasnosti dostupné, vyzaduju konzervaéna latku
na zabranenie ich znigeniu. Casto pouZivanou konzerva&nou latkou je tiomerzal,
ktory je zlueninou obsahujicou ortut. Boli vznesené uréité obavy v sGvislosti s
pouzivanim ortute vo vakcinach, hoci komentatori zdéraznili, Ze potencialne rizika
vakcin obsahujucich tiomerzal by nemali byt zvelicované (Offit; P.A. JAMA zv. 283;
¢. 16). Bez ohladu na to by bolo vyhodné najst nové a potencialne bezpeénejsie
sposoby pripravy vakcin na nahradenie pouzivania tiomerzalu vo vyrobnom
procese. Preto ekistuje potreba vyvoja vakcin, ktoré neobsahuju tiomerzal, najma

vakcin proti hepatitide B.

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je spdsob vyroby antigénu hepatitidy B, ktory je vhodny
na pouZite vo vakcine, priom tento spésob zahffia purifikaciu antigénu
v pritomnosti redukéného cinidla obsahujiceho volni -SH skupinu.

Predlozeny vynalez vyhodne poskytuje spdsob vyroby stabiiného antigénu
hepatitidy B bez stép tiomerzalu, pricom tento spésob zahffia purifikaciu antigénu
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v pritomnosti redukéného &inidla majiceho volnt -SH skupinu.

Antigénovy pripravok je vo vieobecnosti bez stop tiomerzalu, ked tiomerzal
nie je detegovatelny v purifikovanom antigénovom produkte pouzitim absorpénej
spektrofotometrie ortute, ako je tu opisana.

Hepatitidovy antigénovy pripravok vyhodne obsahuje menej ako 0,025 pg
ortute na 20 pg proteinu, vhodne podfa merania prostrednictvom absorpénej
spektrofotometrie.

Vyhodne sa purifikacia uskutoCriuje bez tiomerzalu a purifikovany antigén je
Uplne bez tiomerzalu.

Vyhodne je antigén stabilny, vhodne v podstate rovnako stabilny ako
hepatitidovy antigén purifikovany v pritomnosti tiomerzalu, ako je napriklad uvedené
nizSie, v priklade 1.

Hepatitidovy antigén je vyhodne imunogénny.

Redukéné Ccinidlo sa vyhodne pridava v priebehu procesu purifikacie
antigénu, vyhodne po raste buniek exprimujucich antigén.

Redukénym cinidlom je vyhodne cystein, ditiotreitol, B-merkaptoetanol alebo
glutatién, pri¢om cystein je najvyhodnejsi.

Z toho vyplyva, Ze predloZeny vynalez vyhodne poskytuje sposob produkcie
stabilného imunogénneho antigénu hepatitidy B bez stopy tiomerzalu, pricom tento
spbsob zahffa purifikaciu antigénu v pritomnosti cysteinu.

Purifikacia sa vyhodne uskutociiuje v pritomnosti cysteinového roztoku.

Cystein, v roztoku alebo prasSkovej forme, sa vyhodne pridava v priebehu
procesu do konecnej koncentracie 1 az 10 mM, vyhodne 1 az 5 mM. Vyhodnejsie sa
cystein pridava do konecnej koncentracie priblizne 2 mM.

Cysteinom je vyhodne L-cystein.

Vynélez dalej poskytuje spésob vyroby stabilného antigénu hepatitidy B bez
stopy tiomerzalu, vktorom sa surovy antigén podrobuje gélove] permeacénej
chromatografii, ibnovo-vymennej chromatografii a zmie$a sa s redukénym cinidiom,
ktoré ma volni -SH skupinu.

I6bnovo-vymennou  chromatografiou je vyhodne aniénovo-vymenna

chromatografia.
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Vynalez dalej poskytuje antigén hepatitidy B bez tiomerzalu, ziskatelny
sposobom vyroby podla predloZzeného vynalezu, pricom tento antigén je asporn tak
imunogénny a antigénny, ako antigén hepatitidy B vyrobeny v pritomnosti
tiomerzalu.

Vynalez dalej poskytuje imunogénny antigén hepatitidy B, ktory ma
priemerny ELISA proteinovy pomer vyssi ako 1,5 a RF1 obsah s IC50 hodnotou
nizS8ou asponn 03 rady ako su hodnoty povrchového antigénu hepatitidy B
vyrobeného v pritomnosti tiomerzalu.

Dalej sa vynalez tyka spdsobu vyroby hepatitidového antigénu vhodného na
pouzitie vo vakcine, ktory zahfiia purifikaciu antigénu v pritomnosti tiomerzalu
a nasledne spracovanie antigénu v pritomnosti redukéného Cinidla obsahujiceho
vofnld -SH skupinu.

Po spracovani vhodne nasleduje purifikaény krok, ako napriklad dialyza¢ny
krok, na odstranenie tiomerzalu.

Redukénym Einidlom je vyhodne cystein, DTT, glutatién alebo 2-merkapto-
etanol.

Antigén hepatitidy B podla vynalezu sa méze pouzivat bud na lieenie, alebo
na profylaxiu infekcii hepatitidy B, najma na lieCenie alebo profylaxiu napriklad
chronickych infekcii virusom hepatitidy B.

Predlozeny vynalez dalej poskytuje vakcinovy prostriedok, ktory obsahuje
antigén hepatitidy B podfla predlozeného vynalezu spolu s adjuvans. Vyhodnym
adjuvans je hlinikovéa sol alebo preferenény stimulator TH1 bunkovej odpovede.

Antigenom je vyhodne povrchovy antigén hepatitidy B.

Priprava povrchového antigénu hepatitidy B je dobre dokumentovana. Pozri
napriklad Harford a dalSi v Develop. Biol. Standard 54, strana 125 (1983), Gregg
a dalSi v Biotechnology, 5 strana 479 (1987), EP-A-0 226 846, EP-A-0 299 108
a tam citované publikacie.

Tak ako sa pouzivaji tu, zahfiiaju vyrazy ,povrchovy antigén hepatitidy B
alebo ,HBsAg" akykolvek HBsAg antigén alebo jeho fragment, ktory vykazuje
antigennost HBV povrchového antigénu. Bude zrejmé, Ze okrem 226-amino-
kyselinovej sekvencie HBsAg S antigénu (pozri Tiollais a dal$i, Nature, 317, 489
(1985) a tam uvedené publikacie) moze HBsAg, ako je tu opisany, zahfiiat, ak je to



-4-

zelatelné, cell alebo Cast pre-S sekvencie, ako je opisana vo vy$sie uvedenych
citaciach a v EP-A-0 278 940. HBsAg, tak ako je tu opisany, mbze oznacovat aj
varianty, napriklad ,unikovy mutant® opisany vo WO 91/14703.

HbsAb méze oznalovat aj polypeptidy opisané v EP 0 198 474 alebo EP
0 304 578.

Normalne bude HBsAg v Casticovej forme. Vo vynimo¢ne vyhodnom
uskuto€neni bude HbsAg pozostavat v podstate z HBsAg S antigénu uvedeného
vysSie.

Vakcina méze vyhodne zahffiat farmaceuticky prijatelny excipient, ako
napriklad vhodny adjuvans. Vhodné adjuvans su komeréne dostupné, ako napriklad
Freundovo nekompletné adjuvans a kompletné adjuvans (Difco Laboratories,
Detroit, Ml); Merck adjuvans 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ); AS-2
(SmithKline Beecham, Philadelphia, PA); hlinité soli, ako napriklad gél z hydroxidu
hlinitého (kamenec) alebo fosforeCnan hlinity; soli vapnika, zeleza alebo zinku;
a nerozpustna suspenzia acylovaného tyrozinu; acylované sacharidy; katiénovo
alebo aniénovo derivatizované polysacharidy; polyfosfazény; biodegradovatelné
mikrosféry; monofosforyl lipid A a quil A. Ako adjuvans mdézu byt pouzité aj cytokiny,
ako napriklad GM-CSF alebo interleukin-2, -7 alebo -12.

Vo formulaciach podfa vynalezu je vyhodné, aby adjuvantny prostriedok
indukoval predominantne imunitni odpoved typu TH1. Vysoké hladiny cytokinov
Th1-typu (napr. IFN-y, TNFa, IL-2 a IL-12) maji tendenciu zvyhodfovat bunkami
sprostredkované imunitné odpovede na podany antigén. Vo vyhodnom uskutocneni,
pri ktorom je odpoved predominantne Th1-typu, sa bude hladina cytokinov Th1-typu
zvySovat vo vacsom rozsahu ako hladina cytokinov Th2-typu. Hladiny tychto
cytokinov je mozZné jednoducho stanovit pouzitim Standardnych testov. Zhrnutie
rodin cytokinov je uvedené v Mosmann a Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7: 145-173,
1989.

Z toho vyplyva, Ze vhodné adjuvans na pouzitie na predominantné vyvolanie
odpovede Th-1-typu zahffaju napriklad kombinaciu monofosforyl lipidu A, vyhodne
3-de-O-acylovaného monofosforyl lipidu A (3D-MPL) spolu s hlinitou solou. Iné
zname adjuvans, ktoré preferen¢ne indukuju imunitnd odpoved Th1-typu, zahfiaju

oligonukleotidy obsahujiuce CpG. Oligonukleotidy sa vyznacuju tym, ze v CpG
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dinukleotide nie su metylované. Takéto oligonukleotidy st dobre zname a sl
opisané naprikiad vo WO 96/02555. Imunostimulacné DNA sekvencie s opisané
napriklad aj v Sato a dalSi, Science 273: 352, 1996. Inym vyhodnym adjuvans je
saponin, vyhodne QS21 (Aquilla Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA), ktory
sa mbze pouzivat samostatne alebo v kombinacii s inym adjuvans. Posiliiovaci
systém zahffia napriklad kombinaciu monoforforyl lipidu A a saponinového derivatu,
ako napriklad kombinaciu QS21 a 3D-MPL, ako je opisana vo WO 94/00153, alebo
menej reaktivny prostriedok, kde je QS21 oslabeny cholesterolom, ako je opisané
vo WO 96/33739. Iné vyhodné formulacie obsahuji emulziu oleja vo vode
a tokoferol. Vynimocéne c&inna adjuvantna formulacia zahfiia QS21, 3D-MPL
a tokoferol v emulzii oleja vo vode, ako je opisana vo WO 95/17210.

Vynimoéne uginna adjuvantna formulacia, zahffiajica QS21, 3D-MPL
a tokoferol v emulzii oleja vo vode, je opisana vo WO 95/17210 aje vyhodnou
formulaciou.

V sllade s jednym uskutoénenim predloZeného vynalezu je poskytnuta
vakcina obsahujica povrchovy antigén hepatitidy B podfa predlozeného vynalezu
a TH-1 indukujaci adjuvans. Vyhodnym uskutognenim je vakcina, v ktorej je TH-1
indukujuci adjuvans vybrany zo skupiny, ktora obsahuje: 3D-MPL, QS21, zmes
QS21 a cholesterolu, a CpG oligonukleotid. Inym vyhodnym uskutoénenim je
vakcina, ktora obsahuje povrchovy antigén hepatitidy B spolu s nasledujucimi
adjuvans: monofosforyl lipidom A alebo jeho derivatom, QS21 a tokoferolom
v emulzii oleja vo vode.

Vakcina okrem toho vyhodne obsahuje saponin, vyhodnejSie QS21. Ina
vynimo¢ne vhodn& adjuvans formulacia zahffia CpG a saponin opisané vo WO
00/09159 a je vyhodnou formulaciou. Najvyhodnejsie je v tejto konkrétnej formulacii -
saponinom QS21. Vyhodne formulacia dalej obsahuje emulziu oleja vo vode
a tokoferol.

Predlozeny vynélez dalej poskytuje vakcinovi formulaciu obsahujicu
povrchovy antigén hepatitidy B podfa predloZzeného vynalezu spolu s adjuvans
a okrem toho obsahujdcu jeden alebo viacero antigénov vybranych zo skupiny
zahfilajucej: diptheria toxoid (D), tetanus toxoid (T), mimobungové pertussis
antigény (Pa), inaktivovany polio virus (IPV), haemophilus influenzae antigén (Hib),
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antigén hepatitidy A, antigény virusu herpes simplex (HSV), chlamydia antigén,
GSB, HPV, streptococcus pneumoniae antigény a neisseria antigény. Vo vakcinovej
formulacii podla predloZzeného vynalezu moézu byt kombinované aj antigény
poskytujuce ochranu voci inym ochoreniam.

V jednom konkrétnom uskuto¢neni vakcinova formulacia bbsahuje povrc‘hovy
antigen hepatitidy B, ktory je mozné ziskat sp6sobom vyroby podla predloZzeného
vynalezu, spolu s adjuvans a inaktivovanym polio virusom.

Predlozeny vynalez poskytuje aj sposob lieCenia a/alebo profylaxie infekcii
virusom hepatitidy B, ktory zahfia podavanie bezpecného a ucinného mnozstva
vakciny podfa prediozeného vynalezu na profylaxiu a/alebo liecenie infekcie
hepatitidou B cloveku alebo zvieratu, ktory trpi alebo je nachylny na infekciu
virusom hepatitidy B.

Vynalez dalej poskytuje pouzitie povrchového antigénu hepatitidy B podia
predlozeného vynalezu na vyrobu lieku na lieCenie pacientov trpiacich infekciou
virusom hepatitidy B, ako napriklad chronickou infekciou virusom hepatitidy B.

Vakcina podfa predloZeného vynalezu bude obsahovat imunoprotektivne
mnoZstvo antigénu a méze byt pripravena beznymi technikami.

Vakcinovy prostriedok je vo vSeobecnosti opisany v Pharmaceutical
Biotechnology, zv. Vaccine Design — the subunit and adjuvant approach, vyd.
Powell a Newman, Plenum Press, 1995; v New Trends and Developments in
Vaccines, vyd. Voller a dal$i, University Park Press, Baltimore, Maryland, USA
1978. Enkapsulacia vo vnuitri lipozémov je opisana napriklad Fullertom v US
patente 4235877. Konjugacia proteinov s makromolekulami je opisana napriklad
Likhitom v US patente 4372945 a Armorom a dalSimi v US patente 4474757.
PouZitie Quil A je opisané v Dalsgaard a dal$i, Acta Vet Scand, 18: 349 (1977). 3D-
MPL je dostupny od Ribi immunochem, USA aje opisany v britskej prihlasSke
vynalezu €. 2220211 a v US patente 4912094. QS21 je opisany v US patente ¢.
5057540.

PredloZzeny vynalez je ilustrovany, ale nie je obmedzeny nasledujacimi

prikladmi.



Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 znazorfiuje diagram spésobu produkcie Engerix B™ bez tio-
merzalu.

Obrazok 2 znazorfiuje SDS-PAGE analyzu celkovych antigénovych sérii:
farbenie striebrom: 1 ng proteinu na vzorku.

Obrazok 3 znazorfiuje zvySkové kvasinkové proteiny v celkovych anti-
génovych sériach produkovanych spdsobom bez tiomerzalu: Western blot s krali¢im

anti-kvasinkovym proteinovym sérom.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Spdsob vyroby povrchového antigénu hepatitidy B v pritomnosti tiomerzalu

Povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg) SB Biologicals monovalentnej
vakciny hepatitidy B (Engerix B™) sa exprimuje ako rekombinantny protein
v Saccharomyces cerevisiae (pozri Harford a dal$i, loc. cit.). 24kD protein sa
produkuje intracelularne a akumuluje sa v rekombinantnych kvasinkovych bunkach.
Na konci fermentacie sa kvasinkové bunky odobert a rozrudia sa v pritomnosti
mierneho povrchovo aktivneho ¢inidla, ako napriklad Tween 20, aby sa uvorlnil
pozadovany protein. Nasledne sa bunkovy homogenat, obsahujici rozpustné
povrchove antigénové cCastice, predcistuje v séridch precipitacii a potom sa
skoncentruje prostrednictvom ultrafiltracie. ‘ .

Dalsia purifikacia rek'ombinantného antigénu sa uskutoCriuje v naslednych
chromatografickych separaciach. V prvom kroku sa surovy antigénovy koncentrat
podrobi gélovej permeacnej chromatografii na Sepharose 4B médiu. Tiomerzal je
pritomny v eluénom timivom roztoku v 4B permeaénom chromatografickom kroku.
EluCny timivy roztok ma nasledujice zloZzenie: 10mM Tris, 5% etylénglykol, pH 7.0,
50mg/l tiomerzal. Tiomerzal je vtomto timivom roztoku pritomny na kontrolu
mnozZstva biologickych $kodlivych latok v tele. Vaé$ina tiomerzalu sa odstrani

v priebehu nasledujacich purifikaénych krokov zahfiiajicich vymennd chromato-
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grafiu, ultracentrifugaciu a odsolovanie (gélova permeécia), takze purifikované
celkové antigénové prostriedky pripravené originalnym spdsobom obsahujl
priblizne 1,2 pg a menej ako 2 ug tiomerzalu na 20 pg proteinu.

I6novo-vymenny chromatograficky krok sa uskutoChuje pouzitim DEAE-
matrice a tato zasoba sa potom podrobi ultracentrifugacii v céznom gradiente v 4
vopred stanovenych vrstvach s rozlicnymi koncentraciami chloridu = cézneho.
Antigénové Castice sa v gradiente separuju z kontaminovanych bunkovych zloZiek
podla ich hustoty a na konci centrifuganého procesu sa eluuju. Potom sa z tejto
zasoby odstrani chlorid cézny sekundarnou gélovou permeéciou na Sepharose géli.

Ked sa HBsAg antigén pripravuje spésobom zahfiiajacim tiomerzal v 4B
gelovom permeacnom timivom roztoku, ziskaji sa proteinové koncentracie vyssie
ako 30 mg/ml v zasobnom HBsAg obsahujucom frakcie z CsCi gradientu, ¢o
zodpoveda ekvivalentnej koncentracii HBsAg ako je testovana AUSZYME kitom od
Abbott Laboratories.

CsCl ultracentrifugaény krok uzito€ne eliminuje rezidualne lipidy, DNA a
minoritné proteinové kontaminanty z HBsAg pripravku. Tato sa uskutoCfiuje
zonalnou centrifugaciou v Ti 15 rotore od Beckman Instruments, Fullerton, Kalifornia
pri rychlosti 30000 ot./min pocas priblizne 40 az 60 hodin. Vzorka, ktora sa ma
purifikovat sa nanesie na vrstvy CsCl roztoku s koneCnymi koncentraciami 0,75,
1,5, 2,5 a 3,25 M CsClI. Na konci centrifugacie sa gradient eluuje do frakcii. Frakcie
obsahujuce HBsAg mdzu byt identifikované prostrednictvom UV absorbcie pri 280
nm alebo testovanim riedeni frakcii s AUSZYME kitom. HBsAg pas je pri hustote
1,17 a2 1,23 g/lcm®.

Roztok obsahujuci purifikovany HBsAg sa pred pouzitim na vyrobu
vakcinovej formulacie sterilne prefiltruje. |

Purifikacia z kvasinkového bunkového lyzatu je zlozita, kedze antigén sa
produkuje intracelularne a je nevyhnutna séria separaénych technik na eliminaciu
réznych typov (kvasinkovych) kontaminantnov, aby sa ziskal Cisty celkovy antigén.
Purifikané kroky su dolezité, kedze produktom, ktory sa ma purifikovat, je
lipoproteinova dastica obsahujica viacero képii povrchového antigénového
polypeptidu a tato Struktdra musi ostat zachovana v priebehu purifikaéného

procesu. Vyhodnou tohto spésobu je, Ze jeho vysledkom su povrchové antigénové
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Castice, ktoré su uplne imunogénne bez toho, aby bolo potrebné dalSie chemické
spracovanie na posilnenie imunogénnosti (porovnaj EPO135435).

Detaily tohto produkéného procesu su podrobnejSie opisané v eurépskom
patente 0199698.

Priklad 2
Produkcia a charakterizacia od kvasiniek odvodeného HBsAg spb6sobom bez

tiomerzalu
1. Produkcia a purifikacia od kvasiniek odvodeného HBsAg

1.1 Prehfad produkéného spdsobu

Povrchovy antigén hepatitidy B sa moézZe produkovat fermentaciou
prislusného kmena Saccharomyces cerevisiae, napriklad kmefia opisaného v
Harford a dalsi (loc. cit.).

Na konci fermentacia rekombinantného kvasinkového kmefia vo velkom
meradle sa bunky zozbieraji a rozruia sa v pritomnosti mierneho povrchovo
aktivneho Cinidla, ako napriklad Tween 20. Povrchovy antigén sa potom izoluje
multikrokovym extrakénym a purifikacnym postupom, presne ako je opisané v

priklade 1, az do kroku prvej gélovej permeécie na Sepharose 4B.

1.2 Purifikaény spbésob bez tiomerzalu
V spdsobe bez tiomerzalu boli zahrnuté nasledujice dve zmeny v porovnani
so spdsobom opisanym v priklade 1.
1. Eluc':n'y timivy roztok pri 4B gélovom permeaénom chromatografickom kroku uz
neobsahuje tiomerzal.
2. Do eluatovej zasoby z anionovo-vymenného chromatografického kroku sa
pridava cystein (2mM koneéna koncentracia).
Zistilo sa, Ze vynechanie tiomerzalu zo 4B gélového permea&ného timivého
roztoku moze viest k precipitacii HBsAg &astic v priebehu CsCl hustotného
gradientového centrifugaéného kroku, pricom dochadza k strate produktu a

agregovaniu alebo zhlukovaniu izolovaného antigénu
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Pridavanie cysteinu v 2mM konecnej koncentracii do eluatovej zasoby z
predchadzajuceho aniénovo-vymenného chromatografického kroku zabrafiuje
precipitacii a strate antigénu v priebehu CsCl hustotnej centrifugacie.

Cystein je vyhodnou latkou na toto spracovanie, pretoze je prirodzene sa
vyskytujlicou aminokyselinou a je mozné ho odstranit v naslednom odsolovacom
kroku na gélovej permeacnej koldne pouzitim Sepharose 4B CLFF ako kol6nove;j
matrice.

V porovnani so spdsobom opisanym v priklade 1 tento spésob vyroby

nezahfna Ziadne iné zmeny.

1.2a

Predpoklada sa, ze tiomerzal, priddvany do 4B tlimivého roztoku v
koncentracii 50 pg/ml, sa rozklada a vysledny etyl ortute sa méze kovalentne viazat
na volné sulfhydrylove skupiny cysteinovych zvyskov proteinu. Protein obsahuje 14
cysteinovych zvyskov, z ktorych 7 je umiestnenych medzi polohami 101 a 150.

Veri sa, Ze tato oblast proteinu je lokalizovana na povrchu Eastice a obsahuje
hlavny antigenny region HBsAg vratane imunodominantného a regiénu a miesta
rozoznavaného RF1 monoklonalnou protilatkou (Waters J a dal$i, Postgrad. Med.
J., 1987:63 (dod. 2): 51-56; a Ashton-Rickardt a Murray, J. med. Virology, 1989:29:
196). Antigén purifikovany s tiomerzalom nachadzajicim sa v 4B gélovom
permeacnom timivom roztoku obsahuje priblizne 0,5 az 0,6 pg ortute na konci
purifikatného procesu. Této ortut sa Gplne neodstrani jednoduchou dialyzou.

V jednom experimente sa v celkovom antigénovom pripravku nameralo 0,56
ug ortute na 20 pg proteinu. Tento pripravok sa dialyzoval 16 hodin pri laboratérnej
teplote oproti 150mM NaCl, 10mM NaPQO, timivému roztoku, pH 6;9. Na konci
dialyzy sa namerala koncentracia 0,33 pg ortute na 20 pg proteinu.

Na rozdiel od toho, dialyza v pritomnosti redukéného c¢inidla, ako napriklad
L-cysteinu, v koncentracii 0,1 az 5,0 mg/ml, DTT v koncentracii 50 mM alebo 2-
merkaptoetanolu v koncentracii 0,5 M, nasledovana sekundarnou dialyzou na
odstranenie redukéného cinidla, viedla k redukcii obsahu ortute v antigénovom
pripravku na menej ako 0,025 pg ortute na 20 pg proteinu. To je najnizsi limit pre

detekciu tymto sp6sobom.
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Obsah ortute sa stanovoval absorpénou spektrofotometriou. Antigén sa
nariedil v roztoku obsahujucom 0,01 % hmotnost/objem chrémanu draselného
(K2Cr207) a 5 % obj. kyseliny dusitej. Pripravili sa Standardné roztoky s tiomerzalom
ako zdrojom ortute. Atbmova absorpcia vzorky a Standardnych roztokov sa merala
po vaporizacii v generatore pary s katédou Specifickou pre ortut, pri 253,7 nm.
Atomova absorpcia riediacej kvapaliny sa merala ako blank. Obsah ortute vo vzorke
sa vypodital prostrednictvom kalibraénych kriviek ziskanych zo $§tandardnych

roztokov. Vysledky su uvedené ako ng ortute na 20 ug proteinu.

1.3 Produkcia celkového antigénu bez tiomerzalu

Kroky sp&sobu purifikacie celkového antigénu st znazornené na obrazku 1.

1.4 ZloZenie vakciny formulovanej bez tiomerzalu
V tabutke 1 je uvedené typické kvantitativne zloZenie vakciny hepatitidy B

bez konzervaénej latky a formulovanej z antigénu pripraveného spdsobom bez

tiomerzalu.

Tabulka 1

Zlozka MnozZstvo zlozky na ml
Aktivna zloZka - protein, z ktorého aspor 95 % tvori 20 pg
HBsAg

Hydroxid hlinity (adsorbent) 0,95 mg
(ako Al20O3)

Chlorid sodny 9,0 mg (maximum) -
Dihydrat fosforeCnanu sodného 0,98 mg
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného 0,71 mg
Voda pre injekcie do 1,0 ml

Zlozenie sa mdze menit pridanim 3D-MPL a/alebo iného adjuvans.
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2. Charakterizacia celkového antigénu a vakciny produkovanej spdsobom bez

tiomerzalu
2.1 Testovanie purifikovaného celkového antigénu

2.1.1 Zakladné porovnanie

Pripravili sa tri série celkového antigénu spésobom bez tiomerzalu podla
tohto prikladu (priklad 1.2) a oznadili sa ako HEF001, HEF002 a HEF003. Tieto sa
porovnavali so sériou celkového antigenu (HEP2055) pripravenou predchadzajucim

spOsobom (ako je opisany v priklade 1) v pritomnosti tiomerzalu.

2.1.2 Testy celkového antigénu

Testovali sa tri série celkového antigénu pripraveného spdsobom bez
tiomerzalu a vysledky sa zhrnuté v tabulke 2.

Obsah proteinu sa meral spésobom podla Lowryho a dalSich (J. Biol. Chem.
1951: 193: 265).

Obsah endotoxinu sa meral Limulus gélovou zrazacou technikou pouzitim
komercne dostupného kitu od Cape Cod Associates, 704 Main St., Falmouth, MA
02540, USA. Reakéné ¢inidla su Standardizované vzhladom na US Pharm.
Endotoxin Reference Standard.

Tween 20 sa meral spésobom podla Huddlestonona a Alireda (J. Amer. Oil
Chemist Soc., 1965: 42: 983).

Obsah HBsAg sa meral prostrednictvom komeréne dostupného AusZYME
kitu od Abbott Laboratories, One Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064, USA.
Vyuzil sa testovaci postup B podfa vyrobcu. Vzorka celkového antigénu
purifikovaného spdsobom zahffiajucim tiomerzal sa pouzila ako $tandard na
stanovenie davkovej odpovedovej krivky.

Polysacharidy sa merali sp6sobom podla Duboisa a dal$ich (Anal. Chem.
1956: 28: 350).

Lipidy sa merali pouzitim komeréne dostupného kitu (Merkotest Total Lipids
3321) od E. Merck, B. P. 4119, Darmstad D-6100, Germanny.
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Obsah DNA sa meral prahovou metédou pouzitim zariadenia a reakénych
Cinidiel dostupnych od Molecular Devices Corp., Gutenbergstrasse 10, Ismaning,
Munich, Nemecko.

Hodnoty zistené v testoch su v rozsahu hodnét zistenych pre série celkového
antigenu vyrobeného pouzitim tiomerzalu v eluénom timivom roztoku Sepharose 4B
gélového permeaéného kroku, s vynimkou vysledkov antigénnej aktivity ziskanych
prostrednictvom ELISA. Hodnoty tohto merania pre tri HEF pripravky boli vyssie
(1,63 az 2,25) ako hodnoty zistené pre HEP2055 sériu celkového antigénu, ktora
mala pomer ELISA/protein 1,13. Pomery ELISA/protein merané prostrednictvom
AUSZYME kitu pre vzorky celkového antigénu obsahujuce tiomerzal boli vo

vSeobecnosti priblizne 1,0 a v rozsahu 0,8 az 1,2 a velmi zriedka presiahli 1,4.

2.1.3 SDS-PAGE gélova analyza

Celkové antigénové pripravky sa testovali SDS-PAGE analyzou v redukénych
podmienkach a s Coomassie blue farbenim. VSetky vzorky vykazovali hlavny pas v
oblasti 24K so stopami dimérneho proteinu. Vzorky sa vyhodnotili ako velmi ¢isté (>
99%), Co sa stanovilo prostrednictvom nepritomnosti viditelnych pasov kontaminac-
nych proteinov.

Vzorky (1 pg) celkovych antigénovych pripravkov sa testovali prostred-
nictvom SDS-PAGE v redukénych a neredukénych podmienkach a s farbenim
striebrom (obrazok 2). V redukénych podmienkach vzorky vykazovali intenzivny pas
migrujaci v oblasti 24 K so stopami dimérnej a multimérnej formy. Gélové vzory su
nerozliSitelné od vzoru HEP2055, ako porovnavacej vzorky. Vzorky sa nechali
zbehnut aj v neredukujucich podmienkach. V tychto podmienkach menej materialu
migruje v oblasti 24K a je zvy$ené mnoZstvo polypeptidu migrujiceho v dimérnej a
multimérnej polohe. Zd4 sa, Ze série celkového antigénu bez tiomerzalu maji o
nieCo vys$i stupef polymerizacie ako porovnavacia séria HEP2055.

ldentita 24K polypeptidu odhaleného Coomassie blue alebo striebornym
farbenim bola potvrdena Western blotom s krali¢imi polyklonalnymi protilatkami
vyvolanymi proti plazmatickému HBsAg.

Celkoveé antigénové pripravky vykazovali hlavny pas v oblasti 24K spolu s
dimernou a trimérnou formou. Technika odhalila minoritné stopy zlamanych
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produktov povrchového antigénového proteinu. Nie sU Ziadne rozdiely medzi
celkovym antigénom pripravenym spdsobom bez tiomerzalu a HEP2055 sériou.

Pritomnost zvySkovych kvasinkovych proteinov sa testovala SDS-PAGE
analyzou v redukénych podmienkach a Western blotom s krali¢im polyklonalnym
antisérom vyvolanym proti kvasi'nkovym proteinom (obrazok 3). Technika je'
kvalitativna a neumoziiuje kvantifikaciu necistét.

Dokazany je konStantny vzor pasov pre tri celkové antigénové série
pripravené spdsobom bez tiomerzalu a pre HEP2055 sériu s jednou vynimkou.

Tazko farbitelny pas, nachadzajlici sa v oblasti 23K pri HEP2055 celkovom

antigéne, v skutoénosti chyba v 3 HEF pripravkoch. Western blot dokazuje, Ze

purifikaCny proces bez tiomerzalu vedie k CistejSiemu antigénovému produktu.

Tabulka 2

Vysledky testov purifikovaného celkového antigénu bez tiomerzalu

Vysledky testov

HEFO001 HEF002 HEFO003 HEP2055
pH 6,8 6,8 6,8 6,8
Obsah proteinu (Lowry) 1312 g/mi 888 g/ml 913 g/mi 995 g/ml
Obsah endotoxinu <0,25EU | <0,25EU | <0,25EU | <0,25EU
Tween 20 obsah 7,1 ug 6,6 ug 7.4 ug 5,8 ug
Antigénna aktivita 2957 pg/ml | 1505 pug/ml | 1486 pg/ml | 1128 pg/mi
prostrednictvom ELISA
ELISA/protein pomer 2,25 1,69 1,63 1,13
Obsah polysacharidov 0,33 ug 0,35 ug 0,33 ug 0,34 ng
Obsah lipidov 13,7 ug 12,8 ug 12,9 ug 11,8 ug
Obsah DNA prostr. <1pg <1pg <1pg <1pg
Prahovej metédy

2.1.4 Iné biochemické testy
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2.1.4.1 Obsah DNA

Obsah DNA v 3 celkovych antigénovych sériach sa meral prahovym
spdsobom (Molecular Devices Corp). Namerané mnozstva boli nizSie ako 10 pg
DNA na 20 pg proteinu (tabulka 2), priCom rovnaka Urovefi DNA obsahu bola
namerana pri celkovom antigéne produkovanom v sucasnosti zavedenym

spdsobom.

2.1.4.2 Aminokyselinové zloZenie

Aminokyselinové zlozenie troch HEF celkovych antigénovych davok sa
determinovalo po kyslej hydrolyze s 6N HCI prostrednictvom chromatografie
aminokyselin na i6novo-vymennej kolone s postkoldnovou ninhydrin detekciou.
Nedeterminoval sa prolin a tryptofan. Vysledky st uvedené v tabulke 3.

Zistené zloZenia boli v dobrom sdlade so zloZenim determinovanym pre
HEP2055 a so zloZzenim oCakavanym na zaklade DNA sekvencie. Hoci pocet
glycinovych zvySkov namerany pre HEP2055 je blizky ofakavanému zloZeniu,
hodnota 16 aZ 17 zvySkov sa zvyCajnejSie namerala pre celkové antigénové
pripravky. Zisteny priemerny pocet cysteinovych zvyskov je oéakavanych 14, z &oho
vyplyva, Ze na Casticu nie su naviazané Ziadne extra cysteiny ako vysledok
spracovania v CsCl gradientovom kroku.

2.1.4.3 Kvantifikacia vofného cysteinu

Meralo sa mnozZstvo volného cysteinu nachadzajuce sa v celkovych
antigénovych pripravkoch ziskanych tu opisanym spdsobom po oxidacii éastfc S
kyselinou permravfou bez predchadzajicej kyslej hydrolyzy. Oxidované volné
cysteinové zvySky sa separovali na iénovo-vymennej koléne s post kolénovou
detekciou prostrednictvom ninhydrinu. Limit pre detekciu cysteinu tymto spésobom
je 1 ug na mil.

Nebolo mozné namerat Ziadny cystein v 3 HEF antigénovych pripravkoch,
ked sa testovali v pociatoénych proteinovych koncentraciach uvedenych v tabulke
2. Tato technika meria tak volné cysteinové zvysky pritomné v timivom roztoku, ako
aj cysteinové zvysky, ktoré sU pripojené na HBsAg protein prostrednictvom
disulfidovej vazby, ktoré ale netvoria ¢ast polypeptidovej sekvencie.
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Pritomnost moznych proteinovych kontaminantov a degradacnych produktov

v troch celkovych antigénovych séridch vyrobenych modifikovanym spésobom sa

hodnotili N-koncovou sekvenénou analyzou zaloZzenou na Edmanovej degradacii.

N-koncova sekvencia MENITS... HBsAg proteinu bola detegovana bez interferencie

s inymi sekvenciami. Potvrdilo sa tiez, Ze N-koncovy metionin je na 60 az 75%

blokovany acetylaciou, ako sa pozorovalo predtym pre HBsAg polypeptid vyrobeny

rutinnym spdsobom.

Tabulka 3 - Aminokyselinové zlozenie HBsAg

Amino- HEF001 HEF002 | HEFO03 | Priemer | HEP2055 | OCakavané
kyseliny

Asp 11,3 11,3 11,3 11,3 11,5 10
Thr 17,5 17,4 17,2 17,4 17,8 17
Ser 21,4 21,6 21,4 21,5 20,9 23
Glu 11 11 11 11,0 10,5 9
Pro nd nd nd nd 24
Gly 17,1 16,8 16,7 16,9 14,6 14
Ala 7,5 7.4 7,4 7.4 7,2 6
Cys 12,3 14,95 14,9 14,1 13,2 14
Val 10,9 11 10,9 10,9 10,7 11
Met 6,8 6,7 7,1 6,9 7,1 6
lle 12,3 12,4 12,5 12,4 12,2 16
Leu‘ 26,3 26,6 26,2 26,4 26,7 33
Tyr 6,8 6,8 6,8 6,8 7 6
Phe 13,8 13,9 13,8 13,8 13,9 15
His 3 2,8 3,3 3,0 3,3 1
Lys 4 4 3,9 4,0 4,2

Arg 57 5,8 57 57 6,1

Trp nd nd nd nd 13
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2.1.4.5 Laserova svetelna rozptylova analyza

Robili sa porovnavania vefkosti ¢astic medzi HBsAg Casticami vyrobenymi
pouzitim modifikovaného spésobu a HEP2055 referenCnou sériou prostrednictvom
laserového svetelného rozptylu (tabufka 4). Determinované molekulové hmotnosti

vykazuju dobry sulad medzi pripravkami.

Tabulka 4
Molekulové hmotnosti HBsAg Castic prostrednictvom laseroveho svetelného
rozptylu
Antigénova séria Molekulova hmotnost (Daltony)

HEF001 3,07 x 10°

HEF002 2,76 x 10°

HEF003 2,76 x 10°

HEP2055 3,34 x 10°

2.1.4.6 Elektrénova mikroskopia

Celkové antigénové pripravky sa skumali elektronovou mikroskopiou po
fixacii a farbeni s uranyl acetatom.

Pozorované cCastice boli podobné vo vietkych vzorkach a sahlasili s + 20 nm
subsférickymi alebo dlazdicovymi Easticiam v podobe macacich hlav typickych pre
HBsAg. Castice pozorované v 3 HEF sériach boli rozli$itelné od HEP2055.

2.1.5 Imunologické analyzy

2.1.5.1 Reaktivita s RF1 monoklonalnou protilatkou

Tri celkové antigénové pripravky sa testovali z hfadiska ich reaktivity s RF1
monoklonalinou protilatkou ELISA inhibiénym testom. Bolo dokazané, ze RF1
monoklonalna protilatka chrani Simpanzov pred infikovanim s HBV, a je povazovana
za protilatku rozoznavajucu ochranny konfomracny epitop HBsAg castice (lwarson
S a dalsi, 1985, J. Med, Virol., 16: 89-96).
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RF1 hybridom sa méZe rozmnoZovat v peritonealnej dutine BalbC mysi alebo
v tkanivovej kultare.

Asciticka tekutina nariedena v pomere 1/50000 v saturaénom timivom roztoku
(PBS obsahujucom 1% BSA, 0,1% Tween 20) sa zmie$ala v pomere 1:1 s réznymi
riedeniami HBsAg vzoriek, ktoré sa mali testovat, v PBS (kone¢né koncentracie v
rozsahu od 100 pg do 0,05 pg/mi).

Zmesi sa inkubovali v Nunc Immunoplatniach (96U) 1 hodinu pri 37 °C pred
tym ako sa preniesli na 1 hodinu (pri 37 °C) na platne pokryté Standardnym
pripravkom HBsAg. Standardnym HBsAg pripravkom bola séria celkového antigénu
(Hep 286) purifikovang spdsobom zahfiiajucim tiomerzal. Po premyvacom kroku s
PBS obsahujacim 0,1% Tween 20 sa pridal ovéi anti-my3aci IgG konjugovany s
biotinom a nariedeny v pomere 1/1000 v saturaénom timivom roztoku a nasledovalo
inkubovanie, 1 hodinu pri 37 °C. Po premyvacom kroku sa do rovnakej jamky pridal
komplex streptavidinu a biotinylovanej peroxidazy nariedeny v pomere 1/1000 v
saturacnom timivom roztoku a nasledovalo inkubovanie, 20 minat pri 37 °C. Platne
sa premyli a inkubovali sa s roztokom OPDA 0,04%, H20, 0,03% v 0,1M citratovom
timivom roztoku, pH 4,5, 20 minGt pri laboratornej teplote. Reakcia sa zastavila 2N
H2SO,4 a zmerali sa optické hustoty (O.D.) pri 490/630 nm a zaznamenali sa do
grafu.

Testovali sa aj série HEP antigénovych davok, vratane HEP2055, spolu s
Herpex simplex gD antigénom ako negativnou kontrolou. Test meral schopnost
kazdeho testovaného antigénu inhibovat viazanie RF1 na $tandardny antigénovy
pripravok (HEP286) naviazany na mikrotitraénych platniach.

Tabulka 5 poskytuje koncentracie inhibujice 50 % RF1 viazania na fixovany

antigéen pre kazdy antigén.

Tabulka 5
Inhibicia viazania RF1 monoklonalnej protilatky na HBsAg
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Celkovy antigén IC50 (ng/ml)*
HEP286 3834
HEPG673 3437
HEP720 _ 3150

HEP2055 2384
HEFO001 468
HEF002 574
HEFO003 540

*IC50 = koncentracia antigénu (ng/ml) inhibujuca 50 % RF1 viazania na fixny
antigén

Vysledky dokazuju, Ze na inhibiciu RF1 viazania (tabulka 5) je potrebnych 4
aZ 7 krat menej HEF antigénu. To dokazuje, Ze antigén pripraveny modifikovanym
spésobom ma zvySenl prezentaciu RF1 epitopu v porovnani s HEP celkovym
antigénom.

2.1.5.2 Afinita viazania na monoklonalnu RF1

Kinetické parametre viazania RF1 monoklonainej protilatky na 3 HEF
antigenové série a na HEP2055 sa merali povrchovou plazmoénovou rezonanciou
pouZitim Biacore 2000 zariadenia od Amersham Phamacia Biotech, Amersham
Place, Little Chalfont, Bucks, UK. Meranymi kinetickymi parametrami boli:
ka: asociaéna rychlostna konstanta (M'S™)
kd: disociagna rychlostna konstanta (S™)

Ka: rovnovazna alebo afinitna konstanta (M)
kde Ka = ka/kd

Zistené hodnoty st uvedené v tabulke 6.

Tabulka 6
Afinitné konStanty RF1 viazania na HBsAg
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Celkovy antigén ka (x107) kd (x10°) Ka (x107)
HEFO001 6,81 3,21 21,97
HEF002 6,89 3,73 18,83
HEF003 7,39 4,67 15,80
HEP2055 3,31 . 6,30 5,31

Tri HEF antigénové série mali podobné hodnoty asociaénych/disociaénych
konStant a vézobnej afinity. Na rozdiel od nich mal HEP2055 slabsiu afinitu pri
viazani RF1.

To je v sulade s vysledkami z ELISA inhibicného testu, ktory ukazuje, Ze

antigen pripraveny spdésobom bez tiomerzalu ma zlepSenu prezentaciu RF1 epitopu.

2.2 Testy vakcin formulovanych s antigénom produkovany modifikovanym
spbsobom

Tri HEF antigénové série sa adsorbovali na hydroxid hlinity a formulovali sa
ako vakcina v stilade so zlozenim uvedenym v tabufke 1. Formulované boli v davke
pre dospelych v liekovkach (20 pg antigénového proteinu v 1 ml). Série sa oznacili
ako DENSO001A4, DENS002A4 a DENS003A4.

Uginok vakciny sa meral prostrednictvom in vitro testu obsahu antigénu
pouzitim Abbott Laboratories AUSZYME ELISA kitu a klasickej serie vakciny
formulovanej s 50 pg/ml tiomerzalu ako Standardom. Uginok vakciny sa meral
pouzitim metédy B opisanej v Pharmal Europa Special Issue Bio97-2 (December
1997). Tri HEF série poskytuji vysoké hodnoty antigénového obsahu, takmer

dvojnasobok 20 pg, stanoveného obsahu antigénového proteinu.

2.2.1 Reaktivita DENS vakciny s RF1 monoklonalnou protilatkou

Antigénnost adsorbovanej vakciny sa dalej testovala v inhibicnom teste s
RF1 monoklonalnou protilatkou. Test meria schopnost vakcinovej vzorky inhibovat
RF1 viazanie na fixovany celkovy antigén (HEP286).

Asciticka tekutina nariedena v pomere 1/50000 v saturaénom timivom roztoku

(PBS obsahujiucom 1% BSA, 0,1% Tween 20) sa zmieSala v pomere 1:1 s réznymi
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riedeniami vakcinovych vzoriek, ktoré sa mali testovat, v PBS (koncentracie v
rozsahu od 20 pg do 0,05 pg/mi).

Zmesi sa inkubovali v Nunc Immunoplatniach (96U) 2 hodiny pri 37 °C s
pretrepavanim, pred tym ako sa preniesli na platne pokryté s HBsAg. HBsAg
pripravkom pouzitym na pokrytie bola séria celkového antigénu (Hep 286)
purifikovaného spdsobom zahfiiajlicim tiomerzal. Tieto platne sa potom inkubovali 2
hodiny pri 37 °C s pretrepavanim. Po premyvacom kroku s PBS obsahujucim 0,1%
Tween 20 sa pridal ov¢i anti-mySaci IgG konjugovany s biotinom a nariedeny v
pomere 1/1000 v saturacnom timivom roztoku a nasledovalo inkubovanie, 1 hodinu
pri 37 °C. Po premyvacom kroku sa do rovnakej jamky pridal komplex streptavidinu
a biotinylovanej peroxidazy nariedeny v pomere 1/1000 v saturaénom timivom
roztoku a nasledovalo inkubovanie, 30 minuat pri 37 °C. Platne sa premyli a
inkubovali sa s roztokom obsahujiucim OPDA 0,04%, H20, 0,03% v 0,1M citratovom
timivom roztoku, pH 4,5, 20 minut pri laboratérnej teplote. Reakcia sa zastavila 2N
H2S04 a zmerali sa optické hustoty (O.D.) pri 490/630 nm a zaznamenali sa do
grafu.

IC50, definovana ako koncentracia antigénu (koncentracia inhibitora), ktora
inhibuje 50 % viazania protilatky na naviazany HBsAg, sa vypocitala pouZitim 4-
parametrovej rovnice a vyjadrila sa v ng/ml.

Vakcina pripravena z celkového antigénu vyrobeného modifikovanym
sposobom sa porovnavala s Engerix B™ vakcinou formulovanou z klasického HEP
celkového antigénu a bez tiomerzalu ako konzervacénej latky. Testy bezali trojmo.

Vysledky su uvedené v tabulke 7 a dokazuju, ze na 50% inhibiciu RF1
viazania je potrebné priblizne polovitné mnozstvo DENS vakciny v porovnani s

Engerix B™

vakcinou bez konzervacnej latky. To odraza zvy$end prezentaciu RF1
epitopu na HEF/DENS antigéne a je v sulade s testami uskutodnenymi s RF1

protilatkou na purifikovanom celkovom antigéne.

Tabulka 7

Inhibicia RF1 viazania formulovanou vakcinou
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Vakcinova IC-50 (ng/mi)t"
séria Experiment Priemer
1 2 3

DENSO001A4 913 662 603 726 .
DENSO002A4 888 715 521 708
DENS003A4 817 685 582 695
ENG5100A2 1606 1514 1481 1534
ENG3199B9 1329 1170 1286 1262
ENG3328A9 1417 1194 1334 1315

Y Koncentracia vakciny inhibujica 50 % viazania RF1 protilatky na fixovany antigén

2.2.2 Imunogénnost DENS vakciny u mysi
Studia sa uskuto&iiovala na Balb/C mysiach, aby sa porovnala imunogénnost
troch DENS suhlasnych davok s Engerix B™ vyrobenou podfa v suéasnosti
pouzivaného spésobu na vyrobu antigénu a formulovanou s tiomerzalom.
Testované boli nasledujlce série:
- DENS001A4
- DENS002A4
- DENS003A4
- ENG2953A4/Q ako Standard
V struCnosti, skupiny po 12 mysi sa imunizovali intramuskularne dvakrat v
dvojtyzdiiovom intervale s vakcinovymi davkami zodpovedajicimi 1/10 (2 ug) alebo
1/50 (0,4 pg) davky pre dospelého ¢loveka. Protilatkova odpoved na HBsAg a
izotypovy profil indukovany o¢kovanim sa monitorovali zo séra odobratého na 28.

v

den.

Navrh experimentu
Skupiny 12 Balb/C mySi sa imunizovali intramuskularne do oboch néh (2x50

ul) v.den 0 a 15 s nasledujacimi vakcinovymi sériami:

Tabulka 8

Skupiny a vakcinové série
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Skupina Vakcina Objem Antigénova

davka

1 DENS001A4 100 pl 2 g

2 — nariedena 5x v PO,/NaCl 100 pl 0,4 ng

3 DENSO002A4 : 100 pl 2 g

4 — nariedena 5x v PO4/NaCl 100 pl 0,4 ug

5 DENSO003A4 100 ul 2 g

6 — nariedena 5x v PO4/NaCl 100 pl 0,4 ug

7 ENG2953A4/Q 100 pl 2ug

8 — nariedena 5x v PO4/NaCl 100 pl 0,4 ng

Na 15. den (2 tyZzdne po I) a na 28. den (2 tyzdne po 1l) sa z retroorbitalneho
sinusu odobrala krv.

Pri navrhu tohto experimentu (4 formulacie x 2 davky s 12 mySami na
skupinu) bola sila odhadnuta a priori s PASS $tatistickym programom. PASS (Power
and Sample Size) Statisticky program sa ziskal od NCSS, 329 North 1000 East,
Kaysville, Utah 84037. Pre dvojfaktorovi disperznii analyzu by sa mal detegovat
2,5 nasobny rozdiel GMT medzi formulaciami s 5% alfa chybou so silou viac ako 90
%.

Vysledky

Sérologia

Humoralne reakcie (celkové Ig a izotypy) sa merali ELISA testom pouZitim
HBsAg (Hep286) ako pokr)'I\;aciého antigénu a | anti-mysacich protilétok
konjugovanych s biotinom na odhalenie anti-HBs protilatkového viazania.
Analyzovali sa len post |l séra.

Tabufka 9 znazorfiuje priemer a GMT anti-HBs Ig protilatkové reakcie

merané v jednotlivych sérach 2 tyzdne post Il.
DENS a klasickymi hepatitidovymi B formulaciami sa indukuju porovnateiné
protilatkové reakcie: GMT v rozsahu od 2304 do 3976 EU/ml pre DENS série v
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porovnani s 2882 EU/m| pre SB Biologicals hepatitidovi B monovalentnii vakcinu
(Engerix B™) v davke 2 ug, a GMT v rozsahu 696 aZ 1182 EU/ml pre DENS série v
porovnani s 627 EU/ml pre SB Biologicals hepatitidovi B monovalentni vakcinu
(Engerix B™) v davke 0,4 pg. | ,

Ako sa oCakavalo, pozoruje sa jasny antigénovy davkovy rozsahovy efekt pre
v3etky formulacie v davkach 2 ug a 0,4 pg s 3 az 6 nasobnym rozdielom v GMTs.

Pozorovali sa Styri nereagujuce mysi (titre menej ako 50 EU/ml) bez jasnych
spojeni s antigénovymi davkami alebo sériami pouzitymi pre injekciu (skupiny 1, 2, 3
a 8; jedna my$ na skupinu).

Na zaklade Statisticke] analyzy (Grubbsov test) boli tieto mySi vylicené z

dalSej analyzy.

Tabulka 9
Protilatkova reakcia u mysSi v den 28 (2 tyzdne post Il)

Skupina Vakcina Davka Pocet ELISA titre (Ig)

Priemer GMT

1 DENS001A4 2 ug 11 3466 2971

2 0,4 nug 11 1283 1182

3 DENS002A4 2 ug 11 2436 2304

4 0,4 ug 12 984 786

5 DENS003A4 2 ug 12 4583 3976

6 0,4 ug 12 997 696

7 ENG2953 2ug 12 3999 2882
04ug | 1 737 627

Statisticka analyza

Uskutocnila sa dvojfaktorova disperzna analyza anti-HBs titrov po log
transformacii post Il udajov, pouzitim vakcin (4 typy) a antigénovych davok (2 pg,
0,4 ng) ako faktorov. Tato analyza potvrdila, Ze sa pozoroval Statisticky vyznamny

rozdiel medzi dvoma antigénovymi davkami (p hodnota < 0,001) a nedokazala
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ziadny vyznamny rozdiel medzi vakcinovymi sériami (p hodnota = 0,2674). Ako bolo
uvedené vysSie, sila sa odhadla a priori a navrh experimentu bol taky, aby bolo
mozné detegovat 2,5 nadobny rozdiel GMT s alfa chybou 5 % medzi formulaciami

so silou >90 %.

|zotypovy profil

Tabulka 10 uvadza izotypové rozdelenie (IgG1, 1gG2 a 1gG2b) vypocitané z
analyzy spojenych sér v post Il.

Ako sa ocakavalo, pozorovalo sa, Ze tieto vakciny zalozené na kamenci
indukuju jasnt TH2 odpoved vo forme najma IgG1 protilatok.

Nepozoroval sa ziadny rozdiel medzi DENS sériami alebo SB Biologicals

hepatitidovou B monovalentnou vakcinou ¢o sa tyka izotypového profilu.

Tabulka 10

Rozdelenie |gG izotypov v spojenych sérach z 28. diia

Skupina Vakcina Davka Izotyp (%)
IgG1 1gG2a lgG2b
1 DENSO001A4 2ug 91 4 5
2 0,4 ug 87 8 5
3 DENS002A4 2 g 97 2 1
4 0,4 ug 87 6 7
5 DENS003A4 2 ug 98 1 1
6 0,4 ug 93 4 3
7 ENG2953A4/Q 2ug 88 8 4
0,4 ug 88 9 3
Priklad 3

Formulovanie kombinovanych vakcin

Celkovy antigén podfa vyndlezu je vynimoéne vhodny na formulovanie
kombinovanych vakcin obsahujucich IPV.
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Studie stability uskuto&iiované na pociatoénych sériach kombinovanej DTPa-
HBV-IPV  vakciny indikovali pokles ucinnosti IPV komponentu, najméa
poliomyelitidového antigénu typu 1, ked sa pouzil in vitro imunotest (determinacia
obsahu D-antigénu prostrednictvom ELISA) a in vivo test GcCinnosti na potkanoch.
Pre typ 3 nebola pozorovana Ziadna strata Gcinnosti. Pre typ 2 bola strata Gginnosti
v oakavanom rozsahu (nie vacésia ako 10% strata na rok skladovania).

Iniciovali sa $tadie na determinaciu pri€iny tejto straty Gc¢innosti v
kombinovanej DTPa-HBV-IPV vakcine. Z pozorovania, Ze stabilita IPV v SB
Biologicals DTPa-IPV vakcine je uspokojivd (nie viac ako 10% strata obsahu
antigénu na rok skladovania), sa vyvodilo, Ze HBV komponent je pravdepodobne
zodpovedny za nestabilitu IPV v DTPa-HBV-IPV vakcine.

HBV komponent pouZity v pociatoénej DTPa-HBV-IPV formulacii je
purifikovand rDNA, z kvasinky odvodeny HBsAg pouZivany aj na vyrobu SB
Biologicals hepatitidovej B monovalentnej vakciny, a je pripraveny ako je opisané v
priklade 1.

Ako prvy pokus o urenie toho elementu v HBV komponente, ktory je
Skodlivy pre IPV, sa analyzoval celkovy HBsAg z hladiska pritomnosti tiomerzalu.
Predtym sa zistilo (Davisson a dalsi, 1956, J. Lab. Clin. Med 47: 8-19), Ze tiomerzal
pouzivany ako konzervaéna latka v DTP vakcinach ,je Skodlivy pre poliomyelitidovy
virus“ v kombinacii DTP-IPV. Toto pozorovanie bolo brané do uvahy vyrobcami
vakein, ktori nahradili tiomerzal inymi konzervacénymi latkami pri formulovani ich
vakcin obsahujucich IPV. V bliz§ej minulosti sa znova skimal vplyv tiomerzalu na
IPV dcinok v podmienkach dlhotrvajuceho skladovania pri +4 °C. Publikovana bola
strata ucinku polio virusového antigénu typu 1 na nedetegovateln( droven po 4 az 6
mesiacoch (Sawyer, L.A. a dalsi, 1994, Vaccine 12: 851-856).

Pouzitim atomovej adsorpénej spektroskopie sa detegovalo priblizne 0,5 ug
ortute (Hg) na 20 ug HBsAg v antigéne purifikovanom podra prikladu 1.

Toto mnozstvo ortute (vo forme tiomerzalu a chloridu etylortutnatého,
degradac¢ného produktu tiomerzalu) méze znizit ELISA reakciu na obsah D-
antigénu typu 1 v I[PV celkovom koncentrate, inkubovanom pri 37 °C 7 dni, na

nedetogovatelna uroven.
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Zaviedol sa spbdsob na uvolnenie ortute nachadzajucej sa v celkovom
HBsAg. Urcilo sa, Ze ortut by sa mohla viazat' na tiolové skupiny HBsAg Castice,
apreto by bolo mozné ju uvolnit v pritomnosti redukujicich Ccinidiel. Po
experimentovani s inymi reduk&nymi Cinidlami sa L-cystein vybral ako €inidlo na
uvolnenie ortute z HBsAg Castice. Po dialyze celkového HBsAg oproti solanke
obsahujucej 5,7mM L-cystein nebola v retenate detegovana Ziadna ortut (detekény
limit testovacej metddy: 25 ng Hg/20 ng HBsAg). Dialyzovany antigén sa zmiesal
s IPV celkovym koncentratom a stabilita virusu typu 1 sa stanovovala meranim
obsahu D-antigénu po inkubovani pri 37 °C, 7 dni. IPV celkové koncentraty
nezmie$ané a zmieSané s HBsAg, na ktoré sa nepdsobilo cysteinom, sa pouZili ako
kontroly. Referen¢ny ELISA titer sa ziskal zo vzoriek uskladnenych pri +2 °C az 8

°C, 7 dni. Vysledky st sumarizované v tabulke 11.

Tabulka 11

Vzorka Obsah D-antigénu (typ 1)’ Strata
7 dnil4 °C 7 dni/37 °C

IPV (nezmiesany) 31,6 242 23 %

IPV + HBsAg neoSetreny 31,1 18,1 42 %

IPV + HBsAg oSetreny s cysteinom 31,4 27,6 12 %

IPV + tiomerzal (1 pg/mi) 30,5 11,0 74 %

(1) vyjadrené v jednotkach D-antigénu (DU)

Udaje ziskané pri tychto laboratérnych pripravkoch jasne demonstrujt, ze
stabilita polio virusu typu 1 sa vyznamne zlep$i, ak sa na HBsAg pc‘)sdbi cysteinom,
aby sa odstranila zvySna ortut, pred zmieSanim s IPV.

Vy&3ie prezentované Gdaje tiez dokazuju 23% stratu obsahu D-antigénu
v porovnani s IPV pripravkom po 7 diiovom inkubovani pri 37 °C. Toto potvrdzuje
charakteristicki nestabilitu Mahoney polio virusu typu 1, ako uz bolo predtym
publikované (Sawyer, L.A. a dal$i (1994), Vaccie 12: 851-856).



-28 -

Hoci komeréné S$arze DTPa-HBV-IPV a DTPa-HBV-IPV/Hib vakcin boli
pripravené pouzitim dialyzatného procesu s 5,7mM L-cysteinom na odstranenie
zvySkovej ortute a na zachovanie stability IPV, dialyzacny proces nie je vhodny na
produkciu vo vetkom meradle a zahffia série dodato¢nych krokov, aby sa pripravil
HBsAg bez tiomerzalu alebo ortute. Na rozdiel od toho, HBsAg podfa predloZzeného
vynalezu, pripraveny bez tiomerzalu, sa mbze priamo pouzZit vo formulaciach

kombinovanych vakcin, najma vakcin obsahujacich IPV.

4. Zhrnutie

Predtym pouZivany spdsob purifikacie povrchového antigénu odvodeného
z kvasinky zahffia gélovy permeacny krok, pri ktorom sa v eluénom timivom roztoku
nachadza anti-mikrobialna zlu¢enina tiomerzal, obsahujica ortut, na kontrolu
biologickych Skodlivin v tele.

Tiomerzal v priebehu nasledujucich krokov procesu nevymizne (plne, takze
v purifikovanom celkovom proteine sa nachadza priblizne 1,2 pg tiomerzalu na 20
pg proteinu.

Na produkciu celkového antigénu Gplne bez tiomerzalu (ortute) sa purifikaény
proces menil v dvoch krokoch.

- Tiomerzal sa vynechava zeluéného timivého roztoku pri 4B gélovom
permeacnom kroku.

- Do eluatovvej zasoby z aniénovo-vymenného chromatografického kroku sa
pridava cystein (2mM kone¢na koncentracia). To zabrariuje precipitacii
antigénu v priebehu centrifugacie v CsCl hustotovom gradiete.

Ziadne dal$ie zmeny sa do produk&ného procesu nezavadzaju.

Bol charakterizovany celkovy antigén produkovany modifikovanym
spésobom. Fyzikalno-chemické testy ukazali, Ze vlastnosti antigénu bez tiomerzalu
st nerozliSitelné od vlastnosti antigénu produkovaného predtym pouzivanym
spdsobom. Antigénové Castice maju rovnaké sudasti.

ldentita a integrita HBsAg polypeptidu nie je ovplyvnena modifikovanym
procesom, €o sa dokazalo SDS-PAGE analyzou, Western blotom pouzitim poly-
klonalnych anti-HBsAg protilatok, N-koncovej sekvenénej analyzy aamino-

kyselinovym zloZzenim. Elektrdbnova mikroskopia alaserova svetelna rozptylova
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analyza dokazuju, ze Castice maju typickl formu a velkost oCakavanu pre HBsAg
odvodeny z kvasiniek. Analyza prostrednictvom Western blotu s anti-kvasinkovym
proteinovym sérom dokazuje, Ze antigén produkovany spdsobom bez tiomerzalu
ma podobny vzor kontaminujucich kvasinkovych proteinov. AvSak mnozstvo
kontaminujaceho pasu migrujiceho v oblasti 23K je znaéne redukované pri 3
HBsAg Sarzach produkovanych pouzitim modifikovaného spésobu.

Imunologické analyzy dokazuju, Zze Castice bez tiomerzalu maju zvySenu
antigénnost. Castice st reaktivnejsie s Abbott AUSZYME kitom (obsahujicim zmes
monoklonalnych protilatok), pri¢om poskytuju ELISA/proteinovy pomer 1,6 az 2,25.
Toto zvySenie antigennosti je dokazané aj s ochrannou RF1 monoklonalnou
protilatkou. Priblizne 4 az 7 krat menej antigénu bez tiomerzalu je potrebného na
inhibovanie RF1 viazania na S3tandardny fixovany antigén. Inhibicie viazania
antigénom bez tiomerzalu a klasickym antigénom spadajt do dvoch rozli¢nych
kategorii. Tento rozdiel je dokazany aj meraniami vazobnej afinitnej konstanty pre
RF1 pouzitim povrchovej plazmoénovej rezonancie. Vazobné afinity pripravkov bez
tiomerzalu st 3 az 4 krat vySSie v porovnani so Sarzou klasického celkového
antigenu.

Celkové antigénové pripravky boli formulované ako vakcina prostrednictvom
adsorpcie na hydroxid hlinity a bez konzervacne;j latky.

Testovanie in vitro GCinnosti pouzitim Abbott AUSZYME ELISA kitu a SB
Biologicals hepatitidovej B monovalentnej vakciny obsahujlicej tiomerzal ako
Standardu, dokazalo, Ze sa ziskali vysoké hodnoty in vitro i€innosti. Obsah antigénu
merany tymto testom bol takmer dvakrat taky ako stanovena hodnota 20 pg
proteinu na ml.. ., _

ZvySena . reaktivita vakciny pripravenej zantigénu bez tiomerzalu sa
pozorovala aj v inhibicnom teste s RF1 monoklonalnou protilatkou pri viazani sa na
fixovany antigén. Priblizne polovicné mnozstvo vakciny bez tiomerzalu bolo
potrebné na poskytnutie 50% inhibicie RF1 viazania na fixovany antigén
v porovnani s antigénom  purifikovany predtym  pouzivanym spdsobom

a formulovanym bez konzervacnej latky.
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ZvySena antigénnost vakciny bez tiomerzalu s ohladom na RF1 je v stlade
s vysledkami testu in vitro G€innosti (obsah antigénu) a s RF1 protilatkovymi testami
uskutocCnovanych na celkovych antigénovych pripravkoch.

MySaci test imunogénnosti sa uskutocrioval prostrednictvom primarneho
a boosterového ockovania, s dvojtyzdilovym odstupom adavkami 2 a 0,4 pg
antigénu. MySiam sa odobrala krv na 28. a 14. der po boosterovej injekcii. Séra sa
analyzovali na protilatkovy titer a izotypové zlozenie. Pozoroval sa jasny na davke
zavisly efekt pre dve podavané davky, ale nebol Ziadny $tatisticky vyznamny rozdiel
v odpovedi, ¢o sa tyka protilatkovych titrov (GMT) medzi vakcinou bez tiomerzalom
a vakcinou bez konzervaénych latok.

Ziadne podstatné zmeny sa nepozorovali v izotypovych profiloch.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob vyroby hepatitidovej B vakciny obsahujlucej purifikovany
hepatitidovy B povrchovy antigén, ktory obsahuje menej ako 0,025 ug ortute na 20
ug proteinu, vyznacujuci sa tym, Ze antigén sa purifikuje v pritomnosti
redukéného Ccinidla majiceho volnd -SH skupinu a farmaceuticky prijatelného
excipienta.

2. Spbsob podfa naroku 1, vyznacujlci sa tym, Ze vakcina je bez

konzervacnej latky.

3. Spbsob podla naroku 2, vyznacujici sa tym, Ze konzervacnou

latkou je tiomerzal.

4. Spbsob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3, vyznadujuci sa

ty m, Ze hepatitidovy antigén je adsorbovany na hydroxide hlinitom.

5. Spdsob podla ktoréhokolvek z predchadzajlcich narokov 1 az 4, vy-
znacCujuci sa tym, Ze surovy hepatitidovy B antigénovy pripravok sa:
(a) podrobi gélovej permeacnej chromatografii;
(b) podrobi sa ibnovo-vymennej chromatografii; a

(c) zmieSa sa s redukénym ¢inidlom majucim vofna -SH skupinu.

6. Spdsob podla ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov 1 az 5, vy-
znacCujuci sa tym, Ze redukénym cinidlom je cystein, glutatién, ditiotreitol
alebo B-merkaptoetanol.

7. Spbésob podia naroku 6, vyznacujuci sa tym, Ze redukénym

¢inidlom je cystein.

8. Spbsob podfa naroku 7, vyznacujlici sa tym, Ze cystein sa
pridava do konec¢nej koncentracie 1 mM az 10 mM.
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9. Spbsob podla naroku 8, vyznadcujuci sa tym, Ze cystein sa

pridava do konecnej koncentracie priblizne 2 mM.

10. Spdsob podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 9, vy -
znacujuci sa tym, Ze antigén sa purifikuje v pritomnosti tiomerzalu pred

spracovanim s reduk¢énym ¢inidlom.

11. Spdsob podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 9, vyznacdujlci sa

ty m, Ze purifikovany antigén je Uplne bez tiomerzalu.

12. Spdsob podfa naroku 11, vyznacujlici sa tym, Ze vakcinou je

vakcina bez tiomerzalu.

13. Vakcinovy prostriedok, vyznacujluci sa tym, Ze obsahuje
purifikovany hepatitidovy B antigén, ktory obsahuje menej ako 0,025 pug ortute na 20

ug proteinu a je ziskany spdsobom podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 12.

14. Vakcinovy prostriedok podfa naroku 13, vyznacdujuci sa tym, ze
obsahuje adjuvans.

15. Vakcinovy prostriedok podla naroku 14, vyznacujlci sa tym,zZe

adjuvans je hlinita sof.

16. Vakcinovy prostriedok podfa naroku 15, vyznacujiuci sa tym, ze

hlinitou sofou je hydroxid hlinity.

17. Vakcinovy prostriedok podfa ktoréhokolvek z narokov 13 az 16, vy-

znacujuci sa tym, ze obsahuje TH-1 indukujuci adjuvans.

18. Vakcinovy prostriedok podfa naroku 17, vyznadéujlci sa tym, ze
TH1 indukujuci adjuvans je vybrany zo skupiny, ktora obsahuje: 3-DMPL, QS21,
3-DMPL a QS21, a CpG oligonukleotid.
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19. Vakcinovy prostriedok podla ktoréhokofvek z narokov 13 az 18, vy-
znacujuci sa tym, Ze obsahuje jeden alebo viacero antigénov vybranych zo
skupiny zahfnajace;j. diptheria toxoid (D), tetanus toxoid (T), bezbunkové pertussis
antigeny (Pa), inaktivovany polio virus (IPV), haemophilus influenzae antigén (Hib),
hepatitidovy A antigén, herpes simplex virus (HSV), chlamydia antigén, GSB, HPV,

streptococcus penumoiae antigény a neisseria antigeny.

20. Pouzitie hepatitidového B povrchového antigénu obsahujuceho menej
ako 0,025 pg ortute na 20 ng proteinu na pripravu hepatitidovej vakciny bez
konzervacnych latok, pricom antigén sa ziskava purifikaciou v pritomnosti
redukéného Cinidla majaceho volnu -SH skupinu.

21. Spdsob vyroby hepatitidového B povrchového antigénu vhodného na
pouzitie vo vakcine, vyznacdujici sa tym,Ze zahfiia purifikaciu antigénu
v pritomnosti redukéného C¢Cinidla majiceho volnd -SH skupinu, kde pred

spracovanim s redukénym &inidlom sa antigén purifikuje v pritomnosti tiomerzalu.

22. Spbsob vyroby hepatitidového B antigénu podla naroku 1, vyzna-
cujuci sa tym, Ze purifikovany antigénovy produkt obsahuje menej ako 0,025

ug ortute na 20 pg proteinu.

23. Spobsob vyroby hepatitidového B antigénu podla naroku 21 alebo 22,
vyznacujuci sa tym, Ze surovy hepatitidovy B antigénovy pripravok sa:
(a) podrobi gélovej permeacénej chromatografii;
(b) podrobi ibnovo-vymennej chromatografii; a

(c) zmieSa sa s redukénym cinidlom majuacim volni -SH skupinu.

24, Spbsob vyroby hepatitidového B antigénu podia narokov 21 az 23, vy -
znacdujluci sa tym, ze redukénym cCinidlom je cystein, glutation, ditiotreitol

alebo B-merkaptoetanol.
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25. Imunogénny hepatitidovy B antigén obsahujuci menej ako 0,025 pg ortute
na 20 pg proteinu, ziskatelny purifikdciou v pritomnosti redukéného &inidla
majuceho vofnu -SH skupinu, kde sa pred spracovanim s reduk&nym é&inidlom

purifikuje v pritomnosti tiomerzalu.

26. Vakcina, vyznacujuca sa tym, Ze obsahuje hepatitidovy B
antigén podfa naroku 25.

27. Spobsob lieCby a/alebo profylaxie hepatitidovych B virusovych infekcii,
vyznacujuci sa tym, Ze zahfia podavanie bezpeéného a u&inného
mnoZstva vakciny podla ktoréhokolvek z narokov 13 az 19 a 26 &loveku alebo
zvieratu trpiacemu hepatitidovou B infekciou alebo nachylnému na hepatitidovi B

infekciu.
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PP 769-2003

Draha 1: HEF001, redukéné podmienky
Draha 2: HEF002, redukéné podmienky
Draha 3: HEF003, redukéné podmienky
Draha 4: HEP2005, redukéné podmienky
Draha 5: markery molekulovej hmotnosti
Draha 6: HEF001, neredukovany

Draha 7: HEF002, neredukovany

Draha 8: HEF003, neredukovany

Draha 9: HEP2055, neredukovany

Polohy markerov molekulovej hmotnosti st oznagené Giernymi bodkami: 92500, 66200,
45000, 31000, 21500, 14400

Obr. 2
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PP 1679-2003

Draha 1: Markery molekulovych hmotnosti (predfarbene)
Draha 2: Markery nizkych molekulovych hmotnosti (biotinylované)

Draha 3: HEF001, 20 nug protein
Draha 4: HEF002, 20 pg protein
Draha 5: HEF003, 20 pg protein
Draha 6: HEP2055, 20 pug protin

Polohy markerov molekulovej hmotnosti st oznacené giernymi bodkami: 92500, 66200,

45000, 31000, 21500, 14400

Obr. 3
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