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_ Vynalez se tyka vyroby standartniho
imunizadniho santigenu hepatitidy B
(HBaAg), urdeného k piipravé imunoreagen-
ecli pro prikaz HBs— antigenu a anti- HBs
protilatek citlivymi metodami 3.generace,
popfipadé k Jinym ulelim, jako je pripra-
va ruzaych typl vakcin k sérové Zloutence,
monoklondlnich protilédtek k determinan~
tim HBeAg aj. ]
Technologie izolace a purifikace HBsAg

je koncipovéna od zpracovani vjychozi su-
roviny /plazmy, séra) pfes pripravu hru-
b& purifikovaného koncentratu aZ k pfip-
ravé a provedeni finalni purifikace.
Postup zabezpecduje vysokou vytéinost a
zachovava antigenicitu HBsAg. Velké péce
je vénovéna zajisténi bezpednosti prace

8 virulentnim materialem.

V naslednych purifikadnich krocich jsou .
selektivaé odstrahovany infekdni viriony L
, & purifikalni postup je moZno provéaddt

" v uzavienjych systémech.
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Vynélez se tykéd pripravy standardniho purifikdtu povrchového
aﬁtigenu.hepatitidy B /HBsAg/, uréenéhovk imumizacifé pripravé
'“imunoreagencii'pro prikaz HBs- entigenu a anti- HBs protilétek
citlivymi metodami tfeti-generacé, popfipad® k jinym u&ellm,
jako‘je priprava rdznjeh typd vakein k eratitidé B, monoklo-
ﬁélnich protilétek a biochemiCkﬁm a imunochemickym studifim.
Pro:vyroﬁu staﬁdardniho'imunizaéniho materidld HBsAg se pouZivd
jako vychozi surovina lidské sérum nebo konvertovand plazma no-
si%d HBsAg vybranjch prevéZn& ze zdchytd transfuzni sluZiby, nebo
kultiva¥ni méﬁium produkénich linif{ tkdnovych kultur. |
Biochemickéihodnota;vjchozichvmateriél& pro purifikaci HBsAg
53 urdovana titrém HBsAg v protism&rné imunpelektroforéze, ktery
je minimdln& 1:4 a vy83i;nebe stanovenim koncentrace HBsAg v
}adiélni imunodifuzi, kterd mus{ byt minimdlné 0,05 mg HBsAg
v 1ml.

Purifik4ty HBsAg nejvy33{ parcidlni &istoty a pritom nejmén® de-
naturované, pokud se tykd antigennich vlastnosti, jsou ziskdvény
’r&znymi precipitaéniﬁi, cenirifugaénini, pfip. chromatografickymi
metodami. Vzhledem ke komplexnimu sloZeni vychozi suroviny, lze
dosdhnout %sdanou kvalitu purifikdtu HBsAg pouze kombinovanou
technolegif uvedenych metod, tiebaZe se nam nabiz{ vyuZiti jedno-
duchsho prinéipu afinitnf{ chromatografie. VyuZit{ afinitn{ chro-

" metografie v provoznich podminkéch by bylo pfilié ndroéné a8 ne-~

ekonomické.

V ndmi navrifeném purifikainim postupu je brén zietel na proménlivé
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sloéen; vychoz{ suroviny, pfedev3im plazmy nebo sérs zfskanjch
od nosi%d HBsAg. Poéitéme s prom&nlivym zastoupenim imunokomplext
a heterogennim profilem Vygokonolekulérniqh a lipidickych sloZek
plézﬁy nebo séra. Uvedené komponenty mohou svymi fyzikdln& -chemic-
kymi vlastnoétni viznamﬁé interferovat s chovénim HBsAg a ovlivno-
vat tak &innost purifikeiniho postupu. | |
Technologié‘izolace a purifikace HBsAg je koncipovéna od zpfaco-
vﬁni'yi¢hczi»suroviny'pres pfipravu hrubé purifikovahého koncentrd-
tu ziskiného pomoci{ polyethylonglyk¢1u~a£ k provedeni fihélni puri- "
fikace pomoci hustotni a rychlostni frsakciomace. NavrZienym postupem -
1lze dosdéhnout morfologicky homogenniho , imunochemicky &istého, |
imunogerinfho a vysoce koncentroveného purifikétu HBsAg.
Postup zabezpe¥uje 15 a 25% vyt&Znost, plné& zachovdvéd antigenicitu
HBsAg, protoZe denaturadn{ desintegrace Zdstic je omezena na mini-
mum. Velkou pééi jsme té% v&novali zajiSténi'bezpeénosti préce s
timto virulentnim materidlem, kde potecidln& infekini viriony jsou
selektivné odstraﬁovénj b&hem purifikace jako sloZky balastnich
frakel. Postuﬁné dojde k Jjejich ﬁplhému odstrandni, a to pii nezmé-
né&né vytd%nosti Zddaného produktu, kferjm je neinfekéni HBsAg‘

Pracovni'ﬁostup se’sklédé z ndsledujicich etap:

-defibrinogenace.HBsAg;pozitivni plazmy rekalcifikeci za pi{tomnosti
trombinu s nédslednym odd&lenim vytvoieného fibrinu centrifugaéi.

- PFi pouZiti séra defibrinogenace semozejmé ddpadé. )

- opracovéni supernatantu polyethylenglykolem 6000, ktery je pridén
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do koneéné koncentrace 4 8% 7 objemovych procent, s vjhodou 5 5
obgemovych procent, za pH 6,8 a% 7 4, s vyledou pH= 7,0. V témto
kroku je z vychozi suroviny odstransna v&t3{ &4st vysokomoleku-
l4rnich sloéék, vietnd infek¥nfch viriond a imuthOmplexﬁ; Uves=
dené nefsdouct slozky jsou souddst{ precipitdtu, kterj je odstra-
‘nén centrifﬁgécis Ddle zpracovévéme supernetant, ktery dosytime
pridénim bolyethylenglykolu ne findln{ koncentraci 6 aZ 15 obje-
mbvych procent,'s vyhodou 7,9 objemo#jch procent. a pH upravime
na hodnotu 3,5 a% 6,5, s vyhodou pH=4,5. Po centrifugaci této
sm&si je HBsAg pritomen v sedimentu a dochdzi tak k jehd koncen=
trovdni. Hlevni soudssti supernatantu ‘jsou nfzkomolekmlérni bflko-
viny, pfedev3im albumin.
- delipidace:a hustotni frakcionace v pfostfedi chloridu cesného o
hustot& 1,2 aZ 1,35 g)cm3 je nejefektivné&jd3i etapou purifikadni-
ho postupu a je v ni dosa¥eno nejvy33{ purifikadni d8innosti. Vy-
soké efektirvosti hustotni frakcionace Je dosaZerio aplikeci rozto-
ku HBsAg, ktérym podvrstvujeme gradient chloridu ceSného, P&sobenim
gravita&niho pole centrifugy tak dochdz{ k odd&leni HBsAg od rezidua
balastnich bilkovin flotaci. HBsAg putuje v oblasti vysoké hustoty
proti sm&ru pisobenf odstfedivé sfly a balastni bilkoviny, které |
%maji podstatn& vys88{i hustotu putﬁji smérem opadlnym. Pro priprevu
gradientu chloridu cesného miZeme pouZit kryogenni zpidsob, ktery
je tdéZ souldsti predklddaného vyndlezu.
nyﬁhiostni frekcionace v sacharozovém médiu je poslednim purifike&-
him stupném, ve kterém dosahujeme konedného odstrendni balastnich
sloZek na zdkladd rozdilnych~sediﬁentaénich kongtant.

Vysokd vytéZnost navrhovandho purifikaZniho postupu a dosaZend
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gistota produktu, to je povrchového esntigenu hepestitidy B /HBsAg[,
je b&hem purlfikace zabezpedovéna prab&Znou analjzou frakeci jak -
na obszh HBsAg, tek sérovych bilkovin metodou Jjednoduché radiélni
imunodifuze. Frakce, kters nevyhovuji &istotou a obsahuji HBsAg,
jsou pouZity pro refrekcioneseci. ‘
Vyuiitfnvyrobniho postupu podle vyndlezu je vyFe3en zdkladni pro-
blém vyroby purifikoveného, imunogenniho antigenu HBsAg, nezbyt-
ného pro pfiprevu aV1dnich a specifickych protildtek .
7{skand antisﬁra asou svou eviditou vhodné pro vyuZitfi v enzymo-i
jmuno@&nelyze . nebo radioimunoenalyze. Jsou vhodné pro konjugaci
s kienovou peroxidédzou-i pro znafeni rediosktivnim jodem ze ule-
1em€detékce HBsAg, event. protilétek’anti-HBsAg metodami tfeti
senerace.

Purifikovany HBsAg se md%e stdt rovn&% vychodiskem pPi pﬁipadném
vyvoji riznych typd vakein proti hepatitid& B nebo jinym G¥eldm,
vﬁapfiklad x priprevé monoklondlnich protildtek nebo imunochemic-

kym a biochemickym analyzém.
Pr{klad provedeni

Purifikedni postup je rbzdélen‘na’pét stupnd. o deseti pracovnich
«rocich. Meteridly od jednotlivych ddrcd - s vyhodou aZ do kroku
3.2 v&etnd - jsou zpracovivény separatnd, sby nedochdzelo k rudi-
vjm'interakcim bilkovinného materidlu ziskeného od riznych dérecd.
0d kroku 3.3. je vyhodné semipurifikdty z jednotlivjch vychozich

~lazem &i sér zpracovdvat spoleén&.
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K purifikaci HBsAg z 1idské plazmy nebo séra nosiél HBsAg, musi

byt titr HBsAg v protismérné 1munoelektrofor6ze minlmélné 1 4, pri-

padnd v radioimunostanoveni~alespon 0,05 H@;Y]ﬁﬂn
Defibrinogenace HBsAg ?pozitivni plazmy

Ke 100 ml plazmy jsou pridény 4m1.jednomolérniho chloridu vépe-
naiého a 'ml roztoku sréZedls TopdstazinuR / 70 N.I.H./ml/ -trom-
binu. Po 36 minutdch inkubace p¥i 37°C~je'smés uchovédvéna 16 hodin
p¥i +4°C. Po nésledujict centrifugaci / Janetzki X 60, 5.000 ot/min.,

60 minut, +4%c/ je déle'zpracovévén pouze supernatant.

Diferencidlni precipitace polyethylenglykolem 6000 /PEG 6000/

Ke iOO ml supernatantu 1.1. je\zg-stélého michdni pridéno 37,93&1
20% nich objemovycﬁ procent roztoku polyethylenglikolu 6000

v destilované vodé; takZe vznikne v séru koncentrace 5,5 objemo->
vych procent polyethylenglykolu 6000, pH smé&si je neutrdlni.
Sm&s je michdna 60 minut p¥i laboratorn{ teplot& a potom ponechéd-
na pfes noc v klidulpfi +4°C. | .

Po ndsledujici centrifugaci.za stejnjéh-podminek jako u kroku 1.1.

je déle zpracovdvén supernatant oznaleny “PEG A".

Ke 100ml supernatantu 2.1. "PEC A" je za mlchéni pozvolna pfldéno
20 ml roztoku polyethylenglykolu 6000 v dastilované vodé, o koncen-

traci 20 objemovych procent. Dojde'tak k dosyceni na koncentraci
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7,9 objemovych procent polyethylenglykoiu 6000. Po dokbnalém
promfchéni obou sloZek je pridénim 4 N’kyseliny octové snizeno

' pH ns hodnotu 4,5 / primérnd .spotfeba kyseliny octové Jje 1,4ml

na 100 ml obJemu-vychozi plezmy/. Sm&s je ddle je3t& michéna 60
minut pPi léborbtorni teplot® a potom ponechéne v klidu 16 hodin

pri +4 C.

Po nésleduaici centrifugeci za stejnych podminek aako u kroku
1.1. Je déle zpracovdvédn pouze sediment ktery Je resuspendovén
v  pufru 0,01 M trihydroximetylaminometan/TRIS/, 0,15 M chlorid
sodny, O, 001 M kyseliny etylendiaminot%faoctové pH 7,2 /pufr
TENa/ do 1/50 vychoziho objemu suroviny e dielyzovén pri pokojo-
vé teplotd proti destilovené vod& / 2 krat vyménﬁny objem desti-
lované vody je shodny s objemem vychozi plazmy nebo séra/.

Po pésleduaicl centrifugaci /Janetzki X 27,7000 ot/min, 90 minut,
+4°C/fje zpracovévén supernetant, ktery je moZno spojit s vodnym
prqplaéhem sedimentﬁ / k dosaZeni vy33i vytd%inosti/.

7{skany supernatant je do del3fho zpracovéni uloZen pi‘i -20°¢

a je oznalen "PEG B". |

Delipidace a frekcionace v hustotnim gradientu chloridu cesného

- /CsCl/

K 260 ml supermatantu 2.2. "PEG B" je pridéno 110 g pevného chlo-

-

rozpln&n 8 krét po 36 ml do centrifugalnich zkumavek dhlového ro-
toru Bekmen typ:42.1. a k dopln¥ni objemu centrifugy' je ptevrst-

ven vodou/ 3ml/.
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Po nédsledujici centrifugaci /25 000 oi/min,+1Q°C, 60 minut/ jé

'z kaidé kyvety odebrén pouze éiry_, delipidovany supernatant,

ktery je pouZit pro ndsledujici piipravu grédientu chloridu ces-

ného.

Delipidovany supernatant z bodu 3.1. je rozplnén po 28ml do

osmi zatavovacich kyvet vertikdlniho rotoru Beckmen typ:VTi 50

a protilehlé dvojice jsou pellivé vyvaiZeny.

Ndsleduje kryogenni priprava gradiehtd chlgridu cesného "in
situ": centrifugalni kyvety s rozpln&nym roztokem jsou uloZeny
ve'vertikélni poloze na 24 hodin'pfi -20°C. Pred centrifugaci
Jjsou kyvety pfeneseny na 16 hodin do +10°C, kdy volnym rozmrasze-
nim vznikne gradiéﬁt chloridu cesného. ,>

Vytvofeny gradient je prevrstvenim doplnén do kone&ného objemu
kyvety /39ml/ roztokem chloridu cesného ¥ pufru TENa/ slofeni
stéjﬁé jako v kroku 2.2./ o 24 \moh.‘.;hk)\procentech- chloridu cesného.
Po zataveni kyvet je material pfipraven pro h&stotni frekecionaci
pFi 38§ 000 ot/min,+10%°C, 8 hodin ve vertikdlnim rotoru Beckman
typ: VTi 50. | | |

Po skont€zani centfifugace je od vrcholu centrifuga®ni zkumavky

" odebré&m roztok‘ai do hustoty 1,25 g/cm3,.obéahujiqi HBsAg,oznadlen
- "CsCl a". |

Materidl o vy381 hustot& obsahuje vé&t3inu neZddoucich sérovych'

bilkovin 2 neaf d#le zpracovdvién.

Do centrifugeinich kyvet rotoru Beckman typ: SW 40 je pripraveno
po 1® ml1 linedrniho gradientu chloridu cesného v pufru TENa /slo~
Zeni shodné jako u kroku 2.2./, 8 8% 32 Lmehiischiin procent chlondu cesneho,
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Takto pfiprevény gradient je podvrstven 3 ml aktivni frakce.
ncsCl A" z kroku 3.2., zahu3t&né na je&nﬁ pétinu ziSkaného objemu
o ptedem doupravené priddnim pevnéh§ chloridu cesného na hustotu.
1,32 g/em .
Vzofky jsou ceptrifugovény v rotoru SW 40 pri 35 000 ot/min,
+5°C, po dobu 20 hodin.
Alternativn® lze pouzit pfi v&t3fch objemech s vyhodou vertikdlnf
rotof VTi'50. Do centrifugednich kyvet o deklarovaném objemu
39m1 je pfipraveno po 30 ml linedrniho gradientu chloridu cesného /
/8 az 32 véhovych procent/. Gradient je podvrsivem 9m1 aktivni
frakce'"CsCltA", predem.doupravené jako v predchozim pr{ipadé
nafhustotu 1,32 g/cm3. Takto je mo¥no frakcionovat p¥i 35 000 ot/mfi
8 hodih, +10°¢, najednbu 72 ml sktivni frakce "CsCl A",
Po skoneni centrifugece je materisdl fraekcionovén odbdrem shora
na 50 frokci. Jednotlivé frakce jéou analyzovény na pfitomnost
.iBsAg a sérovych bilkovin metodou radiéini imunodifuze.

Aktivni frekce s minimdlnim obsahem sérovych bilkovin jsou spojeny

a dlalyZOVany proti TENa pufru /sloZeni . shodné Jjako v kroku 2.2. /-
a koncentrovédny na 1/20 objemu spojenjch frakei. Ziskany xoncentrs
je oznaden "CsCl B" a Jje uchovévén pri -20°C.

Rychlbétni frekcionace v sacharozovém gradientu

Aktivni koncentrdt "CsCl B" je nenesen v objemech 0,2 nl na vrchol
stabilizovaného /18 aZ 24 hodiﬁ pri +4°C/ linedrnihe sacharozov4ého
grodientu /9 aZ 21 objemovjéh procent sacharozy v TENe pufru/stej-
ného slo¥*ani Jjsko v kroku 2.2.//, pPipraveného v polyallomerovych
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nebo nitrocelulozovychwzkumaVkéch rotoru Beckmen typ: SW 40.

Po nésledujici‘Centrifugaéi_v rotoru SW 40 pPi 40 000 ot/min,
+59¢, wit 300 x 10°, je materidl frakcionovén bud odbdrem shora
jeko v predchozim pripad&, nebo ode dna a analyzovén stajnym zpla-
sobem gako v kroku 3.3, i "

Aktivni frekce neobsahujici sérova bilkoviny Jsou spojeny a dialy-
zovdny proti pufru: 0,01:M fosfdt, 0,15 M chlorid sodny, pH 7,2
/PBS/. o

Adjustace a anélyza purifikdtu HBsAg

Konedny purifikat po dialyze proti PBS pufru/sloZeni stejné jako

v ‘kroku 4.1,/ Jje analyzovén,spektrofotometricky a adjustovéan na
' 280nm

obsah bilkovin: 1mg/1ml/}E1omg/m1 37,3/, rozplnén po alikvotech

1mg a uchovavan pii -20°¢.

Kvalita purifikétu je ovérena spektrofotometricky stanovenim
pom&ru aminokyselln tryptofan/tyr031n, stanovenim koncentrace
bllkovin metodou Lowry, koncentrace HdsAg metodou radioimunodi-
fuze a specifické koncentrace HBsAg v produktu.

Vysoky obsah détekovaného tryptofanu, vysokﬁ extink®ni koeficient
a vysoka specifickd koncentrace jsou ulazatell vysoka kvality

purifikatu.
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Zpasob purifikace povrchového antigenu hepatitidy B/ HBsAg/q .

vyznadujici se tim, %e na povrchovy antigen hepatitidy B z 1lid-

ského séra, konvertované plazmy nebo kultivaéniho média produkénich
linii.tkénovych kultur se pisobi polyethylénglykolem o vysled-
né koncentraci 4 a¥ 77objemovych procent, pri pH 6,8 a% 7,4

a po odstfedénl se plsobi polyethylenglykolem o vysledné koncen-

' traci 6 aé 15 objemovych procent, p¥i pH 3,5 aZ 7 0 a po odstreds-

ni se sediment zpracovévé dvakrét hustptni frekcionaci v médiu.

chloridu cesného o hustotd 1,2 aZ i,35 g/cm3 a po odstred&nf

se sediment zpracovavd rychlostni frakcionaci v médiu sacharézy.-
Zpisob purlfikace podle bodu 1, vyznaéuaici se tim, Ze p¥i

prvnim plsobeni polyethylenglykolu Jje Jjeho vysledni koncentrace
5,5 objemovych procent pfi pH Ty2e

Zplsob purifikace podle bodu 1, vyznadujici se tim, %é p¥i ‘
druhém p&sobeni polyethylenglykolu je jeho vyslednd koncentrace
7,9 objemovych procent pri pH 4,5. '

Zptsob purifikace podle bodu lyvyznaéujicilse tim, Ze pri
hustotni frakcionaci jé frakcionoveny materidl podvrstveny tak,
aby.frakciohace se dosghla flotacf. '

Zpisob purifikace podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze gradient}iuf

‘totniho médim chloridu cesného se pfiprevuje zmrazenim médie .

na teplotu niééi net -10°C a naslednym rozmrazenim pri teploté

»

-5 a3 +50°C, s vyhodou pri +10°C.

Vytlskiy Moravské tiskarské zévody, ~Cena: 240 Kis
~ provez 12, Leninova 21, Olomouc .
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