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Vakceina proti hepatitidé B a zpiisob jeji vyroby

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka novych vakcin a zplisobu jejich piipravy. Vynélez se zvIast® tyka
novych prosttedkdi pro 1é¢eni hepatitidovych infekci a kombinovanych vakein, obsahujicich
sloZku vakciny hepatitidy B.

Dosavadni stav techniky

Virové hepatitida, zpisobena viry hepatitidy A, B, C, D a E je velmi b&Zné virové onemocnéni.
Zv1asts diky virim B a C je odpovédné také za mnoho pfipadi nadord jater. Vyvoj G&innych
vakein je proto kriticky tikol a pfes vyznamné Gspéchy zbyva jedté udglat mnoho prace. Piehled
modernich vakcin proti hepatitidé v&etn& mnoZstvi kli€ovych referenci je mozno nalézt v: Lancet,
12. kvétna 1990 na str. 1141 a dale (prof. A. L. W. F. Eddleston), viz také ,,Viral Hepatitis and
Liver Disease (Vyas, B. N., Dienstag, J. L., a Hoofnagle, J. H., red., Grune and Stratton, Inc.
(1984) a ,,Viral Hepatitis and Liver Disease” (Proceedings of the 1990 International Symposium,
red. F. B. Hollinger, S. M. Lemon a H. Margolis, publikovano firmou Williams and Wilkins).

Vyraz ,antigen hepatitidy B* se zde pouZiva ve vztahu k jakémukoliv antigennimu materialu,
odvozenému z viru hepatitidy B, ktery miize byt pouZit pro indukci imunity vii€i viru u &loveka.

Infekce virem hepatitidy B (HBV) je $iroce rozsifeny problém, avdak dnes jsou k dispozici
vakeiny, kterych je moZno pouZit pro masovou imunizaci, napiiklad produkt ,Engerix-B*
(SmithKline Beecham plc), ktery se ziskava technikami genetického inzenyrstvi.

Piiprava povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg) je velmi dobfe popsana; viz napfiklad
Harford a dal$i v Develop. Biol. Standard 54, str. 124 (1983), Gregg a dalsi v Biotechnology, 5,
str. 479 (1987), EP A 0 226 846, EP A 0299 108 a tam uvedené reference.

Vyraz ,,povrchovy antigen hepatitidy B“ nebo ,,HBsAg"“ zahrnuje jakykoliv antigen HBsAg nebo
jeho fragment, ktery ma antigenni G¢inek povrchového antigenu HBV. Rozumi se, Ze navic
k sekvenci 226 aminokyselin antigenu HBsAg S (viz Tiollais a dal3i, Nature, 317, 489 (1985)
a tam uvedené reference), mize HBsAg, jak je zde popisovan, obsahovat v pfipadé potieby celou
nebo &ast pre-S sekvence, jak je popsano ve vyse uvedenych pramenech a v EP A 0 278 940.
HBsAg miize obsahovat zvla§té polypeptid obsahujici sekvenci aminokyselin, kterd obsahuje
zbytky 12 - 52, nasledované zbytky 133 - 145, nésledované zbytky 175 - 400 L-proteinu HBsAg
vzhledem k otevienému &tecimu ramci na viru hepatitidy B sérotypu ad (tento polypeptid se

* oznaduje jako L*; viz EP 0 414 374). HBsAg v ramci vynélezu miiZe obsahovat také polypeptid

preS1-preS2-S, popisovany v EP 0 198 474 (Endotronics) nebo jeho analogy, jako polypeptidy
popsané v EP 0 304 578 (Mc Cormick and Jones). HBsAg, jak se zde popisuje, se miZe také
vztahovat k mutantim, napiiklad k ,inikovému mutantu“ (escape mutant), popisovanému ve
WO 91/14703 nebo zvetejnéné evropské patentové piihladce EP 0 511 855 Al, zvlasté HBsAg,
kde je piitomna substituce aminokyseliny v poloze 145 z glycinu na arginin.

HBsAg bude norméiné ve formé ¢astic. Castice mohou obsahovat naptiklad samotny protein S
nebo miiZe jit o kompozitni &astice, naptiklad (L*, S), kde L* je jak definovéno vyse a §
oznaduje S-protein HBsAg. Uvedena &astice je s vyhodou v té formg, ve které je exprimovana
kvasinkami.

Zatimco experimentalné a komer&n& dostupné vakciny proti hepatitidé, napfiklad Engerix-B,
dosahuji vynikajicich vysledki, je uzndvanou skutenosti, Ze optimalni vakcina potfebuje pro
stimulaci nejen neutraliza&ni protilatku, ale potfebuje také stimulovat co nejucinngji bunénou
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imunitu, zprostfedkovanou T-butikami. Mezindrodni patentova pfihlaSka WO 93/19780 popisuje
kombinované vakciny se slozkou hepatitidy B, zalo¥ené na povrchovém antigenu hepatitidy B,
hydroxidu hlinitém a 3-de-O-acylovaném monofosforyllipidu A. Prostfedek s obsahem
fosforegnanu hlinitého nebyl navrhovén.

Predklidany vynilez prekvapivé poskytuje prostredek a% Ctyfikrat G¢innéj8i, neZ prostredek
popisovany v WO 93/19780.

Podstata vynélezu

Predkladany vynilez tedy poskytuje vakcinu obsahujici antigen hepatitidy B ve spojeni
s 3-O-deacylovanym monofosforyllipidem A (zkracovanym zde jako MPL) a fosfore¢nanem

hlinitym.

3—-O-deacylovany monofosforyllipid A (nebo 3—de-O-acylovany monofosforyllipid A) byl dfive
nazyvén 3D-MPL nebo d3-MPL pro oznadeni, Ze poloha 3 redukujiciho konce glukosaminu je
de-O-acylovéna. PHpravu je mono nalézt vGB 2220211 A. Chemicky jde o smés
3-deacylovaného monofosforyllipidu A s 4, 5 nebo 6 acylovanymi fetézci. Zde se termin
3D-MPL (nebo d3-MPL) zkracuje jako MPL, protoze ,, MPL* je registrovana obchodni zndmka
firmy Ribi Immunochem., Montana, kter je pouZivana firmou Ribi pro jednoznadné oznaleni
Jejich produktu 3—O—deacylovaného monofosforyllipidu A.

S vyhodou je ve vakcinich podle predklédaného vynalezu pouzivin MPL ve form& malych
Castic. MPL ve form& malych &stic ma velikost 4stic obecnd mendi ne 120 nm. Tyto
prostfedky se popisuji v mezinarodni patentové ptihlasce WO 94/21292.

V GB 2220211 A se uvadi, ¥e endotoxicita dfive pouzivanych enterobakteridlnich lipopoly-
sacharidi (LPS) se sniZi, zatimco imunogenni vlastnosti jsou zachovany. GB 2220 211 v&ak
citovala tato zji$t&ni pouze ve spojeni s bakteri4lnimi (gramnegativnimi) systémy. Piekvapivé
viak bylo zjidt€no, jak se zde popisuje, Ze vakcinové prostfedky obsahujici virové antigeny
hepatitidy B podle vynalezu maji zv145té vyhodné vlastnosti.

Zvladte vyhodné je, e vakeiny podle vynilezu jsou velmi G&inné pfi indukovani ochranné
imunity i pti velmi nizkych davkach antigenu.

Nové vakeiny dovoluji zvy3eni imunogenicity ekvivalentni b&zn& dostupnym prostfedkiim proti
hepatitid€ B po dvou davkach. Ekvivalentnich hladin protilatek bylo zvlast€ dosaZeno v klinic-
kém pokusu na lidech p¥i dvou dévkéch vakciny ve srovnani se tremi davkami vakciny Engerix-
B.

Vakeiny podle vynalezu poskytuji vynikajici ochranu proti primérni infekci a vyhodné& stimuluji -
jak specificky humoraln{ (neutraliza¢ni protilatky), tak i efektorovymi butikami zprostfedkované
(DTH) imunologické odpovédi.

Dal3i dilezitou vyhodou je, %e vakciny podle vynalezu mohou byt také poutzity jako terapeutické
vakeiny. MPL, jak je definovano vySe, bude normaln¥ pritomen v davkich v rozmezi 10 -
100 pg, s vyhodou 25 - 50 ug na dévku, kde antigen hepatitidy B bude typicky pfitomen v davce
Vv rozmezi 2 - 50 pg a fosforetnan hlinity bude ptitomen v mnoZstvi v rozmezi 500 mg (AP**) na
davku. :

Vyhodné provedeni podle vynalezu je antigen HBsAgS (napfiklad jako v Engerix-B) ve smési
s MPL a fosfore¢nanem hlinitym, jak se zde popisuje déle.
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Dal3im specifickym provedenim vynélezu je antigen HBsAg jako &astice (L*, S), které jsou
definovany vyse, ve smési s MPL a fosfore¢nanem hlinitym.

Vakeina je vhodna zv1a3té pro pouZiti pti lé&eni nebo profylaxi hepatitidovych virovych infekei.
Ve vyhodném provedeni je vakcina podle vynélezu terapeutickd vakcina, pouZitelné pro lé€eni
nastupujicich infekci hepatitidy B. V dal§im provedeni obsahuje hepatitidova vakcina podle
vynélezu jiné antigeny, takZe je G&inna pti 1é¢bé a prevenci jedné nebo vice dalsich bakterialnich,
virovych nebo houbovych infekei.

Vakeina proti hepatitidé B podle jednoho provedeni vynalezu tedy obsahuje alespoii jednu dalsi
slozku, zvolenou z jinych hepatitidovych antigent, zv14§t& antigenu hepatitidy A, nebo nehepati-
tidovych antigend, které jsou znAmy v oboru jako poskytujici ochranu proti jednomu nebo vice
z nasledujicich onemocn&ni: zaskrt, tetanus, Cerny kaSel, Haemophilus influenzae b (Hib)
a d&tska obrna. Mohou byt rovnéZ zahrnuty antigeny proti meningitidé A, B nebo C.

Vakcina podle vynalezu s vyhodou zahrnuje HBsAg, jak je definovan vyse.

Konkrétni kombinované vakciny v rimci vyndlezu zahrnuji kombinovanou vakcinu DTP
(diftérie-tetanus-pertusis) - hepatitida B; vakcinu Hib-Hepatitida B, vakcinu DTP-Hib-Hepati-
tida B a vakcinu IPV (inaktivovana vakcina proti d&tské obrmng&) - DTP - Hib - Hepatitida B.

Hepatitidova vakcina nebo vy3e uvedené kombinace mohou s vyhodou obsahovat sloZku, ktera
chréni proti hepatitidé A, zvla3té usmrceny oslabeny kmen, odvozeny z kmene HM-175, jak je
pfitomen ve vakcin€ Havrix.

Vhodné slozky pro pouziti v takovych vakcinich jsou jiz komerén€ dostupné a podrobnosti 1ze
ziskat od Svétové zdravotnické organizace (WHO). Napfiklad slozkou IPV miize byt Salkova
inaktivovana vakcina proti détské obrné. Vakcina proti ernému kasli miize obsahovat celé buiiky
nebo bezbun&iny produkt, spojeny s antigenem zaskrtu a tetanu, jako je Infanrix DTPa, ktery
obsahuje tfi antigeny B. pertusis: 69kDa, toxin &erného kasle (inaktivovany) a FHA.

V jednom hledisku mii¥e byt vakcina proti hepatitidé nebo kombinovana vakcina podle vynalezu
pediatricka vakcina.

Priprava vakcin se obecné popisuje v New Trends and Developments in Vaccines, red.Voller
a dali, University Park Press, Baltimore, Maryland; USA, 1978. Zapouzdreni do lipozomi se
naptiklad popisuje v: Fullerton, US patent 4 235 877. Konjugace proteini s makromolekulami se
naptiklad popisuje v: Likhite, US patent 4 372 945 a v: Armor a dal3i, US patent 4 474 757.

Mnozstvi antigenu v kazdé davce vakeiny se v typické vakcing voli jako mnozstvi, které indukuje
imunoprotektivni odpov&d’ bez vyraznych nepfiznivych vedlejsich testii. Toto mnoZstvi se bude
liit v zavislosti na tom, jakych specifickych antigenti se pouZije. Obecné se ofekava, Ze kazda
davka bude obsahovat 1-1000 pg celkového antigenu, s vyhodou 2 -200 pg. Optimalni
mnozstvi pro konkrétni vakcinu je moZno stanovit standardnimi studiemi, které zahrnuji
pozorovéni titrd protiltek a daldich reakci v pacientovi. Po potatedni vakcinaci miZe pacient
dostat jednu nebo vice posilujicich davek napfiklad po dvou a 3esti mésicich.

V dal§im provedeni predkladaného vynilezu se poskytuje zpiisob vyroby vakciny G&inné pfi
prevenci nebo 1é¢eni hepatitidové infekce, kde zpiisob zahruje miseni hepatitidového antigenu
tak, jak je zde definovan ve spravném potadi s fosfore¢nanem hlinitym a MPL.

S pouzitim tohoto zpiisobu se s vyhodou pfimisi k HBsAg jedna nebo vice dalSich sloZek za
poskytnuti kombinované vakciny. Je mozno pouZit n€kolika zplisobli miseni. V jednom zpiisobu
miZe byt kazdy antigen oddélend absorbovén na fosfore¥nan hlinity a po urgité dob& mize byt
pied pridavkem fediciho roztoku pfidan MPL.
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Je zfejmé, Ze vakcina podle vynilezu je pouzitelni pro indukei titrt neutraliza®ni protilatky
hepatitidy B u &lov&ka, vnimavého k nebo trpictho infekci hepatitidy B v rozmezi 10 mU,
podanim prostiedku jak je zde definovan v jedné nebo ve dvou davkach.

Vynélez a jeho vyhody ilustruji nasledujici ptiklady.

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1
Vakeina proti hepatitidé B

MPL (3 de~O-acylovany monofosforyllipid A) byl ziskén od firmy Ribi Immunochem Research
Inc. Fosforegnan hlinity byl ziskan od firmy Superphos (Dansko).

MPL byl resuspendovén ve vodg pro injekce v koncentraci od 0,2 do 3 mg/ml pomoci sonikace,
dokud &astice nedosahly velikosti mezi 80 - 200 nm, mé&feno pomoci fotokorelaéniho rozptylu
svétla.

Pfi pokojové teploté se za michéani po dobu 1 h absorbuje na 5 - 1000 pg fosfore¢nanu hlinitého
(roztok pfi 3 - 6 AI** mg/ml) 1 -20 ng HBsAg (antigen S jako v Engerix-B) ve fosfatovém pufru
pfi 0,5 -3 mg/ml). Sm&s byla 15 dnt skladovéna pfi pokojové teplot& a potom pred daliim
zpracovanim udrZovéna pki 4 °C. Potom bylo k roztoku pfidano 5 -200 pg MPL (roztok
0,2 - 10 mg/ml). Objem a osmolarita byly vodou pro injekce a roztokem soli nastaveny na
500 - 1000 pl. Byl ptidan thiomersal (1 % hmotnost/objem) a kone&nou koncentraci 0,005 %,
¢imZ vznikl kone&ny produkt.

Podobny prostfedek byl pfipraven s pouZitim smésného (L*, S) antigenu jako slozky HBsAg, jak
Je definovano vy3e. V tomto prostfedku byl pouzit jako bakteriostaticky prostfedek 2—fenoxy-
ethanol.

Ptiklad 2

Klinické studie povrchového antigenu hepatitidy B, pouZitého v prostiedku s 3—deacylovanym
monofosforyllipidem A a fosfore&nanem hlinitym

Pfi klinickém testovani byly porovnavany rizné vakciny obsahujici povrchovy antigen
hepatitidy B. Jde o nasledujici skupiny:

Skupina 1 HBsAg (20 pg)/MPL (50 pg)/AIPO, (Al: 500 pg)/thiomersal (50 pg)/150 mM
NaCl/pH 6,1 v objemu 1 ml pfipraveno jako piiklad 1.

Skupina2 HBsAg (20 pg)/MPL (50 pg)/Al(OH); (Al: 100 ug)/thiomersal (50 ug)/10 mM
fosfatovy pufr + 150 mM NaCl/pH 6,8 v objemu 1 ml.

Skupina3 HBsAg (20 pg)/MPL (50 ug)/AI(OH); (Al: 500 mg)/thiomersal (50 pg)/10 mM
fosfatovy pufr + 150 mM NaCl/pH 6,8 v objemu 1 ml.
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Skupina 4 jako Engerix .
HBsAg (20 ug)/MPL (0 pg)/Al(OH); (Al: 500 pg)/thiomersal (50 pg)/10 mM
fosfatovy pufr + 150 mM NaCl/pH 6,8 v objemu 1 ml.

Skupina 5 HBsAg (20 ug/MPL (0 pg)/AIPO; (Al: 500 pg)/thiomersal (50 pg)/150 mM
NaCl/pH 6,1 v objemu 1 ml.

Pro test byl proveden nibor dobrovolniki ve véku 18 - 40 let. Kazda skupina (v den 0 méla
pfiblizng¢ 60 dospélych) byla intramuskularné do deltoidni oblasti vakcinovina v den 0
a 0 2 mésice pozdgji. Pfed prvni injekci byl odebran vzorek krve stejné jako 2 mésice po prvni
injekci a 1, 2 a 4 mésice po druhé injekei. Protilatky anti-HBs byly méfeny s pouZitim kitu
AUSAB (Abbott) a standardu WHO, kalibrovaném v mlU/ml. Utastnici mé&li titr =1 ml U/ml.
Pro kazdy bod byla pro osoby se zvySenim titru vypo&tena hodnota GMT (Geometric Mean
Titre).

Vysledky

Hodnoty GMT se pro kazdou vakcinu udavaji v tabulce 1 a rozdgleni titr(i protilatky v kazdé
skuping ofkovanych podle velikosti se udava v tabulce 2.

Vysledky GMT (tabulka 1) jasn& ukazuji, Z¢ po dvou davkich je u vakciny obsahujici
AIPO,; + MPL (skupina 1) pozorovan vice neZ desetindsobny vzrist titri po druhé davce ve
srovnani s titrem dosaenym s pomoci komeréni vakciny Engerix B (skupina 4). Odpovéd
protiltek anti-HBs je rovnéz rychlejii a 51 a 70 % o&kovanych ma ochranny titr (10 ml U/ml)
1 a 2 mésice po prvni divce (ve srovnani s 34 a 16 % pro Engerix B) (tabulka 2). Pridavek
3D-MPL k vakcing Engerix B (skupina 3) a pouZiti pouze AIPO, (skupina 5) mirné zvysi
odpov&d’ protildtek anti-HBs (ve srovnani s Engerix B), ale titry jsou stile 4 -5 x niZS{ nez
u prosttedkit s AIPO, + MPL. Adsorpce HBsAg na sniZzenou davku Al(OH); + MPL poskytuje
titry podobné titrim, dosahovanym s vakcinou Engerix B. Tyto vysledky ukazuji, Ze pro optimal-
ni ptirtistek odpovédi protilatek anti-HBs u vakcin po pouhych dvou dévkéch je nutny jak AIPO,,
tak i MPL.

Tabulka 1

Procento osob se zvy3enim titru a geometricka stfedni hodnota titru protilatky anti-HBs (GMT)
u osob se zvySenym titrem: pfedbézna analyza

Skupina| Cas N S+ % | GMT | CL CL |Min. titr| Max. titr
podani 95% 95%
dolni horni

1 Pre 59 0 0,0 0 0 0
PI (ml) 53 46 86,8 12 9 8 1 410
PI (m2) 53 50 94,3 18 13 26 1 140

PII(m3) | 53 53 100,0 |2092 1356  |3227 43 60 000
PlI(m4) | 39 39 100,0 | 1613 1074 12423 40 19 620
PlI(m6) | 25 25 100,0 | 890 582 1363 42 3900

2 Pre 59 0 0,0 0 0 0
PI (m1) 53 31 58,5 17 10 32 1 1000
PI (m2) 53 | 35 66,0 9 6 16 1 860
PII(m3) | 353 35 100,0 | 215 128 360 1 25000
PlI(m4) | 40 40 100,0 | 122 74 201 2 2808
PlI(m6) | 22 22 100,0 85 50 145 2 900




Tabulka 1 - pokragovani
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Skupina| Cas N S+ % | GMT | CL CL | Min. titr| Max. titr
podéni 95% 95%
dolni | horni
3 Pre 59 0 0,0 0 0 0
PI (m1) 53 43 81,1 9 6 15 1 720
PI (m2) 53 44 83,0 7 4 10 1 1040
PII(m3)| 53 53 100,0 | 527 332 838 3 10 100
PII(m4) [ 40 40 100,0 | 363 225 586 3 5638
PlI(m6)| 24 24 100,0 | 177 99 316 9 2196
4 Pre 59 0 0,0 0 0 0
PI(ml) | 50 30 | 60,0 | 11 6 19 1 290
PI(m2) | 50 34 | 68,0 4 3 6 1 45
PII(m3) | 50 50 100,0 | 187 107 329 1 9500
PII (m4) 42 42 100,0 | 211 127 350 5 10 584
PII(m6) | 25 25 100,0 | 226 132 386 20 2595
5 Pre 59 0 0,0 0 0 0
PI(ml) 52 30 57,7 12 6 25 1 1060
PI (m2) 52 41 78,8 9 6 14 1 420
PII(m3) | 52 52 100,0 | 294 168 515 1 18 000
PII(m4) | 41 41 100,0 | 287 158 521 2 15 764
PII(m6) | 24 22 91,7 | 353 188 660 10 7701
Tabulka 2
Pfedb&Zné analyza distribuce jednotlivych titri protilatky anti-HBs
Skupina | Cas N >=10 % >=100 % >+1000 %
odbéru n n N
1 Pre 59 0 0,0 0 0,0 0 0,0
PI (ml) 53 27 50,9 2 3,8 0 0,0
PI (m2) 53 37 69,8 2 3,8 0 0,0
PII (m3) 53 53 100,0 49 92,5 40 75,5
PII (m4) 39 39 100,0 37 94,9 27 69,2
PII (m6) 25 25 100,0 24 96,0 15 60,0
2 Pre 59 0 0,0 0 0,0 0 0,0
PI (m1) 53 20 37,7 3 5,7 1 1,9
PI (m2) 53 14 26,4 3 5,7 0 0,0
PII (m3) 53 50 94,3 38 71,7 11 20,8
PII (m4) 40 38 95,0 24 60,0 3 7,5
PII (m6) 22 21 95,5 8 36,4 0 0,0
3 Pre 59 0 0,0 0 0,0 0 0,0
PI(ml) 53 17 32,1 7 13,2 0 0,0
PI (m2) 53 17 32,1 1 1,9 1 1,9
PII (m3) 53 51 96,2 45 84,9 20 37,7
PII (m4) 40 39 97,5 34 85,0 10 25,0
PII (m6) 24 23 95,8 18 75,0 3 12,5
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Tabulka 2 - pokradovani

Skupina | Cas N >=10 % >=100 % >+1000 %
odbéru n n N

4 Pre 59 0 0,0 0 0,0 0 0,0
PI (ml) 50 17 34,0 3 6,0 0 0,0
PI (m2) 50 8 16,0 0 0,0 0 0,0
PII (m3) 50 46 92,0 35 70,0 11 22,0
PII (m4) 42 40 95,2 30 71,4 5 11,9
PII (m6) 25 25 100,0 18 72,0 4 16,0

5 Pre 59 0 0,0 0 0,0 0 0,0
PI (ml) 52 15 28,8 5 9,6 1 1,9
PI (m2) 52 20 38,5 3 58 0 0,0
PII (m3) 52 48 92,3 39 75,0 14 26,9
PII (m4) 41 39 95,1 31 75,6 9 22,0
PII (m6) 24 22 91,7 18 75,0 5 20,8

PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina proti hepatitidé B, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje antigen hepatitidy B
ve spojeni s 3—O—deacylovanym monofosforyllipidem A a fosfore¢nanem hlinitym.

2. Vakcina podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze antigen obsahuje povrchovy
antigen hepatitidy B neboli HBsAg, nebo jeho variantu.

3. Vakcina podle niroku 2, vyznaédujici se tim, Ze HBsAg obsahuje S antigen
HBsAg o délce 226 aminokyselin.

4. Vakcina podle ndroku 3, vyznadujici se tim, Ze HBsAg navic obsahuje sekvenci
pre-S.

5. Vakcina podle ndroku 3 nebo 4, vyznadujici se tim, Ze HBsAg je sloZena &astice
vzorce L*, S, kde L* oznatuje modifikovany protein L viru hepatitidy B se sekvenci amino-
kyselin, obsahujici zbytky 12 aZ 52, nasledované zbytky 133 aZ 145 nésledované zbytky 175 az
400 proteinu L, a S znamené S-protein HBsAg.

6. Vakcina podle nekterého z predchédzejicich naroki, vyzmnadujici se tim, Ze
obsahuje jeden nebo vice antigenti hepatitidy B a alespoii jednu dal3i slozku zvolenou z antigenu
hepatitidy A nebo nehepatitidového antigenu, poskytujici ochranu proti jednomu nebo vice
z nasledujicich onemocné&ni: zaskrt, tetanus, &erny kadel, Haemophilus influenzae b, neboli Hib,
détska obrna a meningitida A, B nebo C.

7. Vakcina podle niroku 6, vyzna&ujici se tim, Ze je zvolena z kombinace DTP,
neboli zaskrt - tetanus - &erny kasel, - HBsAg; kombinace Hib - HBsAg, kombinace DTP - Hib -
HBsAg a kombinace IPV, neboli inaktivovana vakcina proti détské obrné, - DTP - Hib - HBsAg.

8. Vakcina podle nroku 7, vyzna&ujici se tim, Ze navic obsahuje antigen hepati-
tidy A.

9. Vakcina podle nékterého z predchézejicich narokd, vyznadujici se tim, ze3-O-
deacylovany monofosforyllipid A je ptitomen v rozmezi 10 pg aZ 100 pg na davku.
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10. Vakcina podle n&kterého z predchézejicich nérokit pro pouZiti v Iékatstvi.

11. Zpisob vyroby vakciny podle n&kterého z narokii 2 a¥ 9, vyznalujici se tim, Ze
zahrnuje nésledujici kroky: provede se absorpce povrchového antigenu hepatitidy B na fosfored-
nan hlinity, a potom se pfida 3—-O-deacylovany monofosforyllipid A.

Konec dokumentu
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