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Oslabena populace lidského rotaviru

Oblast technik

Vynalez se tyka novych vakcinagnich prostfedkil, zplsobu jejich viroby a jejich pouZiti v 1€¢be.
Zv1aste se pak predkladany vynalez tyka novych rotavirovych vakcinaénich prostiedki.

Dosavadni stav techniky

Akutni, infek¢ni prijem je pfedni pfi¢inou onemocnéni a smrti v mnoha svétovych oblastech.
V rozvojovych zemich je dopad priljmového onemocnéni ohromujici. Pro Asii, Afriku a Latins-
kou Ameriku bylo odhadnuto, Ze zde existuji tfi aZ Ctyfi biliony pfipadi prijmu kaZdy rok a
Z téchto pFipadi pfibliZné pét az 10 miliond konéi smrti (J. A. Walsh se spoluautory, N. Engl. J.
Med. 301, 967-974, 1979).

Rotavirus byl rozpozman jako jedna z nejdileitéjich pidin tézkého priijmu u kojenci a malych
déti (M. K. Estes, Rotaviruses and Their Replication in Fields Virology, 3. vydani, vydano
Fieldsem a spol., Raven Publishers, Philadelphia 1996). Odhaduje se, Ze rotavirové onemocnéni
je zodpovédné za vice neZ 1 milion umrti roéné. Rotavirem indukovana nemoc nejbéznéji plsobi
na déti mezi 6 a 24 mésici Zivota a vrcholné roziifeni onemocnéni obecn& nastava bé¢hem chlad-
n&jich mésich v umirnéném podnebi a b&hem celého roku v tropickém podnebi. Rotaviry se
typicky pienadeji z osoby na osobu fekaln€ ordlni cestou s inkubaéni dobou pfiblizné od 1 do
3 dnii. Oproti infekei u vékové skupiny 6 aZ 24 mésicl jsou novorozenci obecné bez pfiznaki
nebo maji jen slab¥i onemocnéni. Na rozdil od tézkého onemocnéni s nim? se obvykle stietavame
u malych déti je v&tdina dospélych chranéna v disledku pfedchozi rotavirové infekce, takZe vét-
$ina infekci u dospélych je mirna nebo bez piiznaki (P. A. Offit se spoluautory, Comp. Ther.
8(8), 21-26, 1982).

Rotaviry jsou obecné kulovité a jejich nazev je odvozen od jejich odliSené vnitfni a vnéj$i, nebo
dvouplistové struktury kapsidu. Dvouplastova kapsidova struktura rotaviru typicky obklopuje
vnitini bilkovinny obal & jadro, obsahujici genom. Genom rotaviru se sklada z 11 segmentd
dvouvldknové RNA, kterd koduje pfingjmendim 11 odii$nych virovych bilkovin. Dv€ z téchto
virovych bilkovin, oznadované jako VP4 a VP7 jsou uspoiddany vné dvoupladtové kapsidové
struktury. Vnitini kapsid rotaviru pfedstavuje jedna bilkovina, jiZ je rotavirova bilkovina, ozna-
Covana jako VP6. Pomérna dileZitost téchto tf konkrétnich rotavirovych bilkovin ve vyvolani
imunitni odpovédi, kterd nasleduje po rotavirové infekei, neni znama. Presto v3ak bilkovina VP6
uréuje skupinovy a podskupinovy antigen a bilkoviny VP4 a VP7 jsou determinanty sérotypové
specifinosti.

Bilkovinou VP7 je glykoprotein o molekulové hmotnosti Mw = 38 000 (nebo Mw = 34 000,
pokud neni glykosilovan), ktery je translaénim produktem genomického segmentu 7, 8 &i 9,
v zavislosti na kmeni. Tato bilkovina stimuluje nasledné po infekei rotavirem vytvafeni hlavnich
neutralizujicich protilatek. Bilkovinou VP4 je neglykosylovanid bilkovina o Mw = piibliZzné
88 000, ktera je translaénim produktem genomického segmentu 4. Tato bilkovina také po rota-
virové infekei stimuluje neutralizujici protilatky.

Vzhledem k tomu, Ze bilkoviny VP4 a YP7 3sou virovymi bilkovinami, proti nim# jsou namifeny
neutralizujici protilatky, jsou povaZovany za prvotni kandidaty pro vyvoj rotavirovych vakein,
poskytujicich ochranu vii¢i rotavirovym onemocnénim.

Je znamo, Ze piirozena rotavirovd infekce béhem ranného détstvi vyvolavd ochrannou imunitu.
Vakeina na bazi Zivého oslabeného rotaviru je proto velmi Z4douci. S vyhodou by se mélo jednat
o orélné podévanou vakeinu, nebot tato cesta je pfirozenou cestou infekce virem. Casny vvoj



—

CZ 302173 B¢

vakeiny k prevenci rotavirovych infekci zapocal v sedmdesatych letech po objevu viru. Nejprve
byly studovany oslabené kmeny od zvifat &i lidi a ziskany byly smisené vysledky &i vysledky
prinasejici zklamani. Pozdéji se sili zaméiilo na lidské—zviteci reasortanty (opétné vytfidéné
typy) a bylo mnchem aspésnéjsi.

Naptiklad v publikaci autorii Midthun et al., J. of Clinical Microbiology, 1986, 24(5): 822-826 se
popisovala izolace reasortanti odvozenych od koinfekce tkafovych kultur standardnimi rotaviry
rhesus nebo bovinnimi a lidskymi rotaviry nékolika sérotypti.

10 Rotavirovy kmen, znamy jako 89-12, byl popsin Wardem, viz patent US 5474 773 a D. L.
Bernsteinem se spoluautory, Vaccine 16(4), 381-387, 1998. Kmen 89-12 byl izolovan z podkla-
dového drubu, shroméazdéného od &trnéctiletého ditéte s pirozenym rotavirovym onemocnénim
vroce 1988. Podle patentu US 5 474 773 byl lidsky rotavirus HRV 89-12 poté pro kultivaci
adaptovan dvouitym pasazovanim v priméarnich buiikach opi¢ich ledvin (African Green Monkey

s Kidney /AGMK/ cells) a &tyinasobnym pasazovanim v buiikich MA-104, jak popsal Ward v J.
Clin. Microbiol. 19, 748-753, 1984. Poté byl &istén plakovou metodou, trojnasobné v buiikich
MA-104 (do 9. pasdzovani) a po dvojim p¥idavném pasaZovani byl péstovan v téchto burikach.
Jedno piidavné pasdZovani bylo uskutednéno (12. pasazovani) pro ulozeni v ATCC (American
Type Culture Collection, Americké sbirce typa kultur) pod pririistkovym &islem ATCC VR 2272.

20 Ulozeny kmen je znamy jako 8§9-12C2.

Clanek v &asopisu Vaccine z roku 1998 Bernsteina a spoluautortl je dale uvadén jako ,Elanek ve
Vaccine (1998)“. Tento ¢lanek popisuje bezpeénost a imunogenitu oratng podavaného pfipravku,
aspirujiciho na Zivou vakcinu lidského rotaviru. Tato vakcina byla z kmene 8912, oslabeného
25 pasaZzovanim bez plakového vycisténi dvacetiSestinasobné v primarnich AGMK buiikach a poté
sedmindsobnym pasazovanim v ustanovené bunééné linii AGMK (celkem 33 pasdzovani).

V tomto popisu vynalezu bude vy$e zminény materidl, ktery byl pravidelné dvacetidestinasobné
pasazovan, dile oznadovan jako P26 a material, ktery byl pravidelng tiiatficetindsobng pasaio-

30 van, bude oznaCovan jako P33. Obecné bude rotavirus, ziskany n—nasobnym pasaZovanim kmene
89--12, oznadovan jako Pn,

V nasledujicich Prikladech byl material P33 dale pétinasobné pasazovan ve Vero—burkach. Ten
Je pak oznacen jako P38.

35
Isolaty P26 a P33, popsané v &lanku ve Vaccine (1989), nebyly uloZeny ve sbirce kultur, ani
nebyly analyzovany ke stanoveni jejich genetické charakterizace.

10 Podstata vynalezu

Nyni bylo zjisténo, Ze populace P26, popsana v literatufe, zahrnuje smés druhii (variant). To bylo

prokdzano genetickou charakterizaci, jak je popséno dale (viz Piiklady). P26 tedy neni spolehtivé

shodnou populaci pro dalii pasaZzovani a zvlasté pro vyrobu vakcinacnich davek. Podobng P33
43 zahrnuje smés variant a neni spolehlivé shodny pro vyrobu vakcinaénich davek.

Bylo zjisténo, ze materidl P26 je smési alespoii tii variant genu VP4, P33 a P38 jsou podobng
smési dvou variant. Tyto varianty se zdaji byt, pokud se tyka neutralizadnich epitopl, antigenné
odlisné od kmene 89—12C2, ulozeného v ATCC, pokud jsou stanoveny titry neutralizujicich pro-

50 tilatek ze séra kojenci, okovanych pomoci P33 viigi témto variantam. To je doloZeno na Obr. 3
(a—d)

Déle bylo zjidténo, ze pokud je material P33 podévan kojenciim, jsou replikovany a vylucovany
dvé identifikované varianty. Ze 100 otkovanych kojenci jen 2 vykazali znamky gastroenteritidy,
55 zpsobené rotavirovou infekei, zatimco ze skupiny, dostavajici placebo, bylo infikovano 20 %.



10

20

30

35

40

45

50

55

CZ 302173 B6

Tato zjisténi ukazuji, e identifikované varianty jsou asociovany (spojeny) s ochranou vici rota-
virovému onemocnéni. Predkladany vynalez poskytuje zpisob oddéleni rotavirovych variant a
zlepSenou Zivou oslabenou rotavirovou vakeinu, ziskanou z klonovaného (homogenniho) lidske-
ho kmene rotaviru.

Podle prvniho aspektu tedy predkladany vynalez poskytuje oslabenou rotavirovou populaci (izo-
lovanou), charakterizovanou tim, Ze obsahuje jedinou variantu nebo v podstaté jedinou variantu a
tato varianta je definovana nukleotidovou sekvenci, kodujici alespoft jednu z hlavnich virovych
bilkovin, oznaéovanych jako VP4 a VP7.

Rotavirova populace podle vynalezu je s vvhodou klonovanou variantou.

Populaci, obsahujici jedinou variantu nebo v podstaté jedinou variantu, se mini rotavirova popu-
lace, ktera neobsahuje vice nez 10 %, lépe obsahuje méné nez 5 % a nejlépe méné nez 1 % odlis-
né varianty nebo odli$nych variant. Virova populace mitze byt vy¢idt€na do homogenity (stejno-
rodosti) nebo v podstaté do homogenity pasaZovanim na vhodnych typech bunék, nebo provede-
nim Fady jednoho nebo vice krokd klonovani.

Vyhodou tohoto vynélezu je to, Ze populace, obsahujici jedinou variantu, je mnohem vhodné;jsi
pro formulaci shodné vakcina¢ni davky. Za zvyseni Géinnosti prevence rotavirové infekce mohou
byt rovnéz asociovany (pfipojeny) konkrétni varianty, definované svymi nukleotidovymi sekven-
cemi, kodujicimi hlavni virovou bilkovinu.

V jednom upfednostiiovaném aspektu jedinou variantou nebo v podstaté jedinou variantou rota-
virové populace podie vynalezu je ta varianta, u niz gen VP4 zahrnuje nukleotidovou sekvenci,
obsahujici alespoii jedno z nasledujicich uspofadani: adeninovou bazi (A) v poloze 788, adenino-
vou bazi (A) v poloze 802 a thyminovou bazi (T) v poloze 501 od pogateniho (startovaciho)
kodonu,

V dalsim aspektu jedinou variantou nebo v podstaté jedinou variantou rotavirové populace podle
vynalezu je ta varianta, u niZ gen VP7 zahrnuje nukleotidovou sekvenci, obsahujici alespoii jedno
z nasledujicich uspotadani: thymin (T) v poloze 605, adenin (A) v poloze 897 nebo guanin (G)
v poloze 897 od potatedniho (startovaciho) kodonu. Vyhodnéji je v poloze 897 adenin (A).

V upfednostiiovaném aspektu ma jedina varianta populace podle vynalezu adenin (A) v polohéch
788 a 802 a thymin (T) v poloze 501 od pog&ateniho (startovaciho) kodonu genové sekvence
VP4,

V jiném upfednostiiovaném aspektu ma jedina varianta populace podle vyndlezu thymin (T)
v poloze 605 a adenin/guanin (A/G) v poloze 897 od potateniho (startovaciho) kodonu genové
sekvence VP7. Nejvyhodné&ji je v genové sekvenci VP7 adenin (A) v poloze 897.

Ve zvlatd upfednostiiovaném aspektu ma jedina varianta populace podle vynalezu adenin (A)
v polohach 788 a 802 a thymin (T) v poloze 501 od potatetniho (startovaciho) kodonu genoveé
sekvence VP4; thymin (T) pak v poloze 605 a adenin/guanin (A/G) v poloze 897 od pogateéniho
(startovaciho) kodonu genové sekvence VP7. Nejvyhodngji je v genové sekvenci VP7 adenin (A)
v poloze 897.

V jiném aspektu zahrnuje jedina varianta nukleotidovou sekvenci, kédujici bilkovinu VP4, kde
tato nukleotidova sekvence je stejna jako sekvence uvedena na Obr. | a/nebo zahrnuje nukleoti-
dovou sekvenci, kédujici bilkovinu VP7, kde tato nukleotidova sekvence je stejna jako sekvence,
uvedend na Obr. 2.

Predkladany vynalez také poskytuje zpiisob vyroby rotavirové populace, obsahujiciho v podstaté
jedinou variantu, pfiGemz tento zpiisob zahrnuje kroky, v nichZ se:
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— rolavirovy preparat pasazuje ve vhodném bunééném typu;

- wvolitelné vybere homogenni kultura za pouziti kroki, v nichZ se
a) vyuzije limitniho zfedéni; nebo
b) vyuzije izolace jednotlivého plaku; a

— ovefi pfitomnost v podstaté jediné varianty tak, Z¢ s¢ provede sekvenéni stanoveni pfisluini
oblasti genové sekvence VP4 a/nebo VP7,

Sekvencni stanoveni se mize vhodné provadét postupem kvantitativni nebo semikvantitativni
hybridizace, jako je hybridizace typu ,,slot blot™ nebo plakova hybridizace.

Zvolenou variantou je s vyhodou varianta, ktera se aplikuje a vylu¢uje po podani vychoziho
(startovaciho) rotavirového preparatu lidskému subjektu, zejména pak ditéti.

Vysledna klonovana virova populace, vznikla zpisobem podle tohoto vynalezu, mize byt zmno-
Zena dalSim pasaZovanim ve vhodné bunééné linit.

Vhodné bunéiné typy pro pasaZovani rotavirové populace v diive zminéném zpiisobu zahrnuji
buiiky opicich ledvin (AGMK cells. African green monkey kidney celis), kterymi mohou byt
zaloZzené bunéiné linie nebo prvotni AGMK buiiky. Vhodné AGMK bunééné linie zahrnuji
napfiklad linie Vero (ATCC CCL-81), DBS-FRhL-2 (ATCC CL-160), BSC-1 (ECACC
85011422) a CV-1 (ATCC CCL-70). Vhodné jsou také MA—-104 (makak rhesus) a MRC-5 (lid-
ské — ATCC CCL-171) bunééné linie. Pro amplifikaéni Gcely (zesileni populace) se zvlasts
upiednostriuji buiiky Vero. Pasazovani v buitkach Vero poskytuje vysoky vytézek viru.

Postupy k ovéfeni, zda ve virové populace, ziskané popsanym zplisobem, existuje jedina varianta
a ke stanoveni povahy této jediné varianty zahrnuji standardni sekvenaéni nebo hybridizaéni
postupy, které jsou v oboru znamé a jsou zde dale popsany.

V upfednostiiovaném aspektu se zpisob podle vynalezu provadi za pouziti vhodného rotaviru,
zejména rotaviru, majiciho charakteristiky kmene 89—12 nebo jeho pasazovaného derivatu.

Zv1asté uptednostiiovanou populaci o jediné variantd je P43, ktera byla ziskana z P33 (izolované-
ho tidského rotaviru, pasazovancho tiiatficetinasobné v kultufe na vhodnych bunéénych typech)
sérii klonovacich kroki koncového zfedéni a nasledné pasazovanim klon: sho materialu ve
Vero buiikach k jeho posileni,

Populace P43 byla podle ujednani Budapest'ské dohody uloZena v Evropské sbirce Zivo&isnych
bun&énych kultur ve Vyzkumné a produkéni taboratofi vakcin Laboratorni sluzby vefejného
zdravi, v Centru pro aplikovanou mikrobiologii a vyzkum (v ECACC, European Collection of
Animal Cell Cultures, Vaccine Research and Production Laboratory, Public Health Laboratory
Service, Centre for Applied Microbiology and Research), v Porton Down, Salisbury, Wiltshire,
SP4 0JG, ve Spojeném Kralovstvi, a to dne 13. srpna 1999 pod ukladacim &islem 99081301.

Ackoli tato uvedend vefejna dostupnost je nejjednodussim zpiisobem jak ziskat lidsky rotavirus
P43, neni vcelku nemozné nebo nepravdépodobné, ze podobné a funkéné v podstaté totoZné
rotaviry by mohly byt vyrobeny témito nebo jinymi zpisoby podle poznatkii tohoto vynalezu.
Takové funkéné v podstaté totozné rotaviry jsou povazovany za biologicky rovnocenné lidskému
rotaviru P43 podle tohoto vynélezu a spadaji tedy do obecného rozsahu predkladaného vynalezu.
Rozumi se tim tedy, ze vyndlez zahrnuje rotavirové populace, majici charakteristiky varianty
P43, jak je zde popsana.

Rovnéz je tedy ziejmé, Ze vynalez zahrnuje material, odvozeny od uloZeného P43 ECACC
99081301 tak, Ze je podroben dalsimu zpracovani, jako je jeho rozmnoZovani daldim pasazova-
nim, klonovanim, nebo jinymi postupy, vyuZivajicimi Zivy virus, nebo jakoukoli modifikaci P43,
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vietné postupll genetického inZenyrstvi nebo opétného vytiideni. Takové kroky a postupy jsou
v oboru dobfe znamé.

Materialy, odvozené od P34, které jsou chranény vynalezem, zahrnuji bilkovinny a geneticky
materidl. Zvlastni pozornost zasluhuji reasortni (opdtovné vytiidéné) rotaviry, které obsahuji
alespoii jeden antigen nebo alespoit jeden segment P43, naptikiad reasortni rotaviry, obsahujici
virulentni kmen rotaviru, v némz2 byla jedna ¢ast jednoho z 11 genomovych segmentii nahrazena
genomovym segmentem nebo jeho &asti z P43. Vhodné vlastnosti mohou mit zejména reasortni
rotaviry, v nich? segmentem nebo &astednym segmentem, kédujicim NSP4, je segment nebo
t4stedny segment P43, Reasortni rotaviry a zpisoby jejich pripravy jsou dobfe znimé (viz
R. H. Foster a A. J. Wagstaff, Tetravalent Rotavirus Vaccine, souborny &lanek. AIDS drug eva-
luation, BioDrugs, Gev 9(2), 155-178, 1998).

Zvl43té zajimavymi materialy jsou potomstvo P43 a imunologicky aktivni derivaty P43. Imuno-
logicky aktivnimi derivaty se mini materialy, ziskané z viru P43, zvI48t& pak antigeny tohoto
viru, které jsou schopné vyvolat imunitni odpovéd’, pisobici proti rotaviru po jeho injikaci do
hostitelského zvirete.

P¥i adaptovéni rotaviru na vhodnou bun&énou linii, naptiklad na buiiky Vero, miize byt nezbytné
plsobit na virus tak, aby se zbavil jakékoli zne€ist'ujici substance (kontaminantu), kterou mohou
byt jakakoli nahodila &inidla, kterd mohou byt pfitomna a ktera mohou pisobit kontaminaci.
V pripadé nahodilych {pFidanych) viri, citlivych vigi etheru, se pusobeni maze provadét pomoci
etheru, jak bude popsano dile. Pfedkladany vynalez se také tyka zahrnuti takového ovlivnéni
etherem jako volitelného kroku v celkovém postupu, ktery slouZi k ziskani oslabeného Zziveho
rotaviru nebo vakciny, ktera je s nim formulovana.

Do rozsahu pfedkladaného vynélezu patii také smési P43 s jinymi variantami rotaviru, napfiklad
s jinymi klonovanymi variantami, nebo s jinymi viry, zejména s jinymi oslabenymi viry. Takové
smési se hodi pro vakciny podle vynalezu, které jsou popsany déle.

Predkiadany vynalez také poskytuje vakcinu Zivého oslabeného rotaviru, kterd zahrnuje populaci
v podstaté jediné varianty, smisenou s vhodnou adjuvantni latkou nebo s farmaceutickym nosi-
cem.

Rotavirovou vakcinou podle vynalezu je s vyhodou monovalentni rotavirova vakcina, obsahujici
jediny kmen rotaviru.

Predkladany vynalez je zvlasté vyhodny vtom, Ze poskytuje vakcinu Zivého rotaviru, v niZ je
#ivoucim oslabenym rotavirem lidsky rotavirus a nevyvolava intususcepci.

Vhodné farmaceutické nosice pro pouZiti ve vakcing podle vynalezu zahrnuji ty, které jsou v
oboru znamé jako vhodné pro oralni podani, zvlasté pak détem. Takové nosi¢e zahrnuji, aniz by
se na né omezovaly, cukry, vicesytné alkoholy, aminokyseliny, hydroxid hlinity, hydroxid hofed-
naty, hydroxyapatit, talek, oxid titanigity, hydroxid Zzelezity, stearat hofeénaty, karboxymethyl-
celulézu, hydroxypropyl methylcelulézu, mikrokrystalickou celulézu, Zelatinu, rostlinny pepton,
xantan, karagen, arabskou gumu (klovatinu) a B—cyklodextrin.

Vyndlez rovnéz poskytuje zpiisob vyroby rotavirové vakciny, naptiklad lyofilizaci viru v pfito-
mnosti vhodnych stabilizitori nebo smisenim viru podle vynalezu s vhodnou adjuvantni latkou
nebo s farmaceutickym nosi¢em.

Vyhodné muze byt také formulovani viru podle vynalezu ve vehikulech (nosnych prostiedcich)
na bazi lipidi, jako jsou virosomy nebo liposomy, v emulzich oleje ve vodé nebo s ¢asticemi
nosice. Ve formulacich mohou byt alternativné nebo nadavkem zahrnuty imunostimulatory, jako
jsou ty, znamé v oboru pro oralng podavané vakciny. Takové imunostimulatory zahrnuji bakte-
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rialni toxiny, zvlasté cholerovy toxin (CT) ve formé holotoxinu (celé molekuly) nebo pouze
retézce B (CTB) a teplotné labilni enterotoxin z £. coli (LT). Mutované LT, které maji mensi
sklon k pfeméné na svou aktivni formu nez pfirodni LT, jsou popsany ve WO 96/06627.
WO 93/13202av US 5182 109.

Dalsimi imunostimulatory, které mohou byt vyhodné pouzity, jsou saponinové derivaty jako je
QS21 a monofosforyllipid A, zejména pak 3—de—O-acylovany monofosforyilipid A (3D-MPL).
Vycisténé saponiny jako ordlni adjuvantni latky jsou popsiny ve WO 98/56415. Saponiny a
monofosforyllipid A mohou byt pouzity jednotlivé nebo v kombinaci (viz napkiklad WO
94/00153) a mohou byt formulovany v adjuvantnich systémech spoleéné s jinymi ¢inidly. 3D—
MPL. je dobie zndmé adjuvans, vyrabéné firmou Ribi Immunochem, Montata a jeho vyroba je
popsanav GB 2 122 204,

Obecn4 diskuse o vehikulech a adjuvantnich latkach pro oralni imunizaci lze nalézt v publikaci
wVaccine Design, The subunit and Adjuvant Approach®, vyd. Powell a Newman, Plenum Press,
New York, 1995.

Vynilez také poskytuje zpisob vakcinace (ockovani) lidskych subjektd, zvlaste kojenci, poda-
nim (¢inného mnoZstvi vakcinacniho prostfedku podle vynalezu subjektu, ktery to potiebuje.
S vyhodou se podava ziva oslabena vakcina oralni cestou.

V upiednostiiovaném  aspektu je vakcinacni prostfedek podle vynalezu formulovan spolu
s antacidem pro minimalizovani inaktivace vakciny Zaludeéni kyselinou. Vhodné antacidové
slozky zahrnuji anorganické antacida jako naptiklad hydroxid hlinity AI(OH); a hydroxid hoted-
naty (Mg(OH),). Obchodné dostupné antacida, ktera jsou vhodna pro pouziti ve vynalezu, zahr-
nuji piipravek Mylanta™™ "™ iery obsahuje hydroxid hlinity a hydroxid hofecnaty. Ty jsou
ve vodé nerozpustné a jsou poskytovany v suspenzi.

Hydroxid hlinity je zvlasté upfednostiiovanou slozkou vakcinaéniho prostiedku podle vynalezu,
nebot’ milze poskytovat nejen antacidni piisobeni, ale i adjuvantni G&inek.

Vhodné pro pouZiti jako antacidni litky ve vakeing podle predkladaného vynalezu jsou také
organickd antacida, jako jsou karboxylatové sole organickych kyselin, Upfednostiiované antaci-
dum ve vakcinaénim prostfedku podle vynalezu obsahuje karboxyldtovou siil organické kyseliny,
s vyhodou sill kyseliny citronové jako je citrat sodny nebo citrat draselny.

Zvlaste upfednostiiované antacidum, které miZe byt pouzito ve vakcinaénim prostiedku podle
tohoto vynalezu, je nerozpustna anorganicka sil, uhtiitan vapenaty (CaCOs). Uhli¢itan vapenaty
Je schopny spojeni (asociace) s rotavirem a béhem spojeni s uhli¢itanem vapenatym je udrovéna
rotavirova aktivita.

K prevenci sedimentace uhliCitanu vapenatého b&hem kroku plnéni jsou v prostiedku s vyhodou
piitomna viskozni ¢inidla.

Mozna viskdzni ¢Cinidla, ktera lze pouzit, zahmuji pseudoplastické pridavné latky. Pseudo-
plasticky roztok je definovin jako roztok, majici pti stani vydsi viskozitu, nez je jeho viskozita
pfi protiepavani. Ptidavnymi latkami tohoto typu jsou pfirozené polymery jako je arabska guma,
adragantova guma, agar, alginaty, pektiny nebo polosyntetické polymery, jako napfiklad karbo-
xymethylceluloza (Tyloses C*), methylceluléza (Methocels A”, Viscotrans MC®, Tylose MH® a
MB®¥), hydroxypropylceluléza (Klucels®) a hydroxypropylmethylceluiéza (Methocels E* a K,
Viscotrans MPHC®). Obecné se tyto pseudoplastické pomocné latky pouZivaji spole¢né s tixo-
tropnimi &inidly. Jinymi viskoznimi ¢inidly, ktera je mozné pouzit, jsou pseudoplastické pomoc-
né latky s malou kapacitou toku (tekutosti). Tyto polymery, v dostateéné koncentraci, umoziuji
vznik uspofadani strukturované tekutiny, vysledkem ¢ehoz je roztok o vysoké viskozits, majici
pi stani nizkou kapacitu tekutosti. K umoznéni toku a pfevadéni je pak potieba vynalozZit uréité
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mno¥stvi energie. K dotasnému zrudeni uspofadani strukturované tekutiny pro ziskani tekutého
roztoku jsou potiebné vn&jsi energie (protfepavani). Ptiklady takovych polymeri jsou latky
Carbopols” a xanthanova guma.

Tixotropni pomocné latky ziskaji stanim gelovou strukturu, zatimco pfi protfepavani vytvareji
tekuty roztok. Piiklady tixotropnich pomocnych latek jsou: Veegum” (kiemiditan hofecnato—
hlinity) a Avicel RC” (piblizné 89 % mikrokrystalické celulozy a 11 % sodné karboxymethy!-
celuldzy).

Vakcinaéni prostfedek podle pfedkladaného vynalezu s vyhodou obsahuje viskézni éinidlo, zvo-
lené z xanthanové gumy nebo Skrobu.

Vakcinaéni prostfedek podle predkladaného vynalezu je tedy s vyhodou formulovan s kombinaci
vhli¢itanu vapenatého a xanthanové gumy.

Ostatni slozky prostfedku, pouZitého ve vynalezu, vhodné zahrnuji cukry, napiikiad sacharézu
a/nebo laktozu.

Vakcinagni prostiedek podle vynalezu mize obsahovat ptidavné slozky, zahrnujici napfiklad
prichuté (zejména pro oralné podavanou vakeinu) a bakteriostaticka Cinidla.

U vakcinacniho prostiedku podle vynalezu se predpokladaji rizné zpasoby presentace (piedkla-
dani).

V jednom upfednostiiovaném ztélesnéni se vakcina podava jako kapalny prostiedek. Kapalny
prostiedek se s vyhodou vytvaii pfed podéanim alespofi z nasledujicich dvou slozek:

i) virova slozka

ii) kapalna slozka

V tomto ztélesnéni jsou virova slozka a kapalna slozka normalné ptitomné v oddélenych zasob-
nicich, které vyhodné mohou byt oddélenymi oddily jedine nadobky, nebo miize jit o oddélené
nadobky, které mohou byt spojeny takovym zpisobem, Ze konedny vakcinaZni prostfedek je
rekonstituovan (opétné vytvoren) bez jeho vystaveni vzduchu.

Pred rekonstituovanim mize byt virus v suché nebo kapalné formé&. Virova slozka je s vyhodou
lyofilizovana. Lyofilizovany virus je mnohem stalejsi nez virus ve vodném roztoku. Lyofilizova-
ny virus miize byt vhodné rekonstituovan za pouziti kapalného antacidniho prostfedku k vytvo-
teni kapalného vakcinaéniho prostfedku. Jinou moznosti je rekonstituce lyofilizovaného viru
vodou nebo vodnym roztokem a v takovém pfipadé smés lyofilizovaného viru s vyhodou obsahu-
je antacidni slozku.

Vakcinaéni prostredek s vyhodou obsahuje virovou slozku, formulovanou s uhligitanem vapena-
tym a xanthanovou gumou v jednom oddilu nebo nadobé a ta je rekonstituovana vodou nebo
vodnym roztokem, pfitomnym v druhém oddilu nebo nadobé.

V jiném upiednostiiovaném ztélesnéni je vakcinacni prostiedek prostiedkem v pevné formé,
s vyhodou lyofilizatem, ktery je vhodny pro okamZité rozpudténi po vloZeni do ast. Lyofilizované
prostiedky mohou byt vyhodné poskytovany ve formé tablet v farmaceutickém baleni do blistru.

V jiném aspektu vynilez poskytuje rotavirovou vakeinu ve formé rychle se rozpoustéjici tablety
pro oralni podani.
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V Jiném aspektu vynalez poskytuje prostiedek, obsahujici zivy oslabeny kmen rotaviru, zejména
kmen lidského rotaviru, piicemz je tento prostiedek lyofilizovanou pevnou latkou, schopnou
okamzit¢ho rozpusténi po viozeni do Ust.

Rychle se rozpousigjici tableta podle vynilezu se v astech subjektu s vvhodou rozpousti dosta-
te¢ne rychle, aby se predeslo bobtnani nerozpusténé tablety. Tento piistup je zvlaité vyhodny pro
pediatrické rotavirove vakeiny.

Virem je s vyhodou Zivy oslabeny lidsky rotavirus, ktery je formulovan s anorganickym antaci-
dem jako je uhlicitan vapenaty a s viskéznim ¢inidlem, jako je xanthanova guma.

Dalsim aspektem piedkladaného vynilezu je poskytnuti lyofilizované formy prostiedku, kde
virovou slozkou je jakykoli kmen rotaviru, ktery je formulovan s uhliitanem véapenatym a
s xanthanovou gumou.

Vakeiny podle vynilezu mohou byt formulovany a podavany znamymi technikami, za pouziti
vhodného mnoZstvi Zivého viru k poskytnuti G&inné ochrany viici rotavirové infekci bez vyznam-
nych VLdlebth uunku v typlckych vakcinach., Vhodnym mnozstvim zivého viru bude obvykle
mnozstvi mezi 10" a 107 ffu (focus forming units, jednotek, vytvérejicich loZisko) na davku.
Typicka davka vakciny miize zahrnovat 10° a 10° ffu na davku a muze se podavat v nékolika
diltich davkach béhem uritého casového obdobi, napiiklad ve dvou dildich davkach, podava-
nych ve dvoumési¢nim intervalu. Piinosu lze oviem dosdhnout i rozdélenim na vice nez dvé
davky, napfiklad na 3 anebo 4 davky, zvlasté v rozvojovych zemich. Intervaly mezi jednotlivymi
davkami by mély byt priblizng v délce dvou mésict. Optimalni mnozstvi zivého viru pro jednu
davku nebo pro viceddvkové uspofadani a optimalni natasovani davek miize byt zjisténo stan-
dardnimi studiemi, které zahrnuji sledovani titrii protilatek a jinych odpovédi, pozorovanych u
subjekti.

Vakeina podle vynalezu mize také obsahovat jiné vhodné Zivé viry pro ochranu viéi jinym one-
mocnénim, napfiklad poliovirus. Alternativné mohou byt jiné vhodné vakciny s obsahem zivého
viru pro oralni podavani poskytovany v oddélené davce, ale pfi stejné prilezitosti jako prostiedek
rotavirové vakciny podle vynalezu.

Piehled cbrazki na vvkresech

Popis pro Obr. 3{a—d)

Séra dvandcti déti ve stafi 4 az 6 mésicli o¢kovanych materidlem P33, jak je popsan v ¢lanku ve
Viccine (1998), byla testovana vzhledem k neutralizaci P33, P38, P43 a 8912 C2.

Rozmezi neutralizaénich titrii viech testovanych sér je stejné pro P33, P38 a pro P43. Statisticka
analyza neukazala zadny statisticky vyznamny rozdil v celkovych neutraliza¢nich titrech vzhie-
dem ke vsem témto tfem viriim. To ukazuje, ze konformaéni a nekonformaéni neutralizadni epi-
topy P33. P38 a P43 jsou stejné dobfe rozpoznavany anti-P33 séry kojencii, oékovanych pomoci
P33. Toto pozorovani nepfimo ukazuje, Ze neutralizaini epitopy, odkryté v tomto stanoveni
in vitro, se mezi P33, P38 a P43 nelisily.

Rozmezi neutraliza¢nich titri P89—12 C2 se oviem od P33, P38 a P43 vyznamné lidilo. Toto
pozorovani ukazuje, ze konformacni a nekonformaéni neutralizaéni epitopy P33, P38 a P43
nejsou stejné dobie rozpoznavany anti—P33 séry kojencii, oékovanych pomoci P33. Toto pozoro-
vani nepfimo ukazuje, ze neutralizadni epitopy, odkryté v tomto stanoveni in vitro, se lisily mezi
39-12 C2 a P33, P38 a P43.

Nasledujici Priklady oziejmuji vynalez.
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Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1: Prokazani toho, ze kmen 89—12 je pii pasaZi 26 (P26) smési variant
Sekvenovani genit VP4 a VP7 z riznych pasazovani

Provedeno bylo sekvenovani genii VP4 a VP7 z pasaze P26 (primarni AGMK buiiky), pasaze
P33 (zavedena /jako opak primérmi/ AGMK bunééné linie), pasaze P41 a pasaze P43. Celkova
extrahovana DNA byla reversné pfepsana a amplifikovana (zesilena) v PCR (polymerase chain
reaction, polymerazové reakci fetézce) v jedné zkumavce/1 krok.

Primery (startéry) Rota 5bis a Rota 29bis amplifikovaly cely gen VP4 a primery Rota 1 a Rota
2bis amplifikovaly cely gen VP7. Material z PCR byl sekvencovan za pouziti riiznych primerl
{viz Tabulka 1).

Sekvence pasaze P26 se lisila od sekvence pasaze P33 tfemi bazemi (v polohach 501, 788 a 802
part bazi od startovaciho kodonu) u VP4 a tfemi bazemi (v polohach 108, 605 a 897 pari bazi od
startovaciho kodonu) u VP7,

Zobrazeni (skeny) pasaze P26 genii VP4 a VP7 ukazuji ve zmutovanych polohach pfitomnost
sekvence pasaze P33 jako zdkladu. Z toho je zfejmé, ze pasaz P26 je smési alespoii dvou variant.

Zobrazeni (skeny) pasaze P33 vyhliZeji homogenné pro VP4 a heterogenné pro VFP7 (viz Tabul-
ka 2).

Pasaz P38 (odvozena od pasaze 33) byla pétinasobné pasdZovina na buiikach Vero a vykazala

stejny soubor sekvenci VP4 a VP7 jako pasaz P33 (bunééna linie AGMK). Mezi P33 a P38 tedy
nebyly zadné v&t3i zmény v populacich.

Tabulka 1: Qligonukleotidy, pouZité pro RT-PCR a sekvenovani

nazev sekvence poloha
VPT7 | Rota 1 GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG|-49 az -2
Rota 1bis |GGT TAG CTC CTT TTA ATG TAT GGT A -16 az 10
Rota 2bis | GGT TAG CTC CTT TTA ATG TAT GGT A 1014-988
Rota 7 GGT CAC ATC GGA CAATTC TAATCT AAG 266-287
Rota 12 CAA GTACTC AAA TCAATG ATG G 372-394
] Rota 46 TGTTGA TTT TTC TGT CGA TCC AC 651-682
i GGT TGC TGA GAA TGA GAA ATT AGC TAT
Rota 18 | AGT GG 682-651
CCA CTA TAG CTA ATT TCT CAT TCT CAG
CAA CC
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VP4

Rota 5
Rota 6
Rota 5bis
Rota 6bis
Rota 25

Rota 26
Rota 27bis
Rota 28
Rota 31
Rota 32
Rota 45
Rota 53
Rota 54
Rota 55
Rota 40
Rota 39
Rota 33
Rota 34
Rota 29bis

TGG CTT CGC CAT TTT ATA GAC A

ATT TCG GACCAT TTA TAA CC

TGG CTT CAC TCATTT ATA GAC A

ATT TCA GAC CAT TTA TAA CCT AG

GGA GTA GTA TAT GAA AGT ACA AAT AAT
AG

CTATTATTT GTA CTT TCA TAT ACT ACT CC
TCG ATA CAG TAT AAG AGA GCA CAA G
TTC ATT AAC TTG TGC TCT CTT ATA CTG
GTA TAT GTA GAC TAT TGG GAT G

CAT CCC AAT AGT CTA CAT ATAC

TGT AAC TCC GGC AAA ATG CAA CG

CGT TGC ATT TTG CCG GAG TTA CA

GTA AGA CAA GAT TTA GAG CGC CA

TGG CGC TCT AAATCT TGT CTT AC

CTT GAT GCT GAT GAA GCA GCATCT G
CAG ATG CTG CTT CAT CAG CAT CAA G
CGA TCA TAT CGA ATA TTA AAG GAT G
CAT CCT TTA ATATTC GAT ATG ATC G
AGC GTT CAC ACAATT TAC ATT GTA G

2-23
878-859
2-23
!878—856
268-296

296-268

721-745

753-727

1048-1070
1070-1048
1205-1227
1227-1205
1465-1487
1487-1465
1703-1727
1727-1703
2008-2032
2032-2008 |
2335-2311 |

- 10 -
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Tabulka 2: oligonukleotidy, pouZité v hybridizaci

nazev | sekvence poloha
VP7 Rota 41| AGT ATT TTA TAC TAT AGT AGA 882-913
TTA TAT TAATC
Rota 42 1 AGT ATT TTA TAC TAT GGT AGA | 882-913
TTA TAT TAA TC
VP4 Rota 15| ATC CCC ATT ATACTG CAT TCC 807-783
TTTC
Rota 16| ATC CCT ATT ATACTG CAT TTC 807-783
TTT C
Rota 35; ATC CCC ATT ATACTG CAT TTC 807-783
TTTC
Rota 36| ATC CCT ATT ATA CTG CAT TCC 807-783
TTTC

Biéze, napsané tuénym pismem v Tabulce 2, jsou misty specifickych sekven&nich variant ve VP4
a VP7.

Tabulka 3: sekvenaéni varianty gend VP4 a VP7

10

31
VP4 VP7

501 pb | 788 pb | 802 pb | 108 pb | 605 pb | 897 pb

167 ak | 263 ak | 268 ak | 36 ak | 202 ak | 299 ak
P26 (AGMK) | A GIA | GIA A cIT A
P33 (AGMK) | T A G/A T/C A/G
P38 (VERO) | T AlIG T G/A
P43 (VERO) | T A A A T A

pb = pary bazi ak = aminokyseliny

Ve druhém klonu ze tf kloni, které byly rozvinuty na firoveti produkce, je nukleotid v poloze
897 pb na VP7 spide G nez A, jako je zvoleném klonu P43. Vysledkem je v sekvenci aminokyse-
lin pfitomnost methioninu na misté isoleucinu. Varianty, odpovidajici obéma zvolenym klonim,
klonu P43 a klonu, majicimu G v genu VP7 v poloze 897 pb od startovaciho kodonu, byly vylu-
¢ovany stolici kojencn, ktefi byli pfed tim ockovani materialem P33.

-11 -
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V Tabulce 3.1, kde jsou v uréité¢ poloze uvedeny dvé alternativni baze, predstavuje prvni z nich
bazi, ktera se objevuje v hlavni populaci a druhou je baze, ktera se objevuje u mensi ¢asti popula-
ce. Varianty hlavni populace a mensi populace jsou posuzovany podle sily signalu pii sekveno-

vani.

Tabulka 3.2
VP4 VP7

501 pb [ 788 pb | 802 pb 108 pb | 605 pb | 897 pb

167 ak | 263 ak | 268 ak 36 ak | 202 ak |299 ak
P26 (AGMK) Leu Gly/Glu | Gly/Arg Arg Thr/Met e
P33 (AGMK) Phe Glu Arg Arg/Arg | Met/Thr | lle/Met
P38 (VERQ) Phe Glu Arg Arg/Arg Met Met/lle
P43 (VERQ) Phe Glu Arg Arg Met | lte

Tabulka 3.2 znazorfinje zmény v aminokyselinach, vyplyvajici z odlisnosti nukleotid mezi vari-
antami.

Tabulka 4
VP4 (polohy 788 - 802) VP7 (polocha 897)

G-G A-A A-G G-A A G
sondy Rota 15| Rota 16| Rota 35 | Rota 36 | Rota 41 | Rota 42
pasaze
P26 - + + + nedefin. | nedefin.
P33 - + - - 4+ +
P38 - + - - + ++
P43 - + - - + -

Hybridizace typu ,.slot blot*

Zmeny v populacich mezi pasazemi P26 az P33 v buitkach AGMK byly dale potvrzeny hybridi-
zaci typu ,.slot blot*. Genové fragmenty VP4 a VP7, vytvoiené pomoci RT/PCR, byly hybridizo-
vany oligonukleotidovymi sondami, specifickymi pro kazdou variantu (viz Tabulky 3.1 a 3.2).
Na rozdil od pasaze P26, kterd hybridizovala s Rota 16, Rota 35 a Rota 36 a nikoli s Rota 15,
fragment VP4 z PCR materiilu P33 hybridizoval v polohdch 788 a 802 pouze s Rota 16 a nikoli
bud’ s Rota 15, nebo s Rota 35 ¢i s Rota 36. Tyto vysledky prokazaly pfitomnost alespofi 3 vari-
ant v P26 (viz Tabulka 4).

-12-
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U fragmentu VP7 z PCR materialu P33 byla poloha 897 hybridizovana pomoci Rota 41 a Rota
42. Tyto vysledky potvrdily piitomnost alespoii dvou variant v materialu P33.

Priklad 2: lzolace a charakterizace klonu P43

K izolovani slozek P33 jako homogenni virové populace byla provedena 3 zfedéni do koncoveho
bodu (end—point dilution) P33/AGMK v buiikach Vero a vysledny virus byl pouZit k infikovani
bunék Vero.

Pozitivni jamky byly vybrany za pouiti dvou kriterii: rlistu prokdzaného nejvy3sim poctem lozi-
sek, objevenych v jamkach a nejizolovangjsich Pozitivnich jamek na destickach, jak se provadi
klasicky. Po tfech pasazich ziedénim do koncového bodu v devadesétisesti jamkovych mikro-
titra¢nich destickach bylo deset Pozitivnich jamek postupng amplifikovano (zesileno) na buiikach
Vero a byl vyhodnocen jejich vytézek.

Na zakladé vytézku byly tfi klony rozvinuty na pasazovaci urovefi produkéniho mnozstvi. Imu-
nitni rozpoznani polyklonalnimi protilatkami bylo prokazano jako podobné jak mezi témito tfemi
klony, tak i mezi klony a P33. Homogennost kloni byla stanovena hybridizaci typu ..slot blot™,
Konegny vybér jediného kmene byl zaloZen na posouzeni vytéZku a sekvence.

Vybrany klon byl amplifikovan (zesilen) naslednymi pasaZemi v bufikich Vero k vytvofeni
matecného &i kmenového zaodkovani (Master seed), pracovniho zaotkovani (Working seed) a
konegné produkénich mnozstvi {davek).

Zvoleny klon byl geneticky charakterizovan na riznych drovrich pasaZovani sekvenovanim VP4
a VP7 (identita) a specifickou hybridizaci typu ..slot blot* VP4 a VP7 materialii, amplifikovanych
PCR (homogennost). Sekvence gendt VP4 a VP7 materidlu P43 jsou uvedeny naobr. 1 a Obr.2a
jsou identicke s P41,

Homogennost vybraného kmene byla uréena selektivni hybridizaci za pouZiti oligonukleotido-
vych sond, rozlidujicich nukleotidl zmény v oblastech VP4 a/nebo VP7 pro kazdou variantu,
identifikovanou béhem sekvenovani P26/primamich AGMK (viz Tabulka 4).

Fragment VP4 byl hybridizovan (&inkem Rota 16 a nebyl hybridizovan Gginkem Rota 13, Rota
35 &i Rota 36.

Fragment VP4 byl hybridizovan G¢inkem Rota 41 a nebyl hybridizovan (¢inkem Rota 42,

Tyto vysledky potvrzuji, Zze P43 je homogenni populace.

Piklad 3: Odstranéni piipadného vedlej$iho nahodilého viru

K P33 (zralé AGMK) byl pridavan ether do kone&né 20% koncentrace po dobu 1 hodiny. Pote
byl pomoci N, vybublavan ven po dobu 35 minut. Na titr P33 nebyl pozorovan zadny dopad.
Piiklad 4: Formulovani Zivé oslabené vakciny

Produkéni mnoZstvi, popsana vyse, jsou formulovany pro ordlni podavani kojencim nasledujici
metodou.
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1. Lyofilizovany virus

Pro piipravu virovych davek se pouzivaji standardni techniky. ZamraZena vy¢isténa SarZe viru se
rozmrazi a nafedi se vhodnym médiecm, v tomto pripadé podle Dulbecca modifikovanym médiem
Eagle, na pozadovanou standardni koncentraci viru, v tomto pipadé 10 ffu/ml. Nafedény virus
se¢ poteé dale zfedi lyofilizatnim stabilizatorem (4% sachardza, 8% dextran, 6% sorbitol a
4% aminokyselina) az na cilovy titr viru, v tomto piipadé na 10™° ffu/davku. Alikvotni mnozstvi
stabilizovaného virového prostiedku o objemu 0,5 ml se asepticky pienesou do lahvigek o obje-
mu 3 ml. Kazda lahvicka se casteEné uzavie gumovou zatkou, vzorek se lyofilizuje ve vakuu a
poté se lahvicka zcela uzavie a kolem jeji vrchni asti se upevni hlinikova ¢epicka, drzici zatku
na svém miste.

Pro pouziti se virus rekonstituuje za pouziti naslednych antacidnich rekonstituenti:
(a) citrdtovy rekonstituent

Citrat sodny se rozpusti ve vode, sterilizuje se filtraci a asepticky se prevede do zasobniki
v mnozstvi 1,5 ml a koncentraci 544 mg dihydratu citratu trojsodného na davku 1.5 ml. Zasobni-
Ky na rekonstituent mohou byt napfiklad lahvicky o objemu 3 ml, nebo 4 ml, nebo injekéni stii-
kacky o objemu 2 ml, nebo mékké plastové vymacknutelné tobolky pro oralni podavani. Jinou
moznosti, jak udrZet sterilni sloZky ve sterilnich podminkach, je koneéné autoklavovani zasobni-
ku,

(b) rekonstituent AI{OH);

Asepticka suspenze hydroxidu hlinitého (Mylanta, zaps. znacka) se asepticky nafedi steriini
vodou, asepticky se v mnoZstvi po 2 ml pfenese do zasobnikil rekonstituentu (napiiklad do
injek¢nich stfikatek o objemu 2 ml, nebo do mékkych plastovych vymaéknutelnych tobolek),
z nichz kazdy obsahuje 48 mg AI(OH),. Jinou moznosti, jak udrZet sterilni slozky ve sterilnich
podminkach, je ozafit suspenzi hydroxidu hlinitého y—zafenim (s vyhodou v nafedéném stavu).

K prevenci usazovani suspenze se za€lefiuji standardni pfisady. Takové standardni pfisady zahr-
nuji napriklad stearat hofe¢naty, karboxymethylcelulozu, hydroxypropylmethylcelulézu, mikro-
krystalickou celulézu a silikonové polymery. Zatlenéna mohou byt i bakteriostaticka ¢inidla,
napiiklad butylparaben, propylparaben nebo jina standardni bakteriostaticka ¢inidla, pouzivana
v potravinach a pfichuté.

2. Lyofilizovany virus s AI{OH), v kapalném prostiedku

Pro pipravu davek viru se pouZivaji standardni techniky. ZmraZena vy¢iténa Sarze viru se roz-
mrazi a nafedi vhodnym médiem, v tomto pfipadé podle Dulbecca modifikovanym médiem
Eagle, na poZadovanou standardni koncentraci viru, v tomto pripadé 10°° ffu/ml. Pfida se sus-
penze hydroxidu hlinitého k dosazeni kone¢ného mnozstvi 48 mg/davku a virovy prostiedek se
nafedi lyofiliza¢nim stabilizatorem (4% sachardza, 8% dextran, 6% sorbitol a 4% aminokyselina)
az na cilovy titr viru, v tomto piipadé na 10> ffu/davku. Alikvotni mnozstvi stabilizovaného
viroveého prostiedku o objemu 0.5 ml se asepticky pienesou do lahviek o objemu 3 ml. Lyofili-
zace a uzavfeni lahvifek se pak provadi stejnym zpisobem, jaky je popsan v &asti 1.

3. Lyofilizovany virus s AI(OH); pro baleni do blistri

Pro ptipravu davek viru se pouzivaji standardni techniky. Zmrazena vyZidténa SarZe viru se roz-
mrazi a nafedi vhodnym médiem. v tomto piipadé podle Dulbecca modifikovanym médiem
Eagle, na pozadovanou standardni koncentraci viru, v tomto pfipadé 10%? ffu/ml. Pfida se sus-
penze hydroxidu hlinitého k dosaZeni koneéného mnozstvi 48 mg/davku a virovy prostiedek se
nafedi lyofiliza¢nim stabilizitorem, kterym mize byt sacharoza, dextran nebo aminokyselina
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v mnozstvi 4 %, nebo Zelatina &i rostlinny pepton, anebo xanthan az na cilovy titr viry, v tomto
pfipadé na 10°° ffu/davku. K pfevodu davek o objemu 0,5 ml nebo s vyhodou mensim do pro-
hiubni v blistru se pouZiva aseptického plnéni. Prostfedek se lyofilizuje a prohlubné blistru se
uzaviou tepelnym zapeceténim.

K prevenci usazovani suspenze hydroxidu hlinitého se volitelné zatlenuji standardni prisady.
Takové standardni piisady zahrnuji napiiklad stearat hofetnaty, karboxymethylcelulozu, hydro-
xypropylmethylcelulézu, mikrokrystalickou celuiézu a silikonové polymery. Zatlenény mohou
byt i pFichuté.

Piiklad §: Virova titrace rotaviru pro riizné prostiedky

5.1: Srovnani prostfedki na zakladé laktozy a na zakladé sacharozy

Gislo 3arze | sloZeni prostfedku | virovy titr pFed|virovy titr po lyofiliza
lyofilizaci a 1 tydnu pfi 37°C

98G06/01 | laktoza: 2 %
dextran: 4 % 105% 10487
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
98G06/03 | sacharoza: 2%
dextran: 4 % 10528 10492
sorbitol: 3%
aminokyseliny: 2 %

Rotavirus P43 byl formulovan bud' se sacharozou, nebo s laktozou, jak je znazoméno ve vyse
uvedené tabulce. Titrace viru pred lyofilizaci je virovy titr v kompletni formulované tekuting
(obsahujici sachardzu, dextran, sorbitol a aminokyseliny), nepodrobené kroku lyofilizace.

Dobré vysledky jsou takové, v nichz je dosazeno < 0,5 log snizeni v kroku lyofilizace a < 0,5 log
snizeni béhem ,,1 tydne pii 37 °C* (urychleny test stability).

Piesnost virové titrace je kolem = 0,2 log.

Vysledky ukazuji, Ze Ize pouzit sacharézu namisto laktozy.

-15-
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5.2. Uginek argininu a nahrada sorbitolu manitolem:

Cislo Sarze | slozeni prostfedku | virovy titr v virovy titr po Iyofilizac
t=0 po a 1 tydnu pfi 37°C
lyofilizaci

98L16/01 | laktéza: 2 %
dextran: 4 % 1048 1048
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
98L16/02 laktoza: 2%
dextran: 4 % 1048 10*°
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %

arginin: 3 %
98L16/04 | laktoza: 2 %
dextran: 4 % 1047 108

manitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %

arginin: 3 %

Vysledky ukazuji, Ze ptidavek argininu (o némz je znamo, Ze zlepiuje stalost viru béhem lyofili-
zace a rovnéZ poskytuje zasadité prostfedi ke kompenzaci kyselosti zaludku) udrzuje virovy titr.

Sorbitol ma sklon pfili§ znaéné snizovat teplotu skiovaténi lyofilizovaného kolage. To Ize pieko-
nat pouzitim manitolu namisto sorbitolu, jak je ukazano vy3e a virovy titr je zachovavan.

-16-
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5.3. Rizna slozeni prostiedku

Tento pokus prokazuje, Ze lze vytvorit vétsi mnoZstvi prostiedkil.

Cislo sarze

sloZzeni prostredku

lyofilizaci

virovy titr pfed

viravy titr po lyofilizad
a 1 tydnu pfi 37.C

99C11/01

sacharoza: 2 %
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %

1 05.24

105.07

99C11/02

sacharoza: 2 %
dextran: 4 %
manitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %

105.09

104,92

99C11/04

dextran: 4 %
manitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %

104,89

105,05

&islo sarze

slozeni prostifedku

virovy titr v
t=0 po
lyofilizaci

virovy titr po lyofilizac
a 1 tydnu pfi 37 °C

98C17/01

sacharéza: 2 %
dextran: 4 %
sorbitol: 3%
aminokyseliny: 2 %

105,40

1 05,41

98C17/02

sacharbdza: 2 %
dextran: 4 %
saorbitol: 1,5 %
aminokyseliny: 2 %
arginin: 3 %

104,93

98C17/03

sacharoza: 2 %
dextran: 4 %
aminokyseliny: 2 %

105.31

105.24
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98C17/04 | sachardza: 2 %
dextran: 4 % 10442 10%4°
manitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
98C17/05 | sachardza: 2 %
dextran: 4 % 10*3° 10440
manitol: 1,5 %
aminokyseliny: 2 %
98C17/06 | sachar6za: 2 %
dextran: 4 % 10”44 10497
sorbitol: 3 %
98C17/07 | sacharoza: 2 %
dextran: 4 % 1031 10489
sorbitol: 1,5 %

5.4. Spojeni mezi rotavirem a antacidem AI{OH);

rotavirus | AI(OH), | H,O doba styku| odstiedéni | titr vir. vir. ti
pfi tepl. supernatantu; peletu
mistnosti {ffu/ml) (ffu/mi

10 ffu/ml| 48 mg 0,76 ml | 30 minut | 8000 rpm* 10°6

v 0,24 ml 10 minut

1056 ffu/mi! 48 mg 0,76 ml | 30 minut | 8000 rpm 10*4
v 0,24 ml | 10 minut

105 ffu/mi 1 mi 30 minut | 8000 rpm 105€8
10 minut

v. lyofiliz.| 12 mg 1,38 ml { 30 minut | 8000 rpm | pod hranici | 10

l
koladi v 0,12 mi| 10 minut detekce

*rpm = otacky za minutu
Al(OH); se pouzivd jako antacidum. Vysledky ukazuji, Ze rotavirus je asociovan (spojen)

s nerozpustnou anorganickou soli /AI(OH)/ od doby, kdy je spoleéné s AI(OH); odstred’ovan
(sniZeni virové aktivity v supernatantu).
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5.5. Rozfedéni antacida (Al(OH); citratem sodnym pfed titraci viru

vzorky viru naredéni podminky virove titry
(ffu/ml)

99810/06 1,5 ml citratu | 24 hodin pfi

kapainy prostfedek trojsodného | teploté mistnosti| 10"

pfed lyofilizaci; 10%**

99B10/06 lyofilizovany |1,5 mi citratu | 24 hodin pii 10493

10543 trojsodného | teploté mistnosti

Pokud je rotavirus asociovan s AI(OH),, je moZné lyofilizovat vie (vEetn& AKOH). Po lyofiliza-
ci je mozné zp&tné ziskat rotavirus nafedénim AI(OH); citrdtem sodnym. Tento krok rotavirus
neposkozuje a udrzuje jeho aktivitu po tomto kroku nafedéni.

5.6. Infek&nost rotaviru po uvolnéni spojeni mezi AI(OH); a rotavirem

Mechanismus uvolnéni viru {nafedénim nosi¢e) miZe velmi dobie nastat i v podminkach in vivo.
Ve skutednosti se pii pH o hodnoté niZsi nez 6 stava AI(OH); zcela rozpustnym a rotavirus tak
mizZe byt uvolnén do zaludku.

AI(OH); + 3H" ——— Al (vodou rozpustny) + 3 H,O

V #aludku se ionty trojmocného hliniku neabsorbuji (J.J. Powell, R. Jugdaohsingh a R.P. H.
Thompson, The Regulation of mineral adsorption in the gastrointestinal tract, Proceedings of the
Nutrition Society 58, 147153, 1999).

V tenkém stievé se, vzhledem ke vzriistu pH, nerozpustné formy hliniku vysrazeji /AI(OH); nebo
AIPQ,/ a eliminuji se pFirozenym zpiisobem.

Neni znamo, jestli bude nové vznikla srazenina AI{OH); (nebo AIPO,) schopna reasociace (opé-
tovného spojeni) s rotavirem, To vyvolava otazku d¢innosti samotného spojeni Al{OH); — rota-
virus.

Mozné je rovnéz uvolnéni rotaviru se spojeni AI(OH); - rotavirus jinymi mechanismy. Napriklad
lysin zasahuje do adsorpce viru na AI(OH);. Specificka adsorpce na hydroxid hlinity jeznamaiu
jinych aniontt, jako je boritanovy, siranovy, uhligitanovy a fosfore¢ny aniont a tedy teoreticky by
mélo byt mozné uvolnit (kompetici a adsorpéni misto) rotavirus ze spojeni A(OH); — rotavirus.
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DRVCOQ03A46
+

12 mg AI{OH),

v 0,120 ml

4

65 mg lysinu

1,280 ml H,0
+

30 minut pfi tepl. mistnosti
+

odstfedéni
8 000 ot/min, 10 minut

N

kulot supernatant
+
nafedéni
citratem
pod hranici detekce 3,8

Rotavirus tedy mize byt ze spojeni AI(OH); — rotavirus uvolnén a uvolnény rotavirus zlistava
aktivni.

Toto uvoln&ni mize byt provedeno bud’ nafedénim Al(OH), (HC1 v zaludku nebo in vifro pomoci
trojsodnéeho citratu), nebo nahrazenim rotaviru zasaditou aminokyselinou (lysinem).

5.7. Infekénost spojeni Al{OH). — rotavirus

1
Jedna davka lyofilizovancho rotaviru byla rekonstituovana vodou a rozdélena do dvou &asti.
K prvni ¢asti, povazované za srovnavaci, byl pfidan jeité jeden objem vody. Ke druhé &asti bylo
piidano 24 mg AI(OH);, suspendovaného v 0,240 ml vody (preklinicka titrace viru).

DRVCO0O03A46
+
1,5ml H,0
0,750 ml 0,750 mi
+ +
0,240 ml 24 mg
H,O Al(OH),
v 0,240 ml
1 hodina
1 hodina
5,55 6,22
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Pokud je AI(OH); pritomen, rotavirus je aktivni a hodnota virové titrace je ve srovnani se srovna-
vacim vzorkem vys3ai,

Tento pokus byl opakovan bez rozdéleni lyofilizované davky, pfidanim 12 mg AI(OH): nebo
24 mg AKOH);.

Zde byl srovnavacim vzorkem jeden ze vzorki, rekonstituovany citratovo—hydrogenuhliitano-
vym pufrem. Virovy titr je tedy opét vy3si v pritomnosti A(OH);.

DRVCO0O03A46 DRVC003A46 DRVC003A46
+ + +
1,5 m! WL pufru 12 mg AI{OH), 24 mg Al(OH),
v 0,120 mi v 0,240 ml
+ +
1,380 ml H,0 1,260 ml H,O
5,34 6,24 6,05
5,32 5,95 6,26

Stejné jako ve vyie uvedeném piikladu se rotavirus spojuje (asociuje) s ¢asticemi AI(OH);, nebot’
virus lze oddélit odstfedénim. DRVCD03A46 je lyofilizovany formulovany rotavirus (sacharo-
za 2 %, dextran 4 %, sorbitol 3 %, aminokyseliny 2 %).
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DRVCQ03A46 DRVCO003A46
+ +
12 mg Al{OH), 24 mg Al{CH),
v 0,120 ml v 0,240 mi
+ +
1,380 m] H,0 1,260 ml H,0
+ +
odstfedéni odstiedéni
8 000 ot./min 8 000 ot./min
10 minut 10 minut
kutot supernatant kulot supernatant
+ +
1,5 ml 1,5 ml
SDSAA SDSAA
5,78 <1,44 5,92 <1,44
5,96 <1,44 6,11 <1,44

SDSAA =2 % sachardza, 4 % dextran, 3 % sorbitol, 2 % aminokyseliny

Podle virové titrace provadéné v supernatantu se zda, Zze mnozstvi AI(OH),, potiebné k adsorbo-

vani rotaviru, je malé (poéinaje jednou lyofilizovanou davkou 5,7 log) za zvySovani virové titra-
ce:
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Al(OH), adsorpéni doba titr v supernatantu
12 mg 1 hodina pfi tepl. mistnosti | 2,7

24 mg 1 hodina pfi tepl. mistnosti | 3,4

48 mg 1 hodina pFi tepl. mistnosti | 3,4

72 mg 1 hodina pf¥i tepl. mistnosti i 2,0

96 mg 1 hodina pfi tepl. mistnosti | pod hranici detekce
12 mg pfes noc 2,7

24 mg pfes noc pod hranici detekce
48 mg pres noc 2.5

12 mg okamzité pod hranici detekce
24 mg okamzité - 2,0

48 mg okamzité pod hranici detekce

Doba, potfebna k adsorpei rotaviru na AI(OH); se zda byt kratka.

Jedna davka lyofilizovaného rotaviru byla rekonstituovana v pfitomnosti 24 mg AI(OH); a
odstfedéna po 0, 15, 60 minutich a po 24 hodinach. Kulot byl resuspendovan v SDSAA pied
titraci viru:

doba kulot supernatant
0 min 5,26 3,17

15 min 5.34 < 1,44

60 min 5,96 < 1,44

24 h 6,13 < 1,44

5.8 Pouziti CaCO; jako antacidu

K vylouteni pfitomnosti hliniku z vakeiny byl antacid A(OH); nahraZen jinou nerozpustnou
anorganickou soli: uhli¢itanem vapenatym CaCOs.

Jevy, pozorované za pritomnosti CaCO; jsou obdobné jeviim, popsanym za pouZiti Al(OH).:
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— asoctace (spojeni) rotaviru s anorganickou soli;

— udrZeni aktivity rotaviru pii jeho asociaci s anorganickou soli;

— moZnost uvolnéni rotaviru z asociace rozpuiténim anorganické zasady kyselinou;

— moznost spoleéné lyofilizace antacidu a rotaviru.

Asociace CaCOn a rotaviru

V prvnim zku$ebnim vzorku byl lyofilizovany rotavirus (virovy titr 5,7) rekonstituovan suspenzi
CaCO; ve vodé (50 mg v 1,5 mi); poté byl odstiedén a virovy titr supernatantu byl srovnan

1t s kulotem.

DRVC003A46
+

50 mg CaCoO,
v 1,5 ml H,0O

+

odstredéni
8 000 ot./min
10 minut

N

DRVCO03A46
+

50 mg CaCO,
v 1,5 ml H,O

+

odstredéni
8 000 ot./min
10 minut

<N

kulot supernatant kulot supernatant
+
1,5 mi 1,5 ml
SDSAA citratu
sodného
5,83 4,46 5,88 4,33

Tyto vysledky ukazuji, Ze vice nez 90 % rotaviru je asociovano s CaCO;.

Rovnéz po asociaci viru bylo mozné uskutecnit titraci a znovu ziskat pavodni mnozstvi viru.

Také virové titry byly ponékud vyisi nez titry, ziskané bez pfitomnosti CaCQ;.
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DRVCO003A46

+

1,5 mt H,0

+

odstiedéni
8000 ot./min
10 minut

N

kulot supernatant

4,99 5,03

Mnozstvi CaC(; a asociace rotaviru

B6

DRVCO0O03A46

+
1,5 mi pufru W.L

5,35

Lyofilizovany rotavirus byl rekonstituovan suspenzi CaCO; ve vodé (1,5 ml):

10 mg
50 mg
100 mg

a poté odstfedén; virovy titr supernatantu byl srovnén s kulotem.

CaCo, pEipr. dle popisu a odstifedéni| 1 hodina + odstfedéni
kuloty supernatant kuloty supernatant
100 mg 4,57 3,01 4,79 3,09
50 mg 4,17 4,15 4,22 3,86
10 mg 3,17 477 3,87 4 87

Je zfejmé, Ze s rostoucim mnozstvim CaCO, se asociuje vice viru a méné se naléza v superna-
tantu. Oviem plnd davka neni zcela ziskdna (olekavané mnoZzstvi pfinejmensim 5,3 nebo

dokonce 5,8 jak bylo ziskano diive - viz vy3e).

Ochrana rotaviru pomoci CaCOs béhem titrace antacidu typu ,,mini Rossett-Rice™

Za pouziti deseti davek lyofilizovaného rotaviru (DRVC003A46) a 50 mg CaCO; byly provede-

ny dva typy titrace ,,mini Rossett—Rice*:

V klasické titraci ,,Rossett—Rice™ se antacid smisi s rotavirem a do tohoto média se vlije HCI,

V ,inversni* mini titraci Rossett-Rice je situace opa¢né: antacid se prikapava do zisobni HCI

(jak k tomu dochazi in vivo).
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klasicka mini titrace Rossett-Rice
lyofiliz. Rota, pufr teoreticky naméreny
skladovani pfi: virovy titr virovy titr
4 °C 60 mg CaCO, 5.3 4,6
-80 °C 60 mg CaCO, 5,3 4,6
4 °C 24 mg Al(OH), 5,4 <29
-80 °C 24 mg Ai(OH), 5,4 <29
inversni mini titrace Rossett-Rice
lyofiliz. Rota, pufr teoreticky naméfeny
skiadovani pri: virovy titr virovy titr
4 °C 60 mg CaCO , 5.3 4,6
-80 °C 60 mg CaCO, 53 4,6
4 °C 24 mg Al(OH), 5.4 <29
-80 °C 24 mg Al(OH), 5,4 <2,9

V tomto pokusu v uspotadani in vivo je tedy uhliditan vapenaty schopny chranit pfiblizng 20 %
5 rotaviru pred pritomnosti HCI, zatimco hydroxid hlinity toho schopen neni.
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5.9: Lyofilizace rotaviru v pfitomnosti antacidu CaCO;:

tislo Sarze

sloZzeni prosifedku

virovy titr v
t=0 po
Iyofilizaci

viravy titr po lyofilizaci
a 1 tydnu pii 37°C

99K08/01

sacharéza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3%
aminokyseliny: 2 %
CaCQ,: 50 mg

105,28

105,10

99K08/02

sacharéza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaCOQO,: 60 mg

105.16

105,15

00C24/01

sacharbdza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaCQO,: 60 mg
xanthan: 0,3 %

105.07

00C24/03

sacharéza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaCO,: 60 mg
xanthan: 0,3%

1 05,07

1 04,85

00E09/25

sacharoza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaC0O,: 60 mg
xanthan: 0,25 %

105.03

104.91
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Q0E09/30

sacharoza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaCO,: 60 mg
xanthan: 0,3%

105.01

104.87

00F26/06

sacharéza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaCO,: 60 mg
skrob: 2 %

104,50

104,70

7Zde se jedna o usporadani .vse v jednem™ — lyofilizace rotaviru a antacidu CaCO; spoletné
v jedné lahvicce. K prevenci usazovani CaCO; béhem kroku plnéni jsou potieba viskozni ginidla.
Priklady takovych viskéznich ¢inidel zahrnuji xanthanovou gumu a Skrob. Aktivita rotaviru je
uchovavdna i v pfitomnosti xanthanové gumy a Skrobu.

5.10. Lyofilizované tablety pro rychly rozpad po vloZeni do 0st:

Nasledujici prostfedky dokladaji koncept ..lyoc*, coz je rychlé rozpusiténi lyofilizovaného kolace

v lstech.
¢. sarze sioZeni prostiedku | virovy titr virovy titr po lyofilizaci
pfed tyofilizaci |a 1 tydnu pfi 37 °C
99B10/06 {sachardza: 4%
glutamat Na: 3,7 % 1% 10433
Al{OH), : 48 mg
99C11/12 maititol: 3%
AI{OH), : 48 mg 1041 10%7°
hydroxypropyimethyl
celuldza: 1 %
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¢islo Sarze

sloZeni prostredku

virovy titr v
t=0 po

lyofilizaci

virovy titr po lyofilizaci
a 1 tydnu pfi 37 °C

00C24/05

sacharéza: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3%
aminokyseliny: 2 %
CaCO,: 60 mg
xanthan: 0,3 %

105,02

104,54

00C24/06

sacharé6za: 2%
dextran: 4 %
sorbitol: 3 %
aminokyseliny: 2 %
CaCO,: 60 mg
xanthan: 0,3 %

1 04,86

1 04.56

00F26/11

sacharoza: 1%
dextran: 2 %
sorbitol: 1,5 %
aminokyseliny: 1 %
CaCoO,: 60 mg
gkrob: 2 %

1 04.40

V , konceptu lyoc™ je mozné pouzit jak Skrob, tak i xanthanovou gumu (za udrZeni rvchleho roz-
pousténi lyofilizovaného kolace).

Piiklad 6: Pouziti uhli¢itanu vapenatého jako antacida pro rotavirovy vakcina¢ni prostfedek

Pokud se jako antacidum pro rotavirus pouzije suspenze CaCQO; ve vodg, objevuje se problém, ze
&astice uhli¢itanu vapenatého se ve vodé rychleji usazuji, nebot” hodnota hustoty prasku se blizi
2,6 a praméma velikost &astic ¢ini 30 pm.

Toto usazovani lze zpomalit:

1. Zvy$enim hustoty okolniho média.

2. Zvysenim viskozity okolniho média.

3. Snizenim velikosti ¢astic.

4. udrzovanim &astic oddélené od sebe navzajem.
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6.1. Zvygeni hustoty okolniho média

Pokud se na lyofilizovany kola¢ (obsahujici 2% sachardzu, 4% dextran, 3% sorbitol a 2% amino-
kyseliny) nanese suspenze CaCQ; ve vodé (umisténa v injekéni stiikadee), zvysi se hustota
okolniho média, oviem rychlost usazovani CaCO, se prilis nelisi od suspenze CaCO; ve vodé,

6.2. Zvyseni viskozity okolniho média
Pseudoplastické pomocné latky

Pseudoplasticky roztok je definovin jako roztok, majici vyssi viskozitu pi stani nez viskozitu pfi
protfepavani.

Obvyklymi pomocnymi latkami tohoto typu jsou:
— ptirodni polymery, napfiklad:

arabsk4 guma

adragantova guma

agar

alginaty

pektiny

— polosyntetické polymery, napiiklad:
karboxymethylceluléza (Tyloses C*)
methylceluléza (Methocels A®, Viscotrans MC®, Tylose MH” a MB¥)
hydroxypropylceluléza (Klucels®)
hydroxypropyimethylceluloza (Methocels E* a K*, Viscotrans MPH*)

Obecné se tyto pseudoplastické pomocné latky pouzivaji spoleéné s tixotropnimi Ginidly.
Pseudoplastickeé pomocné latky s nizkou kapacitou tekutosti
Takové polymery, v dostatené koncentraci, umoZiiuji vznik uspofadani strukturované tekutiny,

vysledkem &ehoZz je roztok o vysoké viskozité, majici pFi stani nizkou Kkapacitu tekutosti.
K umoznéni toku a pfevadéni je pak potieba vynaloZit uréité mnoZstvi energie.

K docasnému zruSeni uspofadéani strukturované tekutiny pro ziskani tekutého roztoku jsou
potfebne vnéjsi energie (protfepavani).

Priklady takovych polymert jsou latky Carbopols® a xanthanova guma.
Tixotropni pomocné latky

S témito pomocnymi latkami se stanim ziska gelova struktura, zatimco pii protfepavani se ziska
tekuty roztok.

Piiklady tixotropnich pomocnych latek jsou: Veegum® (kfemigitan hofecnato-hlinity) a
Avicel RC” (pfiblizné 89 % mikrokrystalické celuldzy a 11 % sodné karboxymethylcelulozy).

6.3. Snizeni velikosti ¢astic

Vysledkem sniZeni velikosti ¢astic CaCO; je sniZeni antacidni kapacity slouceniny.
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6.4. Udrzovéni &astic oddélené od sebe navzijem
To je piipad latek Veegum® a Avicel®, u nichz jsou nerozpustné &astice (pfiblizné¢ o rozméru
| mm), mend{ nez ¢astice CaCO;, umistény mezi Castice CaCO;4 k prevenci agregace (vytvafeni
3 srazenin).
Piiklad 7: Vzhled vyrobku
1 Nasledujici schémata dokladaji piklady moznych vzhledd vyrobku
7.1. CaCOs v injekéni stiikadce

Poté, co byly klinické SarZe rotaviru umistény do lyofilizovanych lahvidek, lze antacid umistit do
s kapalného rekonstituentu, obsazeného v injek&nich stiikackach.

inj. stfikacka
s 1,3 ml
CaCO, (60 mg x ml™")

jehia

lyofilizovany
rotavirus

U tohoto predkladani produktu musi byt usazovani CaCO; pod kontrolou nejen behem kroku
20 pInéni, ale i béhem celé doby skladovani produktu (alespoi 2 roky).

7.2. CaCO; v lyofilizované lahvidce

inj.stfikacka
s 1,3 ml
vody

I jehla

Efj lyofilizovana lahvitka
rotavirus +

CaCO, (60 mg)

xanthan
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7.3. Lyofilizace v blistru

Y tomto ptipadé se rotavirus, CaCO, a xanthanova guma lyofilizuji spole¢né piimo v blistru.

Piiklad 8:

Lyotilizace riznych kmeni rotaviru

c.5arze kmen rotaviru | sloZzeni prostfedku | virovy titr | virovy titr po
v 1=0 po | lyofilizaci a 1
lyofilizaci | tydnu pii 37 °C

00F26/01iG1 sachardza: 2%
SB vy&ist.&. 61 [dextran: 4 % 10*° 1047
PRQ/0232 sorbitol: 3%
aminokyseliny: 2 %
Q0F26/02 G2 (DS-1) sacharédza: 2%
dextran: 4 % 1044 1044

sorbitol: 3 %

[ aminokyseliny: 2 %

Kmeny DS-1, P a VA70 jsou popsiny jako srovnavaci kmeny lidského rotaviru pro sérotyp G2,
(i3 a G4 na strané 1361 ve ..Fields“, Raven Press 1990, druhé vydani.

V tomto pokusu byly lyofilizovany rizné kmeny rotaviru.

Bylo ukazano, ze u vSech SarZi byly jak virovy titr, tak i stalost za urychlenych podminek
(1 tyden pfi 37 °C) b&hem lyofilizace udrzovany.

Piiklad 9: Faze | bezpecnostni studie oralniho podani jedné davky rotavirové vakciny u dospé-
Iych

Faze | této studie byla provadéna ke stanoveni bezpe¢nosti a reaktivnosti jedné oralné podavané
davky 10°° ffu vakeiny P43 zdravym dospéiym lidem ve véku |8 az 45 let.

Klinicky test byl dvojité slepy a randomizovany (na zakladé ndhodnosti). Byl kontrolovan place-
bem a samostatny. Studie byla providéna v jediném centru v Belgii.

Studovana populace
Prihlaseno bylo cetkem 33 subjektd, 11 ve skupiné dostavajici placebo a 22 ve skuping, dostava-
Jici vakcinu a v3ichni studii dokon¢ili. Veskeri dobrovolnici byli bélosi. Jejich praméry vék

v dobe vakcinace byl 35,3 roky, v rozmezi od 18 do 44 let. Test zapocal v lednu a probihal po
dobu pravé jednoho mésice.

-32 -




10

30

15

40

45

50

CZ 302173 Bo

Material
Vakcina

Vyrobena byla klinicka mnoZstvi vakciny P43, kterd byla vy<ist€na, formulovana a lyofilizovana
podle zasad Spravné vyrobni praxe {Good Manufacturin Practices). MnoZstvi byla podrobena
Kvalitativni kontrole a ziskala Zaruku kvality. Kazd4 lahvitka vakciny obsahovala nasledujici
sloZky:

aktivni pfisada:
kmen P43 minimalng 10°® ffu

pomocné latky, stabilizatory:
sacharoza 9 mg

dextran 18 mg
sorbitol 13,5 mg
aminokyseliny 9mg

placebo

Vyrobeny a poskytnuty byly lahvitky sobsahem placeba, pficemz kazda z nich obsahovala
nasledujici slozky:

pomocné latky, stabilizatory:

sacharoza 9 mg
dextran 18 mg
sorbitol 13,5 mg

aminokyseliny 9 mg

Redidlo

Jako fedidlo k rekonstituovani vakciny a placeba byla pouzita voda pro injekce.

Podavani

Piiblizng 10 az 15 minut pfed podanim vakeiny nebo placeba dostaly subjekty v obou skupinéch
oralné 10 ml pFipravku Mylanta®. Mylanta® je zapsany (registrovany) antacid. Antacid zvy3uje
pH v Zaludku a pfedchozi inaktivaci rotaviru béhem jeho priichodu Zaludkem.

K piipravé vakciny byly dvé& lahvigky lyofilizovaného P43, obsahujici 10** ffu na lahviéku,
rekonstituovany 1,5 ml fedici vody pro injekce. Tim bylo dosaZeno vypoéitaného virového titru

10%' ffu na davku. Rekonstituovana vakcina byla ihned podavana v jedné oralni davee.

K pripravé placeba byly dvé lahvicky lyofilizovaného placeba rekonstituovany 1,5 ml vodou pro
injekce a podavany oralné jako jedna davka.

Bezpecnost a reaktivita

Pouzita byla nasledujici kritéria bezpegnosti a reaktivnosti:

-~ Obecnymi navozenymi ptiznaky byly horecka, prijjem, zvraceni, nevolnost, bolesti bficha a
ztrata chuti k jidlu. Byly zaznamenavany béhem osmi dni po podani.

— Nenavozené piiznaky byly zaznamenavany béhem 30 dni po podani.
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— Vazné vedlejsi u¢inky byly zaznamenavany béhem celého obdobi priibéhu studie.
- Vzorky prijmu bylo treba shromazd'ovat osmi dni po podani.

Vysledky byly nasledujici:

Béhem jednotlivych sledovanych obdobi nebyly zaznamenany Zadné navozené p¥iznaky, zadné
nenavozené priznaky any zadné vazné vedlejsi Gcinky.

Nebyly zaznamenany zidné piipady prijmu.
Zavery:

Vakcina SB Biologicals P43 byla bezpe&na ve srovnani s placebem pii podani ordlni cestou ve
dvojité slepém uspofadani v podobé jedné davky a v davee 10™' tfu zdravym dospélym dobro-
volnikGim ve véku 18 az 44 let.

PATENTOVE NAROKY

1. Oslabend populace lidského rotaviru, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje jedinou
variantu nebo v podstaté jedinou variantu, pritemz uvedena varianta je definovana nukleotidovou
sekvenci, kodujici alespoi jednu z hlavnich virovych bilkovin, oznaovanou jako VP4 a VP7.

2. Populace rotaviru podle naroku |, vyznaéujici se tim, Ze je klonovanym kme-
nem.

3. Populace rotaviru podle naroku | nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze je odvozena od
infekce lidského rotaviru.

4. Populace rotaviru podle kteréhokoli z narokii | az3, vyznadujici se tim, Ze se
replikuje u lidi a je jimi vyluGovana.

5. Populace rotaviru podle kteréhokoliv z naroki 1 az 4, vyznadujici se tim, Ze
v podstat¢ jedinou variantou je varianta, v niZ gen VP4 zahrnuje nukleotidovou sekvenci, obsa-
hujici alespofi jednu z ndsledujicich bazi: adeninovou bazi A v poloze 788, adeninovou bazi A
v poloze 802 a thyminovou bazi T v poloze 501 od startovaciho kodonu.

6. Populace rotaviru podle naroku 5, vyznadujici se tim. Ze gen VP4 zahmuje
nukleotidovou sekvenci, obsahujici adeninovou bazi A v polohach 788 a 802 a thyminovou bazi
T v poloze 501 od startovaciho kodonu.

7. Populace rotaviru podle kteréhokoliv z ndrokii | az 6, vyzmaé njici se tim, Ze
v podstaté jedinou variantou je varianta, ve které gen VP7 zahrnuje nukleotidovou sekvenci,
obsahujici alespori jednu z nasledujicich bazi: thymin T v poloze 605, adenin A v poloze 897 a
guanin G v poloze 897 od startovaciho kodonu.

8. Populace rotaviru podle naroku 7, vyzmaéujici se tim, Ze gen VP7 zahmuje
nukleotidovou sekvenci, obsahujici thymin T v poloze 605 a adenin A nebo guanin G v poloze
897 od startovaciho kodonu.

9. Populace rotaviru podle nirokii 5az 8, vyznaéujici se tim, Ze gen VP4 zahmuje
nukleotidovou sekvenci, obsahujici adenin A v polohach 788 a 802 a thymin T v poioze 501 od
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startovaciho kodonu; a gen VP7 zahruje nukleotidovou sekvenci, obsahujici thymin T v poloze
605 a adenin A v poloze 897 od startovaciho kodonu.

10. Rotavirus, vyznadujici se tim, Ze obsahuje nukleotidovou sekvenci, kodujici
bilkovinu VP4, kde nukleotidova sekvence odpovidd obr. 1 a/nebo nukleotidovou sekvenci,
koédujici bilkovinu VP7, kde nukleotidova sekvence odpovida obr. 2.

11. Populace rotaviru podle kteréhokoliv z narokii 1 az 10, vyzmnadujici se t im, Ze je
oznatovana jako P43 a je uloZena pod pfiriistkovym gislem ECACC 99081301.

12. Varianta rotaviru oznacovana P43 a ulozena v Evropské sbirce Zivogidnych bunéénych kul-
tur pod pfiristkovym &islem 99081301, potomstvo rotaviru a imunologicky aktivni derivaty rota-
viru a materialy z ného ziskane.

13. Rotavirovy reasortant, vyznadujici se tim, Ze obsahuje alespoii jeden antigen,
nebo alespoft jeden segment rotavirové varianty P43 podle naroku 11 nebo naroku i2.

14. Zpisob vyroby vytisténé lidské rotavirové populace, zahrujici v podstaté jedinou variantu,
vyznaéujici se tim, zezahruje kroky v nichZ se:

pasaZuje rotavirovy preparat na vhodné bun&&né linii;

voliteln& zvoli homogenni kultura za pouziti krok bud’;

limitniho zfedéni; nebo

izolace jednotlivého plaku; a

ovéii pritomnost v podstaté jediné varianty sekvenovanim vhodné oblasti genové sekvence VP4
a/nebo VP7.

15. Zpasob podle naroku 14, vyzmadujici se tim, Zese rotavirovy preparat pasazuje
na primarnich buiikach opicich ledvin AGMK.

16. Zpiisob podle naroku 14 nebo 15, vyzmadujici se tim, ze rotavirovy preparat ma
charakteristiky kmene 89—12, nebo jeho derivatu.

17. Zpisob podle kteréhokoli z narokii 14 az 16, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje
piidavny krok pisobeni etherem k odstranéni nahodilych kontaminujicich ¢inidel, citlivych vadi
etheru.

18. Vakcinaéni prostfedek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje Zivy oslabeny virus
podle kteréhokoliv z narokd | az 13, smisenym s vhodnym farmaceutickym nosi¢em nebo

s adjuvans.

19. Vakcinadni prostiedek podle naroku 18, vyznaéujici se tim, Zeje upraveny pro
oralni podavani.

20. Vakcinaéni prostfedek podle naroku 19, vyznaéujici se tim, Ze zivy oslabeny
virus je formulovan s antacidnim prostiedkem.

21. Vakcinaéni prostfedek podle naroku 20, vyznadujici se tim, Zeantacidni prostre-
dek zahrnuje organicky antacid.

22. Vakcinaéni prosttedek podle naroku 21, vyznadujici se tim, Zze antacidem je
citrat sodny.

23. Vakcinacni prostiedek podle naroku 20, vyznadujici se tim, Zeantacidni prostie-
dek zahrnuje anorganicky antacid.
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24. Vakcinacni prostfedek podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze antacidem je
hydroxid hlinity.

25. Vakcinacni prostfedek podle naroku 23, vyznadujici se tim, Zc antacidem je
uhliGitan vapenaty.

26. Vakcinacni prostiedek podle naroku 25, vyznadujici se tim, Ze dale obsahuje
viskdzni ¢inidlo.

27. Vakctnacni prostfedek podle naroku 26, vyznadujici se tim, Ze viskéznim &inid-
lem je xanthanova guma.

28. Vakeinadni prostiedek podle kteréhokoli z narokd 25 a2 27, vyznaéujici se tim,
Ze Zivy oslabeny virus je formulovén s uhli¢itanem vapenatym a xanthanovou gumou a rekonsti-
tuovan vodnym roztokem.

29. Vakcinani prostiedek podle kteréhokoliv z narokii 20 az 28, vyznadujici se tim,
ze zivy oslabeny virus je formulovan s antacidnim prostiedkem a lyofilizovan v blistrovém bale-
ni.

30. Vakcinalni prostiedek podle kteréhokoliv z narokii 18 a2 29, vyznadujici se tim,
ze virus je v lyofilizované formé.

31. Vakcinaéni prostfedek podle naroku 30, vyznadujici se tim, Ze Zivy oslabeny
virus a antacidni prostiedek jsou pFitomné pied podavanim v oddélenych zasobnicich pro pii-
pravky, jako je kapalny vakcinaéni prostiedek.

32, Vakcinaéni prostfedek podle naroku 30, vyznadujici se tim, Ze Zivy oslabeny
virus a antacidni prostiedek jsou pfed podavanim pfitomné ve stejném zasobniku pro piipravek
Jako lyofilizovany vakcinaéni prostiedek, ktery ma byt rekonstituovan vodnym roztokem.

33. Zpisob vyroby rotavirové vakciny podle kteréhokoli z narokd 18 a2 32, vyznadujici
se¢ tim, 7e zahrnuje kroky, v nichz se smisi oslabeny lidsky rotavirus s vhodnym farmaceutic-

kym nosi¢em nebo adjuvans.

34. Poutiti oslabeného lidského rotaviru pii pfipravé vakciny podle kteréhokoli z narokii 18 az
32 pro prevenci rotavirové infekce u lidského subjektu.

35. Vakcinacni formulace podle kteréhokoli z narokd 18 az 32 pro pouZiti v [ékafstvi,

2 stranky sekvenci
a
6 vykresi
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<110>

«l2C>

<130
<160
<170=>

<210>
«211>
<21l2>

<21i3>

<400>
atggcttcac
gaaatagace
geactagacta
gtagaaccaa
tggatcactta
cttcggactg
atatttggtyg
gaaatgttta
accagact=g
ccgagagcta
cattcagaat
aatggtorge
ccgatacagt
ctggaaagaiaa
gcaaagatgyg
caatataatt
ggagtgaaca
catgaagtta
ttcagaaata
ggrggaagtt
gTrregtige
aattcactac
acacgtacag
cacgaaatat
actgcaatca
cgagaagaat
crgttgccte
aaaccaatgg
tcagaaatcga
agatcgaatt
actaattcat
aaagaaatga
aaaacagaaa
gaagcatcIg
atggaaatta
ccattecgatg
agcgatcota
ctaaatttaa
attataagsa
ggatgtgace

<210>
<211l>
<212>
<213>

<400C>
atgtatggtc
tatatactaa
tatgtagcat
ggatcaatgy
ttatgrtetgt
tcattgrcac
tattcaagra
craatgaaat
aatgaatggt
tcaaataagt

CZ 302173 B6

VYPIS SEKVENCI

SmithkKline Beecham Bioclogicals 5.A.

Vaccine

B45154

2

FastSED for Windows Version 3.0

1
2350
DNA
Human

1
tcattcatag
aaattggate
gatatgctee
rrrtagatgg
traattcaaa
cagtecgttgc
aaagcaagea
gaagcagrag
taggaatat:c
cractgacag
ttracatcat
caccaattca
ataagagagc
tgcagtataa
gaggactagy
actzacgLga
atttrageta
ctaaagagaa
tggratatgst
attacctcag
attotgecgy
gatztagatt
cgaacttgra
caggaaggtt
cgaatccage
rTaactcact
tasacaCcgtt
cgactagtst
ctaattecatt
tatctgegat
tgaacgatat
tractcaaac
tagatatgts
agaaattrat
atacrgaagg
taaataaatt
agacatrgaa
£-aaatccas
atagaattga

2
1009
DNA
Human

-

ttgaatatac
aatcagtaac
tatcLaostt
acactgrata
atracccaac
aaatgttoct
ccgergatctt
atgatcaaaa
tatgtaarcc
ggatatcaat

acaacttcic
zZgaaaasact
agtcaattgg
tceoctatcag
tacaaacgga
rarcgaacey
arttaatgrg
tcaazasgaa
taaatatact
tccaagtacto
tccaaggicde
zaaractaca
acaagtrtaac
tagggatatt
ttacaaacsg
cggtgaacaa
Caatggagqg
ttocrargta
tagatcat:a
tatagcacta
agrtacatta
ragtttgaca
tggattacea
ctcagtears
gacggtaaga
gtcacaagaa
tsccatgtit
aatgaagaaa
gTCagatges
rtcaaattgg
tTcaacacaa
tgaaggaatg
tactcaaatt
Lccaaaacga
aaaatrotis
cgorgaacea
aaatrttaaac
tccaaatarg
acagrizata

cagaattcta
tcgaataatg
cacaagaget
©gctaactct
tgaagcaagt
cacaaaaggt
ttocgoegat
tcrtgaztia
aatggatata
gggatcacca

actaatocat
cagasatgraa
gatcarcgzag
cgaactacat
gtagtaTatcg
caggTsaace
agtaaccatt
TTttataaca
ggaacagtat
gcaaatitaa
caggaatcta
agacgragtec
gaagacatta
ataattagat
totgasatat
graaccgcac
tttetaceea
tatgragacs
gcagctaatt
ggrgecatggce
tggacceoaat
gtigatgaac
gcogetaatc
totttagtic
caagatttag
atagcratgg
tcaggaatza
tttagaaaat
gcttcatcay
actaacgttt
acatctacaa
agcTttgacg
ggaaaaaata
tcatatcgaa
gcatacaaaa
graacagatt
gataattaty
ttacgtaats
ctacaatgta

atccTTctga
gactacatrta
cagaactatg
acrcaagaag
agtcaaacta
tggcoaacag
ccacaattat
gatatgtcag
acattatats
tgtaczgtsa

attcagtaga
ctartaaatceo
agataaatga
ttactcocacs
zaagtacaaa
cagtagatag
Caaataaatg
gacgracatt
ggacattcca
araatatace
aatgraatga
cattgeeoatc:s
tagrtcTcaaa
tLaaatLege
catataaggc
acaccacttg
ctgatittsg
attgaggatga
taaatccagr
cagtaatgaa
ttactgatce
caccttteoc
caaataatgg
caactaatga
agcgcosaact
cacaattgat
aaagtacaat
caaaattagc
catcaagaaa
caaatgatgt
ttagtaagaa
acattrtcage
ctrtacctga
tattaaagga
ttaatacattc
ctocagttat
gaatcactiey
ccattaatca
aatcgrgasa

tatcaattat
tatatagatc
ggettaactt
gaatattoct
atgatcggtga
gatcagtata
actgtcgatta
agttagetca
attatcaaca
aagrTgrgtee

cttacatgat
cggrecattt
ttcgagrtaca
taacgattat
taatagrgac
acaatatatg
gaagttitta
gacttctgat
tggotgaaaca
aactacaatt
arartattaat
atcatcrnaga
aactgsatta
taatagract
accaaattat
tTcagtaaat
tattccaagg
cTcaaaagca
gaaatgtaca

ggtggegct
tgtaccatta
aatactgaga
aaatgaatac
tgattcatcag
tactgattta
tgarctagca
tgatctaact
tacatcaatt
cgtrTgetato
grtcaaacgta
acttagatia
agectgracta
tatagtcaca
tgatgaagta
tgatgaagtc
azcagcgata
tacagaageyd
aaataatcca
acgctactga

tetactcaac
tTttgttgatt
accaataaca
aacatcgaca
atggaaagac
tcttaaagag
taacttagta
tItaatarttg
acogggagaa
actgaatacg

80
129
180
240
300
360
420
480
540
60C
660
720
780
840
90¢
960

102¢C
1080
1140
1200
1260
132G
1389
1440
1500
1560
1620
168490
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280
23490
2350

50
120
180
240
300
360

480
540
600




caaatgttag
aatgacaaar
actacgacart
acacaagtig
actgagagaa
gatTacatcca
gCotCotitatco

gaataggttg
tagctatage
gractacteg
gtggetcotaa
tgatgagagt
accaaatcgt
atagagtacta
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tcaaacaaca
ggatgtcgnt
aaattgtaag
tgtattagac
gaattggaaa
geaggtazstg
gatatatcst

aatgtagact
gatgcgataa
aagttaggtc
ataacagcag
aaatggrgge
tccazaagat
agattaga:c
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cgtttgaaat
atcataaaat
caagagagaa
atccaacgac
aagratttta
caagaccatt
gatgtgace

ggttgeotgag

aaatttgaca
tgragsogta
taatcccacaa
tactatagca
aaattctgca

660
720
TR0
B840
900
960
io02




Obr. 1

VP4 sekvence P43

ATGGCTTCAC
TTTACATGAT
CTATRARATCC
GATCATGGACG
TCCTTATCAG
TTAATTCARR
TTTTGGACTG
ACAATATATG
CAAATAAATG
TTTTATAATA
TARAATATGGT
CTACTGACAG
CATTCAGAAT
ATATATTARLT
CATTGCCATT
GAAGACATTA
TAGGGATATT
GAGGACTAGG
CAATATAMTT
TTCAGTAAAT
CTGATTTTIGG
TATGTAGACT
TAGATCATTA
ATTATTTCAC
GTTTCGTTGC
TGTATCATT

CACCTTTICTC
GCCGCTAATC
TTCACTCATT
TEAATTCAGT
CGAGAAGAAT
TGATTTAGCA
AARAGTACAART
TTTAGAAAAT
GTCAGATGCT
TATCTGCGAT
ACTAATTCAT
ACTTAGATTA
ACATTTCAGC
GGAAAADANTA
TCCAAAMCGA
ATACTGAAGS
CCATTCGATG
ATCAGCGATA
GAATCACTCG
TTACGTAATT
ACAGTTAATA

TCATTTATAG
GAAATAGAGC
GGGTCCATTT
AGATRAATGA
CCAACTACAT
TACAAATGGA
CAGTCGTTGC
ATATTTGGTG
GAAGTTTTTA
GACGTACATT
GGAAGAGTAT
TTCAAGTACT
TTTACATTAT
ARTGGTCTGC
ATCATCTAGA
TAGTTTCARA
ATAATTAGAT
TTATAAATGG
ACTTACGTGA
GGAGTGAACA
TATTTCAAGG
ATTGGGATGA
GCAGCTARATT
TATACCAGTA
ATTTTGCCGG
AATTCACTAC
AATACTGAGA
CARATAATGG
TCTTTAGTTC
GACGGTRAGA
TTARCTCATT
CTGTTGCCTC
TGATTTAACT
CAAAATTAGC
GCTTCATCAG
TTCARATTGG
TGAACGATAT
AMAGAMATGA
AGCTGTACTA
CTTTACCTGA
TCATATCGAA
AABATTCTTT
TAAATARATT
ATCGATTTTA
TACAGAAGCG
TCATTAATCA
CTACAATGTA

CZ 302173 B6

ACAACTTCTC
AAATTGGATC
GCACAGACTA
TTCGACTACSH
TTACTCCACC
GTAGTATATG
TATTGAACCC
AAAGCAAGCA
GAAATGTTTA
ANCTTCTGAT
GGACATTTCA
GCAARTTTAR
TCCRAGGTCC
CACCAATTCA
TCGATACAGT
AMCTTCATTA
TTAAATTTGG
TCTGAAATAT
CGGTGAACAA
ATTTTAGCTA
TATGAAGTTA
TTCAAAAGCR
TARATTCAGT
GGTGCATGGC
AGTTACATTA
GATTTAGATT
ACACGTACAG
AAATGAATAC
CAACTAATGA
CAAGATTTAG
GTCACRAGARA
TAGATATGETT
AARATCAATGG
TACATCAATT
CRATCARAGAAA
ACTAATGTTT
TTCAACACAA
TTACTCAAAC
AAAACADARD
TATAGTTACA
TATTAAAGGA
GCATACARAD,
CGCTGAACTA
AGACATTGAR
TTAARTTTAR
AAATAATCCA
BATTGTGAGAR

ACTAATTCAT
AGAADAARCT
GATATGCTCC
GTAGAACCEA
TAATGATTAT
AAAGTACARN
CACGTCAACC
ATTTAATGTG
GAAGCAGTAG
ACCAGACTTG
TCGTCGRAMNTA
ATAATATATC
CRGGAXTCTA
ARATACTAGA
ATAAGAGAGC
TGGARRGAAA
TAATAGTATT

ATATAAGGC
GTAACCGCAC
TAATZCAGGG
TTARACAGAA
TITTAGAAATA
GARRAATGETACA
CAGTAATGAR
TCCACGTAAT
TAGTTTGACA
TGARTTTGTA
TACGAAATAT
TGATTATCAG
AGCGCCAACT
ATAGCTATGG
TICCRTGTTIT
CGACTAGTGT
TCAGAMATGA
CGTTTCTATT
CARATGATGT
ACATCTACAA
TGAAGGAATG
TAGATATGTC
GAAGCATCTG
TGATGAAGTA
TTAATACATT
GTRAACAGATT
AAATTTAAAT
TTAAATCGAR
ATTATAAGGA
ACGCTATTGA

ATTCARGTAGA
CAGARTGTAR
AGTCARATTGG
TTTTAGATGG
TGEGATACTTA
TEATAGTGAC
CAGTAGATAG
AGTAACGATT
TCARRATGAA
TAGGAATATT
CCGAGAGCTA
ARTTACAATT
AATCETAATGA
AATGTAGTTC
ACAAGTTAAT
TGCAGTATAA
GTARAGATGG
AGCAAATTAT
ACACCACTTIC
TTTCTACCCA
TTCTTATGTA
TGGTATATGT
GGTGGAAGTT
TGETGGCGCT
TTACTGATTT
GTTGATGAAC
TGEATTACCA
CAGGAAGGTT
ACTCCAATTA
TACTGATTTA
CACAATTGAT
TCAGGAATTA
AATGARGARA
CTAATTCATT
AGATCGAATT
GTCARACGTA
TTAGTAAGAA
AGCTTTGACG
TACTCAAATT
AGAAATTTAT
ATGGAAATTA
TGATGAAGTG

TCCAGTTAT
GATAATTATG
TCCAAATATG
ATAGAATTGA
GGATGTGACC

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
6C0
650
700
750
800
850
800
850
1g0¢0
10590
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1850
1700
1750
1800
1850
1900
1850
2000
2050
2100
2159
2200
2250
2300
2350



Obr. 2

VP7 sekvence P43

ATGTATGGTC
TCTACTCAAC
TATATAGATC
CAGARTTATG
CGCTAACTCT
ATTATCCRAAC
TCATTGTCAC
TTTTAAAGRG
ATTCGTCGATTA
GATATGTCARG
AATGGATATA
GGATATCRAT
CAAATCTTAG
GGTTGCTGAG
TCATAARRT
AAGTTAGGTC
TGTATTAGAC
TGATGAGAGT
GATTATATTA
AAATTCTGCA
GATCGTGACC

TTGRAATATAC
TATATATTAR
TTTGTTGATT
GGCTTARCTT
ACTCAAGRAG
TGAAGCAACT
ARATCTTTCT
TATTCAAGTA
TAACTTAGTA
AGTTAGCTGA
ACATTRTATT

-t b

GGGATCATCA
GAATAGCTTG
AARTGAGAAAT
AARTTTGACA
CAAGAGAGAA
ATRACRGCAG
CAATTGGARR
ACCAARXTOGT
GCTTTTTATT
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CACAARTTCTA
HATCAGTARAC
TATGTAGCAT
ACCAATAACA
GAATATTTCT
ACTCARAATTA
CACAARAGGT
TTGTTGATTT
CTAATGAAAT
TTTAATATTG
ATTRATCRACH
TGTACTGTGA
TCAAACRACHE
TAGCTATAGT
ACTACGACAT
TGTAGCTGTA
ATCCAACGAC
AAATGCETGGC
GCAGGTAATG
ATAGACGTATA

-40 -

RTCTTTCTGA
TCGAATAATC
TATTTGCCTT
GGATCAATGG
ARCATCCACA
ATGATCGGTGA
TGGCCAACAG
TTCTGTCGAT
ATGATCAAAR
AATGAATGGT
ATCGGGAGAR
ARGTGTCETCC
ARTGTAGACT
GGATGTCGTT
GTACTATTCG
ATACAAGTTG
TAATCCACAR
ARAGTATTTTA
TCCAARAGAT
GATATATCTT

TATCAATTAT
GACTACATTA
GACAAGAGCT
RCACTCTATA
TTATGTTTGT
ATGGAAAGAC
GATCAGTCTA
CCACARTTA

TCTTGAATTA
TATGTAATCC
TCARATARAGT
ACTGAATACG
CCTTTGAAAT
GATGGGATAA
FAATTGETAAG
GTGGCTCTAR
ACTGAGAGAA
TACTATAGTA
CAACGATCATT
AGATTAGATC

50
100
150
200
250
300
350
400
450
50¢
E50
600
630
700
750
800
850
500
850
1000
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Obr. 3a

Neutralizaéni titry sér, odebranych kojencim, oékovanym pomoci P33

viéi rotavirovym klonum, odvozenym od P33,

log 10 titr

{
i
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P43 P8g9_C2
Rotavirus

1
!
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3c

Obr.

Neutralizacni titry, sér odebranych kojencim, okovanym pomoci P33

tavirovym klondm, odvozenym od P33.
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