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CZ 303217 B6
Zpisob vyroby vakciny proti hepatitidé typu B

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka nového zpiisobu vyroby vakeiny viéi hepatitidé typu B pro pouziti pii
l6&bé nebo profylaxi infekei virem hepatitidy B (HBV). Dale se pak tyka vakciny vici HBV,
kterou lze ziskat novym zplisobem podle vynalezu.

Dosavadni stav techniky

Infekce virem chronické hepatitidy B (HBV), pro kterou v soudasnosti existuje jen omezena
1é¢ba, predstavuje globalni problém vefejného zdravotnictvi a to problém ohromnych rozméri.
Chroniéti prenaedi HBV, jejichZ poget se celosvétové odhaduje na vice neZ 300 miliond, jsou
rizikem vyvoje chronicky aktivni hepatitidy (zanétu jater), cirhozy a primarniho hepatocelularni-
ho karcinomu.

Mnohé vakciny, které jsou bézné dostupné, vyZaduji k prevenci zhorSeni kvality konzervacni
latky. Casto pouZzivanon konzervatni litkou je thiomersal, coZ je slouéenina obsahujici rtut.
Objevily se urgité pochybnosti, které se tykaly pouZiti rtuti ve vakcinach, ackoli komentatofi
zdiiraznili, 26 moZna rizika vakcin s obsahem thiomersalu by neméla byt zvelitovana (P. A, Offit,
JAMA 283 (16)). Pfesto by bylo vyhodné nalézt nové a p¥ipadné bezpetnéjsi zpusoby vyroby
vakcin k nahraZeni pouzivani thiomersalu ve vyrobnim postupu. Existuje tedy potfeba vyvinuti
vakeiny bez piitomnosti thiomersalu a zejména vakeiny vi¢i hepatitidé B.

Podstata vyndlezu

Podstata vynélezu tvofi zplisob vyroby vakciny proti hepatitidé B, ktera obsahuje vy¢istény povr-
chovy antigen hepatitidy B, ktery obsahuje méné nez 0,025 pg rtuti na 20 pg bilkoviny a pfi
jehoz &itdni nebyl pouzit thiomorsal a farmaceuticky pFijatelnou pomocnou litku, vyznadujici se
tim, Ze se antigen Gisti tak, Ze se surovy pfipravek antigenu hepatitidy B

(a) podrobi gelové permeatni chromatografii,

{b) podrobi iontové vyménné chromatografii a

(c) smisi se s redukénim ¢inidlem, majicim volnou skupinu ~SCH, v jehoZ pfitomnosti se déle
¢isti, a

antigen se po vy&isténi formuluje s farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latkou do vakciny, pfi-
temz vakcina je prosta thiomersalu.

Cisténi se s vyhodou provadi v nepfitomnosti thiomersalu a vy¢itény antigen neobsahuje vibec
zadny thiomersal.

Antigen je s vyhodou stald a vhodné v podstaté tak staly, jako antigeny hepatitidy, vy€istény
v piftomnosti thiomersalu, jak je napfiklad ukdzano zde v Prikladu 1.

Antigen hepatitidy je s vyhodou imunogenni.

Reduk&ni &inidlo se s vyhodou pfidava béhem postupu &isténi antigenu, s vyhodou po naristu
bunék, exprimujicich antigen.




25

30

35

40

45

30

53

CZ 303217 B6

Redukénim &inidlem je s vyhodou cystein, dithiothreitol, B—merkaptoethanol nebo glutathion,
ptiemz nejvice se upfednostiiuje cystein.

Predkladany vynalez tedy v souladu s tim poskytuje zpiisob vyroby stalého imunogenniho antige-
nu hepatitidy B, beze stop thiomersalu, ktery zahrnuje &i$téni antigenu v pFitomnosti cysteinu.

Cigt&ni se s vyhodou provadi v p¥itomnosti roztoku cysteinu,

Cystein, at’ uz ve formé roztoku nebo v praskové formé, se béhem takového zpisobu piidava do
kone&né koncentrace do | do 10 mmol . I a lépe od 1 do 5 mmol . I"'. Jesté 1épe se cystein pidé-
va a2 k dosaZeni kone&né koncentrace pfiblizng 2 mmol . I'".

Cystein je s vyhodou L—cystein,

Vynalez dale poskytuje zplisob vyroby stilého antigenu hepatitidy B beze stop thiomersalu, pii
némZ se surovy antigen podrobi gelové permea&ni chromatografii, iontové vyménné chromato-
grafii a smicha se s reduk&nim ¢inidlem, které ma volnou skupinu ~SH.

lontové vyménnou chromatografii je s vyhodou aniontové vyménna chromatografie.

Vynalez dile poskytuje antigen hepatitidy B, neobsahujici thiomersal, ktery lze ziskat zpiisobem
vyroby podle pfedkladaného vynilezu, pfiemz antigen je alespofi tak imunogenni a antigenni
Jjako antigen, ktery byl vyrobeny v pii{tomnosti thiomersalu.

Tento vynalez dale poskytuje imunogenni antigen hepatitidy B, majici sttedni pomér bilkoviny,
méfeny postupem ELISA (enzymovym imunologickym stanovenim), v&t¥i neX 1,5 a obsahem
RF1 s alespoil tfikrat nizii hodnotou ICsy, neZ je tomu u povrchového antigenu hepatitidy B, vy-
robeného v pfitomnosti thiomersalu.

V dal8im aspektu se tento vynalez tyka zpiisobu vyroby antigenu hepatitidy, vhodného pro pouzi-
ti ve vakcing, pfiCemZ tento zpiisob zahrnuje &iténi antigenu v pfitomnosti thiomersalu a nasled-
nou ipravu antigenu v pritomnosti reduké&niho &inidla, obsahujiciho volnou skupinu ~SH.

Po dpravé s vyhodou nasleduje krok &ifténi, jako je dialyzaéni krok, k odstranéni thiomersalu.
Redukenim €inidlem je s vyhodou cystein, dithiothreitol, glutathion nebo 2-merkaptoethanol.

Antigen hepatitidy B podle vynalezu miize byt pouZit bud’ pro 1é&bu nebo profylaxi infekci hepa-
titidy B, zviasté pak pro lé€bu nebo profylaxi naptiklad chronickych infekei hepatitidy B.

Pfedkladany vynilez dale poskytuje vakcinaéni prostfedek obsahujici antigen hepatitidy B podle
tohoto vyndlezu ve spojeni s adjuvantni latkou. Adjuvantni latkou je s vyhodou hliniti sfil nebo
preferenéni, prednostni stimulator odpovédi bunék TH1,

Antigenem je s vyhodou povrchovy antigen hepatitidy B.

Ptiprava povrchového antigenu hepatitidy B je dobfe dolozena. Viz naptiklad Harford se spolu-
autory, Develop. Biol. Standard 54, 125, 1983; Gregg se spoluautory, Biotechnology 5, 479,
1987, EP-A-0 226 846, EP-A—0 229 108 a odkazy v uvedenych publikacich,

Tak, jak je zde pouZivin, zahrmuje vyraz "povrchovy antigen hepatitidy B" jakykoli antigen
HBsAg (povrchovy antigen hepatitidy B) nebo jeho fragment, vykazujici antigennost povrchové-
ho antigenu HBV (viru hepatitidy B). Bude zfejmé, Ze kromé sekvence 226 aminokyselin antige-
nu HBsAg (viz Tiollais se spoluautory, Nature 317, 489, 1985 a zde uvedené odkazy) mize
HBsAg, jak je zde uveden, pokud je to Z4douci, obsahovat &ast sekvence pre—S &i celou sekvenci
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pre-S, jak je popsina ve vyie uvedenych odkazech a v EP-A-0 278 940. HBsAg, jak je zde
uveden, maze také odpovidat variantam, naptiklad "inikovému mutantu” (escape mutant), popsa-
nému ve WO 91/14703.

HBsAg mtize také odpovidat polypeptidim, popsanym v EP 0 198 474 nebo v EP 0 304 578.

HBsAg bude normalné v &sticové formé. Ve zvlast€ upfednostiiovaném ztélesnéni bude HBsAg
sestavat zejména z S—antigenu HBsAg, uvedeného vyse.

Vakcina miize s vyhodou zahrnovat farmaceuticky pfijatelnou pomocnou létku, jako je vhodna
adjuvantni latka. Vhodné adjuvantni latky jsou obchodng dostupné, jako naptiklad Freudovo ne-
kompletni adjuvans a Freundovo kompletni adjuvans (Difco Laboratories, Detroit, Mi); Merck
Adjuvant 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ); AS-2 (SmithKline Beecham, Philadel-
phia, PA); hlinité sole jako gel hydroxidu hlinitého (alum) nebo fosfore¢nan hlinity; sole vapni-
ku, Zeleza &i zinku; nerozpustna suspenze akrylovaného tyrodinu; acylované cukry; kationtové
nebo aniontové derivatizované polysacharidy; polyfosfazeny; biologicky odbouratelné (degrado-
vatelné) mikrokuli¢ky; monofosforyllipid A a quil A. Jako adjuvantni litky mohou byt také po-
uzity cytokiny, jako GM—CSF nebo interleukin-2, interleukin—7 ¢i interleukin—12.

V prosttedcich podle tohoto vynélezu se upiednostiluje to, aby adjuvantni sloucenina indukovala
imunitni odpovéd’ pfevainé typu TH1. Vysoké hladiny cytokinii typu Thl (napiikiad interferonu
gama, faktoru nekrézy tumord alfa, interleukinu 2 a interleukinu 12, tj. IFN-y, TNFa, 1L-2
a IL-12), maji sklon upfednostiiovat, indukei bunéin& zprostfedkovanych imunitnich odpovedi
na poddvany antigen. V upfednostitovaném zt&lesnéni, pfi némz je imunitni odpovéd’ pievazné
typu THI1, se bude hladina cytokind typu Thl zvySovat ve vét3im rozsahu neZ hladina cytokini
typu TH2. Hladiny t&chto cytokinii mohou byt snadno uréeny za pouZiti standardnich stanoveni.
Pro pfehled typi cytokini viz praci Mosmanna a Coffmana a Ann. Rev. Immunol. 7, 145-173,
1989.

Vhodné adjuvantni latky pro vyvolani pfedeviim odpovédi typu TH1 zahrnuji naptiklad kombi-
naci monofosforyllipidu A, s vyhodou 3—de—O-acylovaného monofosforyllipidu A (3D-MPL)
spolu s hlinitou soli. Jiné znamé adjuvantni latky, které indukuji pfedev$im imunitni odpovéd’ ty-
pu THI, zahrnuji oligonukleotidy s obsahem cPG. Tyto oligonukleotidy jsou charakterizovany
tim, ze dinukleotid CpG je nemethylovany. Takové oligonukleotidy jsou dobfe zndmé a jsou
popsany napfiklad ve WO 96/02555. Imunostimula&ni sekvence DNA jsou také popsany, napfi-
klad Satem se spoluautory v préci, zvefejnéné ve Science 273, 352, 1996.

Jinou upfednostfiovanou adjuvantni latkou je saponin, s vyhodou saponinovy produkt QS21
(dostupny od firmy Aquilla Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA), ktery miZe byt pouzit
bud’ samotny, nebo v kombinaci s jinymi adjuvantnimi latkami. Posileny systém napfiklad zahr-
nuje kombinaci monofosforyllipdu A a saponinového derivétu, jako kombinaci QS21 a 3D-MPL,
popsanou ve WO 94/00153, nebo méng reagujici prostfedek, v némz je QS21 zhéSen cholestero-
lem, jak je popsino ve WO 96/33739. Jiné upfednostiiované prostfedky obsahuji emulzi typu
oleje ve vodé a tokoferol. Zvlait silny adjuvantni prostfedek zahrnujici QS21, 3D-MPL a toko-
ferol v emulzi typu oleje ve vodé, je popsan ve WO 05/17210.

ZvI43té silny adjuvantni prostiedek zahrnujici QS21, 3D-MPL a tokoferol v emulzi typu ve vodg,
je popsan ve WO 05/17210 a je upfednostiiovanym prostiedkem.

Podle jednoho ztélesnni predkladaného vynalezu je zde poskytnuta vakcina, obsahujici povrcho-
vy antigen hepatitidy B podle tohoto vynalezu, kterd nadto obsahuje adjuvantni latku, indukujici
TH1. Upfednostiiovanym ztélesnénim je vakcina, v niz je adjuvantni latka, indukujici TH1, zvo-
lena ze skupiny adjuvantnich latek, obsahujici 3D-MPL, QS21, smés QS21 a cholesterolu a oli-
gonukleotid CpG. Jinym upfednostiiovanym zt€lesnénim je vakeina, obsahujici povrchovy anti-
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gen hepatitidy B, jehoz i¢inek je zesilen monofosforyllipidem A nebo derivatem, QS21 a tokofe-
rolem v emuizi typu oleje ve vodé.

Vakeina s vyhodou navic obsahuje saponin a lépe saponinovy produkt QS21. Jiny zv1ast& vhodny
adjuvantni prostfedek, obsahujici CPG a saponin, je popsan ve WO 00/09159 a je upfednostiio-
vanym prostfedkem. Saponinem je v tomto konkrétnim prostfedku Q821. Prostfedek s vyhodou
navic obsahuje emulzi typu oleje ve vodé a tokoferol.

Predkladany vynalez dile poskytuje vakcinagni prostfedek, obsahujici povrchovy antigen hepati-
tidy B podle tohoto vynalezu v kombinaci s adjuvantni latkou a navic obsahuje jeden nebo vice
antigend, zvolenych ze skupiny, sestavajici ze zigkrtového toxoidu (D), tetanového toxoidu (T),
bunéénych antigent Eerného kasle (Pa), inaktivovaného viru détské obmy (IPV), antigenu hemo-
philus influenzae (Hib), antigenu hepatitidy A, viru herpes simplex (HSV), antigeni: chlamydii,
streptokoka typu B (GSB), lidského papilomaviru (HPV), streptokoka pneumonia a neisserii.
Ve vakcina¢nim prostfedku podle predkladaného vynalezu mohou byt rovnéz kombinovény anti-
geny, poskytujici ochranu viiéi dal§im chorobam.

V jednom konkrétnim zt¢lesnéni vakcinaéni prostfedek zahrnuje povrchovy antigen hepatitidy B,
ktery lze ziskat zplisobem vyroby podle tohoto vynalezu, spoleéné s adjuvantni latkou a inaktivo-
vanym virem détské obrny.

Pfedkladany vynilez také poskytuje zplsob 168by a/nebo profylaxe infekei viru hepatitidy B,
ktery zahruje podévéni bezpeéného a ginného mnozstvi vakciny podle tohoto vynalezu v pro-
fylaxi anebo lécbé infekce hepatitidy B lidskému nebo Zivo&isnému subjektu, trpicimu infekei
virem hepatitidy B, nebo nachylného k takové infekci.

Tento vynalez dale poskytuje pouZiti povrchového antigenu podle pfedkladaného vynalezu Kk vy-
robé léku pro 1é€bu pacienti trpicich infekci zpisobenou virem hepatitidy B, jako je chronicka
infekce virem hepatitidy B.

Vakcina podle pfedkladaného vynilezu bude obsahovat imunoprotektivni mnoZstvi antigenu
(mnozstvi, dostacujici k vyvolani imunitni ochrany) a miiZze byt vyrdbéna b&inymi postupy.

Vakcinaéni prostfedek je obecné popsin v: Pharmaceutical Biotechnology, dilu 61, "Vaccine
Design — the subunit and adjuvant approach", vydavateld Powella a Newmana, Plenum Press,
1995. "New Trends and Development in Vaccines”, vydavatelé Voller a spol., University Parke
Press, Baltimore, Maryland, USA, 1978. Opouzdieni (enkapsulace) do liposomi je popsina
napfiklad Fullertonem v patentu US 4 235 877. Spojeni (konjugace) bilkovin do makromolekul je
uvedeno napiiklad Likhitem v patentu US 4372945 a Armorem se spoluautory v patentu
SU 4 474 757. Pouziti latky Quill A je popsano Daisguaardem s spoluautory v Acta Vet. Scand.
18, 349, 1977. 3D-MPL je dostupny od firmy Ribi Immunochem, USA a je popsdn v britské pa-
tentové pithlaSce 2220211 a v patentu US 4 912 094. QS21 je popsén v patentu US 5 057 540,

Predkladany vynélez je ozfejmen, ne viak omezen, nasledujicimi ptiklady.
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Piehled obrazki na vykresech

V nasledujicich pfikladech provedeni vynalezu:

Obr. 1  znazoriuje vyrobni postup pro vakcinu Engerix B™ bez thiomersalu.

Obr.2  znazorfiuje analyzu 3ar?i objemovych antigenit prostfednictvim SDS-PAGE (elektro-
forézy v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti dodecylsuifatu sodného); barveni bylo

provedeno stiibrem; 1 pg bilkoviny na vzorek;

polohy oznadova&i, markeri molekulové hmotnosti jsou vyznageny Semnymi skvrnami:
92 500, 66 200, 45 000, 31 000, 21 500, 14 400.

Obr.3  znazoriuje zbytkové kvasinkové bilkoviny v SarZich objemovych antigend, vyrab&nych
postupem bez thiomersalu. Jedna se o metodu "Western blottiing” s krali¢im sérem pro-
ti kvasinkovym bilkovinam.

Polohy oznagovadii, markerli molekulové hmotnosti jsou vyznadeny ¢ernymi skvrnami:

92 500, 66 200, 45 000, 31 000, 21 500, 14 400.

P¥iklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Zpiisob vyroby povrchového antigenu hepatitidy B v pFitomnosti thiomersalu

Povrchovy antigen hepatitidy b (HBsAg) z monovalentni vakciny vi¢i hepatitidé B, poskytovany
firmou SB Biologicals (Engerix B™) se exprimuje jako rekombinantni bilkovina v Saccharo-
myces cerevisiae (viz Harford se spoluautory, zde jiz uvedeno jako citace). Bilkovina o velikosti
24 000 se vyrabi nitrobunéné a hromadi se v rekombinantnich buiikach kvasinek. Na konci kva-
Seni se buitky kvasinek shromézdi (sklid) a rozrusi se v ptitomnosti jemné povrchové aktivni lat-
ky, jako je Tween 20 (monolaurat polyoxyethylensorbitanu), k uvolnéni pozadované bilkoviny.
Nasledné se bunéény homogenit, obsahujici rozpusimé Eéstice povrchového antigenu, predisti
v sérii srazecich kroki a poté se zahusti ultrafiltraci.

Daléi &isténi rekombinantniho antogenu se provadi naslednymi chromatografickymi separacemi.
V prvnim kroku se koncentrat surového antigenu podrobi gelové permealni chromatografii na
sloupci "Sepharose 4B medium". Thiomersal je pfitomny v elu¢nim pufru pro krok permealni
chromatografie na 4B gelu. Eluéni pufr mé nasledujici sloZeni: 10 mmol.I'' Tris, 5% ethylen-
glykol., pH 7,0; 50 mg/l thiomersalu. Thiomersal je do tohoto pufru zatlenén pro kontrolu biolo-
gického zatiZenf.

Vétsina uvedeného mnozstvi thiomersalu je odstranéna v nasledujicich krocich €iSténi, které
zahrnuji iontové vymeénnou chromatografii, ultracentrifugaci a odsoleni (gelovou permeadni
chromatografii), takZe vy&i§t&né objemové antigenni prosttedky, pipravené pliisobenim, originl-
nim zpasobem vyroby, obsahuji pfiblizng 1.2 pg a mén& nez 2 pg thiomersalu na 20 pg bilkovi-
ny.

Krok iontové vyménné chromatografie se provadi za pouZiti DEAE—martixu a spojené podily
(pool) se potom podrobi ultracentrifugaci na cesiovém gradientu za pouziti &tyf pfedem pEiprave-
nych vrstev o riiznych koncentracich chloridu cesia. Antigenni ¢astice jsou v gradientu oddé&leny
od znedidtfujicich bun&nych &astic v zévislosti na své hustoté a na konci postupu odstied’ovani
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Jsou eluovany. Chlorid cesia je z tohoto podilu nasledn& odstranén druhym krokem gelové per-
meacni chromatografie za pouZiti gelu Sepharose.

Pokud se HBsAg pfipravuje zpisobem, obsahujicim thiomersal ve 4B gelovém permea&nim
pufru, jsou ve spojenych podilech z CSCI gradientu, obsahujicich HBsAg, nalezeny koncentrace
bitkovin vy38i nez 30 mg/ml, odpovidajici pFislusnym koncentracim HBsAg, stanovenym za
pouZiti sady AUSZYME od Abbott Laboratories.

Krok ultracentrifugace v gradientu CsCl obvykle z prostfedku HBsAg eliminuje zbytkové tuky,
DNA a mensi bilkovinna zne¢iSt€ni. Provadi se zondlnim odstied’ovanim v rotoru Ti 15 od firmy
Beckman Instruments, Fullerton, Kalifornie p#i rychlosti 30 000 otatek za minutu po dobu pfi-
blizné 40 az 60 hodin. Vzorek, ktery ma byt vy&istén, se nanese na vrstvy roztoku CsCl o koneg-
nych koncentracich 0,75; 1,5; 2,5 a 3,25 mol.I" CSCI. Na konci odstfed’ovani je gradient eluovin
do podili. Podily, obsahujici BHsAg, mohou byt uréeny absorbanci UV svétla pii 280 nm nebo
testovénin; nafedéni podild pomoci sady AUSZYME. Pruh HBsAg se nachazi v hustot& 1,17 aZ
1,23 g/em”.

Roztok, obsahujici vy€istény HBsAg, je pfed pouZitim k vyrobé vakcinagniho prostfedku sterilng
filtrovan.

Cisténi z bunéiného lyzatu kvasinek je komplexni d&j, nebot’ antigen je vytvifen nitrobunééné
a k ziskani ¢istého objemového antigenu je nezbytna celd série separadnich (odd€lovacich) tech-
nik, sestavena k odstranéni riznych typu (kvasinkového) znegisténi. Kroky &isténi jsou diilezité,
nebot’ produkt, jeZz ma byt vygistén, je lipoproteinova &astice, obsahujici mnohogetné kopie poly-
peptidu povrchového antigenu a tato struktura musi byt b&hem procesu &iténi zachovana.
Je zvladtnosti tohoto procesu, Ze poskytuje Eastice povrchového antigenu, které jsou plné imuno-
genni bez nutnosti dalSiho chemického ovlivnéni ke zvySeni jejich imunogenity (srovnej EPO
135 435).

Podrobnosti o zpiisobu vyroby jsou dale popsény v EP 0199698.

Piiklad 2

Vyroba a charakterizace HBsAg ziskaného z kvasinek postupem bez thiomersalu.
1. Vyroba a isténi HBsAg, ziskaného z kvasinek

1.1. Prehled vyrobniho zplisobu

Povrchovy antigen hepatitidy B miZe byt vyrab&n kvagenim vhodného kmene Saccaromyces
cerevisiae, napfiklad takového, jaky popsal Harford se spoluautory {citovano vyie).

Na konei kvaseni rekombinantniho kmene kvasinek ve velkém méfitku se buriky sklidi (shromax-
di se) a oteviou se rozit&penim v pFitomnosti jemné povrchové aktivni latky, jako je Tween 20.
Povrchovy antigen je pak isolovan vicekrokovym exktraktnim a purifikaénim postupem ptesné
tak, jak bylo popsano vy3e, v Ptikladu 1, az do kroku prvni gelové permeace na Sepharose 4B,

1.2 Postup ¢isténi bez thiomersalu

Do postupu bez pfitomnosti thomersalu byly oproti postupu, popsanému v Pfikladu 1, zatlenény
nésledujici dvé zmény.

. Eluéni pufr, pouZivany v kroku permeaéni chromatografie v gelu 4B, jiz neobsahuje thio-
mersal.




20

30

35

40

45

50

35

CZ 303217 B6

2. Do eluovanych spojenych podilti (poolu) z kroku aniontové vyménné chromatografie se pii-
dé cystein (o kone&né koncentraci 2 mmol.I™).

Bylo zjiiténo, ze vysledkem odstranéni thiomersalu z pufiru pro permea¢ni chromatografii v gelu
4B mize byt vysraZeni tastic BHsAg. béhem kroku odstfed'ovani v hustotnim gradientu CsCl
s (ibytkem produktu a agregaci &i shlukovanim ziskaného antigenu.

Ptidani cysteinu v konené koncentraci 2 mmol.I" k eluovanym spojenym podiliim z predchoziho
kroku aniontové vyménné chromatografie zabratiuje sraZeni a fibytku antigenu b&hem odstiedo-
vani v hustotnim gradientu CsCI.

Pro takové ovlivnéni je cystein upfednostitovanou latkou, nebot’ se jedna o pfirozené se vyskytu-
jici aminokyselinu, kterd miZe byt odstranéna v nasledujicim kroku odsoleni na sloupei pro
gelovou permeacni chromatografii za pouziti Sepharose 4BCLFF jako matrixu sloupce.

Ve srovnani s postupem, popsanym v Piikladu 1, uZ nedoslo k Zidnym jinym zméném vyrobniho
postupu.

Postup, pfi némz se nepouZiva thiomersal, poskytuje objemovy antigen, majici Cistotu a vlastnos-
ti srovnatelné s antigenem, ziskanym postupem podle Ptikladu 1.

i.2a

Predpoklada se, Ze thiomersal, p¥idany do pufru pro 4B gelovou chromatografii v koncentraci
50 pg/ml, se rozkl4ada a vysledna ethylrtut’ se miize kovalentné vazat na volné sulfhydrylove sku-
piny na cysteinovych zbytcich bilkoviny. Bilkovina obsahuje 14 cysteinovych zbytkd, z nichz 7
se nachdzi mezi polohami 101 a 150.

Tato oblast bilkoviny se poklad4 za leZici na povrchu &astice a obsahujici hlavni antigenni oblast
HBsAg, zahmujici imunodominantni a oblast a rozpoznavaci misto pro monoklonilni protilatku
RF1 (J. Waters se spoluautory, Postgrad, Med. 63(2), 51-56, 1987 a Ashton—Rickardt a Murray,
J. Med. Virology 29, 196, 1989). Antigen, &idtény s thiomersalem, pfitomnym v pufru pro 4B ge-
lovou permeaéni chromatografii, obsahuje na konci postupu &isténi pfiblizng 0,5 aZ 0,6 pg rtuti.
Tato rtut’ neni jednoduchou dialyzou plné odstranéna.

V jednom pokusu bylo v objemovém antigennim prostfedku naméfeno 0,56 pg rtuti na 20 pg bil-
koviny. Tento prostftedek byl dialyzovan 16 hodin pfi teploté mistnosti proti puftu o pH 6,9.
Obsahujicimu 150 mmol.I'' roztok NaCl a 10 mmol.l" roztok NaPO,. Na konci dialyzy byla
naméfena koncentrace 0,33 pg rtuti na 20 ug bilkoviny.

Naproti tomu dialyza v pfitomnosti redukéniho ¢inidla, jako je L—cystein v koncentraci od 0,1 do
5,0 mg/ml, dithiothreitol v koncentraci 50 mmol.I" nebo 2-merkaptoethanol v koncentraci
0,5 mmol.I", po niZ nasleduje dalsi dialyza k odstranéni redukéniho &inidla, poskytuje snizeni
obsahu rtuti v antigennim prostfedku na méné nez 0,025 pg rtuti na 20 pg bilkoviny. To je nej-
niZii detek&ni hranice této metody.

Obsah rtuti byl stanoven za pomoci absorpéni spektrofotometrie. Antogen byl nafedén v roztoku,
absahujicim 0,01 % (hmotnost/objem) dichromanu draselného, K,CrO; a 5 % (objem/objem})
kyseliny dusi¢né. S thiomersalem jako zdrojem rtuti byly p¥ipraveny standardni roztoky atomova
absorpce vzorku a standardnich roztoki se méfi po odpafeni v generdtoru pary, s katodou speci-
fickou pro rtut’, pfi vlnové délce 253,7 nm. Atomova absorpce ziedéného roztoku se méfi jako
slepy pokus (blank). Obsah rtuti ve vzorku se po&itd pomoci kalibradni k¥ivky, ziskané z hodnot,
namétenych ve standardnich roztocich. Vysledky jsou vyjadieny jako pg titru na pg bilkoviny.
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1.3 Vyroba objemového antigenu bez thiomersalu

Vyrobni kroky, tykajici se isténi objemu antigenu, jsou znazornény na obr, 1.

1.4. SloZeni vakciny, formulované bez thiomersaiu

Typické kvantitativni sloZeni vakciny proti hepatitidé B bez konzervaéni litky a formulované

z antigenu, pfipraveného postupem bez thiomersalu, je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka |

sloZzka mnozstvi v mi

aktivni stozka - bilkovina, tvofena z alespon 95 %| 20 ug
HBsAg

hydroxid hlinity (adsorbent), vyjadieny jako Al,Q, 0,95 mg

chlorid sodny 9,0 mg (max)
dihydrét hydrogenfosforetnanu sodného 0,88 mg
dihydrat dihydrogenfosforegnanu sodného 0,71 mg
;loda pro injekce dle potfeby do 1,0 mi

SloZeni se miiZze mé&nit pfidanim 3D-MPL a/nebo jinych adjuvantnich latek.

2. Charakterizace objemového antigenu a vakciny, vyrabéné postupem bez thiomersalu

2.1 Testy a stanovenim provadéné u vygi§téného objemového antigenu

2.1.1. Zakladni srovnani

Postupem bez thiomersalu podle tohoto Pkikladu (Pfiklad 1.2) byly pfipraveny tfi $arZe objemo-
vého antigenu a byly oznateny jako HEF001, HEF002 a HEF003. Ty byly srovnavany s $arzi
objemového antigenu (HEP2055), pfipravenou pfedchozim postupem (popsanym v Piikladu 1)
v pritomnosti thiomersalu.

2.1.2 Testy a stanoveni, provadéné u objemového antigenu

Testovany byly tii Sarze objemového antigenu, vyrobené postupem bez thiomersalu a vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 2.

Obsah bilkoviny byl méfen postupem podle Lowryho a spoluautori (J. Biol. Chem. 193,
265, 1951).

Obsah endotoxinu byl méfen Limulusovym postupem hrudkovaténi gelu (Limulus gel clotting
technique) za pouziti obchodné dostupné sady od firmy Cape Cod Associates, 704 Main St.,
Falmouth, MA 02540, USA. Reakéni inidlo je standardizovédno vzhledem ke standardu
"US Pharm. Endotoxin Reference Standard".
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Tween 20 (monolaurdt polyoxyethylensorbitanu) byl méfen postupem podle Huddlestona
a Allreda (J. Amer. Oil Chemist Soc. 42 983, 1965).

Obsah HBsAg byl méfen obchodnd dostupnou sadou AUSZYME od firmy Abbott Laboratories,
Dne Abbott Park Rad, Abbott Park, IL 60064, USA. Pouzit byl postup B, uvadény vyrobcem.
Ke stanoveni kiivky zavislosti na dévce byla jako standard pouZita 3arZe objemového antigenu,
gisténého postupem, vyuzivajicim thiomersal.

Polysacharidy byly méfeny postupem podle Dubiose a spoluautori (Anal. Chem. 28, 350, 1956).

Lipidy byly méfeny za pouZité obchodn& dostupné sady (Merkotest Total Lipids 3321) od firmy
E. Merck, B. P. 4199, Darmstad D—6100, Némecko.

Obsah DNA byl méfen prahovou metodou (Treshold method) za pouziti zafizeni a reagencii,
dostupnych od firmy Molecular Devices Corp., Gutenbergstrasse 10, Ismanning, Mnichov,
Némecko.

Hodnoty, ziskané v testech a stanovenich, jsou v rozmezi, které se uplatiiuje pro Sarze objemo-
vych antigenti, vyrobené za pouziti thiomersalu v eluénim pufru pro krok gelové permeadni
chromatografie na Sepharose 4B, s vyjimkou antigenni aktivity, méfené testem ELISA. Hodnoty
naméfené v tomto testu pro tfi prostredky HEF jsou vyssi (1,63-2,25) neZ hodnoty, zjidténc pro
sarzi objemového antigenu HEP2055, kde byl pomér ELISA/bilkovina 1,13. Poméry ELISA/bil-
kovina, méfené pomoci sady AUSZYME u arZi objemového antigenu obsahujicich thiomersal,
jsou obecné piibliZné 1,0 a v rozmezi od 0,8 do 1,2; velmi zfidka pak prekracuji hodnotu 1,4.

2.1.3 SDS-PAGE analyza

Prostiedky objemového antigenu byly zkoumany za pouZiti analyzy SDS-PAGE v redukénich
podminkéch a barveni prostfednictvim modfi "Coodmassie blue”. Veikeré vzorky vykazovaly
hlavni prouzek o velikosti 24 000 se stopami dimerni bilkoviny. Vzorky byly posouzeny jako
majici vysokou Eistotu (> 99 % &istotu), jak bylo prokézéno nepfitomnosti viditelnych prouzki
zneidtujicich bilkovin.

Vzorky (1 pg) prostfedkil objemového antigenu byly testovany prostfednictvim SDS-PAGE v re-
dukujicich a neredukujicich podminkach a za barveni stfibrem (Obr. 2). V redukujicich podmin-
kach vzorky vykazaly intenzivni prouzek, pohybujici se v oblasti hodnoty 24 000 se stopami
dimernich a multimernich forem. Vzorky geli byly nerozlisitelné od vzorku HEP2035, pouzitého
ke srovnani. Vzorky byly podrobeny také zkoumani v neredukujicich podminkéach. Za takovych
podminek se mén& materialu pohybovalo s oblasti 24 000 a mnoZstvi polypeptidu, pohybujiciho
se v dimernich a multimernich polohach, vzrostlo. Sar¥e objemového antigenu bez thiomersalu se
zdaji mit ponékud vyS3i stupeil polymerizace, neZ srovnavaci Sarze HEP2055.

Identita polypeptidu 24 000, prokazaného barvivem Coomassie blue nebo stfibrnym barvenim,
byla potvrzena metodou ""Western blotting” s krali¢imi polyklonalnimi protilatkami vii€i plas-
matickému HBsAg. Prosttedky objemového antigenu vykazuji hlavni prouZek v oblasti
24 000 spolu s dimernimi a trimemnimi formami. Technika prokézala mensi stopy rozpadovych
produkti bilkoviny povrchového antigenu. Nebyly nalezeny Z4dné rozdily mezi objemovym anti-
genem, pfipravenym postupem bez pouZiti thiomersalu a Sarzi HEP2055.

Pritomnost zbytkovych kvasinkovych bilkovin byla stanovovana analyzou prostfednictvim SDS—
PAGE v redukujicich podminkéch a metodou "Western blotting” s krali¢im polyklonélnim anti-
sérem viiéi kvasinkovym bilkovinam (Qbr. 3). Tato technika je kvalitativni a neumoZfiuje kvanti-
fikaci nedistot.
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Pro tfi SarZe objemového antigenu, pFipravené postupem bez pouziti thiomersalu, i pro Sarzi
HEP2053 je prokézan staly profil prouzkd jen s jednou vyjimkou.

Silné zbarveny prouzek, pfitomny v oblasti + 23 000 u objemového antigenu HEP2055, je prak-

ticky nepfitomny u t¥i prostfedkd HEF. Metoda "Western blotting” prokizala, Ze vysledkem
gisticiho postupu bez thiomersalu je &ist3{ antigenni produkt.

Tabulka2:  Vysledky test a stanoveni provedenych na vy&i&t&ném, objemovém antigenu bez

thiomersalu
TEST VYSLEDEK
| HEF0O1 HEF002 | HEF003 | HEP2055
pH 6.8 6.8 6.8 6.8

obsah bilkoviny dle] 1312 ug/ml | 888 ug/mi | 913 pug/m! | 995 pg/ml
{ Lowryho metody

obsah endotoxinu | < 0,25 EU <025EU |<0,25EU ;<0,25EU

obsah Tween 20 7.1 ug 6,6 ug 7.4 ug 58 ug

antigenni aktivita ! 2957 pg/ml | 1505 ug/fnl 1486 pg/mi| 1128ug/mi
(v testu ELISA)
pomér 2,25 1,69 1,63 1,13
ELISA/bilkovina

obsah 0,33 ng 0,35 ng 0,33 ng 0,34 ug
polysacharidd

obsah tukd 13,7 ug 12,8 nug 12,9 ug 11,8 ug
obsah DNA dle <1 pg <1 pg <1 pg <1 pg

Tresholda

2.1.4. Dal8i biochemické testy a stanoveni

2.1.4.]1. Obsah DNA

Obsah DNA byl u i 3arZi objemového antigenu méfen prahovou metodou (Treshol method,
Molecular Davices Corp.). Méfend mnozstvi byla mensi neZ 10 pg DNA na 20 pg bilkoviny

(Tabulka 2); Stejna hodnota obsahu DNA byla pozorovéna u objemového antigenu, vyriabéného
bézné schvalenym zpisobem.

- 10 -




25

30

35

40

CZ 303217 B6

2.1.4.2. Aminokyselinové slozeni

Aminokyselinové slozeni tfi $arZi objemovych antigeni HEF bylo urcovano po kyselé hydrolyze
s 6 mol.I" roztokem HCI, chromatografii aminokyselin na iontové vyménném sloupci s detekei
ninhydrinem po opousténi sloupce. Prolin a tryptofan nebyly stanovovany. Vysledky jsou uvede-
ny v Tabulce 3.

Nalezena sloZeni souhlasi se sloZenim, uréenych pro HEPT2055 a s predkladanym sloZenim,
odvozenym ze sekvence DNA. 1 kdyZ podet glycinovych zbytki, naméfeny pro HEP 2055, je
blizky otekavanému sloZeni, hodnota 16 aZ 17 je obvykleji naméfena pro objemné antigenni
prostfedky. Pramérny poet nalezenych cysteinovych zbytkd se rovnal ptedkladanym &trnacti,
coz ukazuje, Ze v disledku ovlivnén pii kroku na gradientu CsCl se na &astici nenavazuji zadné
dalgi cysteiny.

2.1.4.3.

Mnozstvi volného cysteinu, ptitomného v objemovych antigennich prostfedcich, ziskanych podle
zde popsaného zplisobu, bylo m&feno po oxidaci Eastic kyselinou permravenéi bez pfedchozi ky-
selé hydrolyzy. Oxidované volné cysteinové zbytky byly oddéleny na iontové vyménném sloupci
s detekei ninhydrinem po opusténi sloupce. Detek&ni mez cysteinu pti pouZiti tohoto postupu je
1 pgnalml

U tFi antigennich prostiedki HEF nebylo moiné béhem jejich testovani pfi podateénich koncent-
racich bilkovin, uvedenych v Tabulce 2, naméfit Zdny volny cystein.

Tento postup méi jak volné cysteinové zbytky, pfitomné v pufiu, tak i cysteinové zbytky, které
jsou ptipojeny na bilkovinu HBsAg disulfidickou vazbou, ale nevytvateji &st polypeptidové sek-
vence.

2.1.4.4. Sekvenéni analyza N-konce

Pritomnost moznych bilkovinnych zneéisténi a degrada¢nich produkta ve trech SarZich objemo-
vého antigenu, vyrabénych modifikovanym zpiisobem, byla uréovana sekven&ni analyzou N—
konce na zikladé Edmanova odbouravani. N-koncova sekvence MENITS... bilkoviny HBsAg
byla detegovana bez interference s ostatnimi sekvencemi. Bylo také potvrzeno, e N—koncovy
methionin je z 60 aZ 75 % blokovén acetylaci, jak jiZ bylo pozorovano dfive u polypeptidu
HBsAg, vyrab&ného rutinnim postupem.
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Tabulka3:  Aminokyselinova slozeni HBsAg,
éminoky— HEFQOO01 | HEFQ02 | HEFO003 | pram. HEP2055 |predpokl.
selina siozeni slozeni
Asp 11,3 11,3 11,3 11,3 11,5 10
Thr 17.5 17,4 17,2 17.4 17.8 17
Ser 21,4 21,6 21,4 21,5 20,9 23
Glu 11 11 11 11 10,5 9
Pro | nestan. | nestan. | nestan. nestan. | 24
| Gly 17,1 16,8 16,7 1 16,9 14,6 14
Ala 7.5 7.4 7.4 7.4 7.2 6
Cys 12,3 14,95 14,9 141 13,2 14
Val 10,9 11,0 10,9 10,9 10,7 11
| Met 6,8 6,7 4.1 6,9 7,1 6
e 12,3 12,4 12,5 12,4 12,2 16
Leu 26,3 26,6 26,2 26,4 26,7 33
Tyr 6.8 6,8 6,8 6.6 7 6
Phe 13,8 13,9 13,8 13,8 13,9 15
His 3 2,8 3,3 3,0 3,3 1
Lys 4 4 3,9 4,0 4.2 3
| Arg 57 5,8 5,7 57 6,1 5
Trp nestan. | nestan. | nestan. nestan. 13

2.1.4.5. Analyza rozptylem laserového svétla

U ¢astic HBsAg, vyrobenych za pouziti modifikovaného zplisobu a u referenéni $arze HEP2055
bylo provedeno srovnani velikosti &astic za pouZiti rozptylu laserového svétla (Tabulka 4).

Stanovené stfedni molekulové hmotnosti prokazaly dobrou shodu mezi prostiedky.

-12 -
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Tabulka 4:  Molekulové hmotnosti astic HBsAg, stanovené rozptylem laserového svétla

darze antigenu molekulova hmotnost |
HEFQ0O1 5 3,07.10°
HEFO002 2,76.10°
HEF003 2,76.10°
HEP2055 3,34.10°

2.1.4.6 Elektronova mikroskopie

Prostiedky objemového antigenu byly testovany za pouZiti elektronové mikroskopie pro fixaci,
znehybnéni, a barveni uranylacetitem.

Pozoravané &astice byly ve viech vzorcich podobné a odpovidaly +20 nm témef kulovitym
(ve formé koti¢ich hlav) &asticim, které jsou typické pro HBsAg. Castice, pozorované ve tiech
Sarzich HEF, byly nerozlisitelné do ¢astic HEP2055.

2.1.5. Imunologické analyzy
2.1.5.1. Reaktivita (schopnost reakce) s monoklonalni protilatkou RF1

TH prostiedky objemového antigenu byly testovany vzhledem ke své schopnosti reagovat s mo-
noklonalni protilatkou prostfednictvim inhibice stanovené ELISA. Bylo prokazano, Ze monoklo-
nalni protilatka RF1 chrani $impanze vici napadeni HBV a predpoklada se, Ze rozpoznava
ochranny konformaéni epitop na ¢astici HBsAg (S. Iwarson se spoluautory, J. Med. Virol. 16,
89-96, 1985).

Hybridom (produkt fiize lymfocyti) RF1 mdZe byt mnoZen v bii$ni duting mysi kmene Balb/c,
nebo ve tkatiové kultufe.

Ascitické tekutina, nafedéna v poméru 1:50 000 v saturadnim pufru (fosfatem pufrovany fyziolo-
gicky roztok, PBS, s obsahem 1% hovéziho sérového albuminu, BSA a 0,1% Tween 20), byla
smichdna v poméru 11: s riznymi nafed&nimi testovanych vzorki HBsAg v PBS (koneéné kon-
centrace se pohybovaly v rozmezi od 100 pg do 0,05 pug/ml).

Smési byly inkubovany v desti¢kdch Nunc Immunoplates (o 96 jamkach) po dobu 1 hodiny a pti
teploté 37 °c. Poté byly prevedeny do desti¢ek, potaZenych standardnim prostfedkem HBsAg, na
1 hodinu pii 37 °C. Standardnim prostfedkem HBsAg byla SarZe objemového antigenu (Hep
286), vylisténa zpisobem, vyuZivajicim thiomersal. Po kroku promyti prostiednictvim PBS
s obsahem 0,1 % Tween 20 byl pfidan biotinem konjugovany ovéi anti-my3i IgG, nafedény v po-
méru 1:1 000 v satura¢nim pufru a inkubovén 1 hodinu p#i teploté 37 °C.

Po kroku promyti byl do stejnych jamek ptidén streptavidin-biootinylovany peroxidazovy komp-
lex, nafedény v poméru 1:1 000 v saturaénim pufru a inkubovan 30 minut pfi 37 °C. Desticky
byly promyty a inkubovéany s roztokem 0,04 % OPDA a 0,03 % H,O, v 0,1 mol.I"" citratovém
pufru o pH 4,5 po dobu 20 minut pfi teploté mistnosti. Reakce byla stanovena pfidavkem
1 mol.I"" H,SO,. Poté byly pii vinovych délkach 490/630 nm méfeny optické hustoty O.D. a vy-
neseny do grafu.
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Hodnota IC50, definovana jako koncentrace antigenu (koncentrace inhibitoru), ktera inhibuje
z 50 % vazbu protilitky na povlegeny HBsAg,. byla vypoéitana za pouZiti rovnice o 4 promén-
nych a byla vyjadiena v ng/ml.

Testovany byly rovnéz série 3arzi HEP antigenu v&etné HEP2055, spolu s antigenem Herpes
simplex gD jako negativni kontrolou. Stanoveni uréuje schopnost kazdého testovaného antigenu
inhibovat vazbu RF1 ke standardnimu antigennimu piipravku (HEP286), navazanému na mikro-
titraéni desticku.

Tabulka 5 uddvé koncentrace kazdého antigenu, u nichz bylo prokazano, ze z 50 % inhibuji vaz-
bu RF1 na znehybnény antigen.

Tabulka 5:  Inhibice vazby monoklonalni protilatky RF1 na HBsAg

objemovy antigen iC50 (ng/ml)*
HEP286 3834
HEP&73 3437
HEP720 3150
HEP2055 2384
HEFQO01 468
HEFCO02 574

| HEF003 540

*IC50 = koncentrace antigenu (ng/ml), inhibujici z 50 % vazbu RF na znehybnény antigen

Vysledky ukazuji, Ze k inhibovani vazby RF1 je potieba &tykndsobné a% sedmindsobn& mensi
mnoZstvi antigenu HEF (viz Tabulka 5). To ukazuje, Ze antigen, ptipraveny modifikovanym, po-
zménénym zpisobem, vykazuje ve srovnani s objemovym antigenem HEP Zvy3enou presentaci
epitopu RF1.

Stejny typ inhibi¢niho stanoveni byl proveden za pouziti lidského séra lidi, otkovanych misto
fragmentem mAb RF1 prosttedkem Engerix B™, a v takovém piipadé nebyly zjistény rozdily
mezi Sarzemi angenu HEP a antigenu HEF.

2.1.5.2. Afinita k vazb& monoklonalni RF1

Kinetické parametry vazba monoklonalni protilitky RF1 ke tfem 3arzim antigenu HEF ak
HEP2055 byly méteny povrchovou plasmovou rezonanci za pouziti zafizeni Biacore 2000 od fir-
my Amersham Pharmacia Biotech, Amershym Place, Little Chalfont, Bucks, Velka Britanie.
méfenymi Kinetickymi parametry byly:

ka: asociadni konstanta (m's™)
kd: disociaéni konstanta (s™')

Ka: rovnovazna nebo afinitni konstanta (m™)

-14-
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ka
pfilemzKa =

kd

Nalezené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6:  Afinitni konstanty vazby RF1 k HBsAg

cbjemovy antigen | ka (x 107%) kd (x 10°) Ka (x 107)
HEF001 6,81 321 21,97
HEF0O02 6,89 3,73 18,83
HEFOQO3 7,39 4,67 15.80
HEP2055 3,31 6,30 5,31

Tti %arze antigenu HEF poskytuji podobné asociaéni/disociaini konstanty a hodnoty vazebné afi-
nity. Na rozdil od nich ma HEP2055 slabsi afinitu pro vazbu k RF1.

Zjidtené skutetnosti jsou v souladu s vysiedky z inhibi¢niho stanoveni ELISA, které prokézalo,
Je antigen. pfipraveny zpisobem bez pouZiti thiomersalu, vykazuje zvySenou presentaci epito-
pu RF1.

2.2. Test a stanoveni za pouZiti vakciny, formulované s antigenem, vyrobenym pozménénym
zplisobem

T#i $arze antigenu HEF byly adsorbovany na hydroxid hlinity a formulovany jako vakcina o slo-
¥eni, uvedeném v Tabulce 1. Balenim je dévka pro dospélé v lahvi¢kach (20 pg antigenni bilko-
viny v 1 ml}. Sarze byly oznaéeny jako DENS001A4, DENS002A4 a DENSO03A4.

Sila (G&innost) vakciny byla méfena stanovenim obsahu antigenu in vitro za pouZiti sady od
Abbott Laboratories "AUSZYME ELISA kit" a klasické 3arze vakciny, formulované s 50 pg
thiomersalu v 1 ml, jako standardu. Uginnost vakeiny byla méfena za pouiti metody B, popsané
v PharmaEuropa Special Issue Bio97-2 (prosinec 1997). Tti 8arze HEF poskytly vy3si hodnoty
obsahu antigenu, které byly ve srovnini s uréenym obsahem 20 pg antigenni bilkoviny téméf
dvojnasobné.

2.2.1 Reaktivita vakciny DENS s monoklonalni protilatkou RF1

Antigennost adsorbované vakciny byly dale testovana v inhibi¢nim stanoveni s monoklonalni
protilatkou RF 1. Stanoveni m&f schopnost vzorku vakeiny inhibovat vazbu RF1 na znehybnény
objemovy antigen (HEP286).

Asciticka tekutina, nafedéna v poméru 1 : 50 000 v saturaénim pufru (PBS, obsahujici 1% BSA
a 0,1% Tween 20), byla v pomru 1 : 1 smichana s riznymi zfedénymi vzorki vakein, které mély
byt testovany, v PBS (koncentrace se pohybovaly od 20 pg/ml do 0,05 pg/ml.

Smési byly za protfepavani inkubovany v destitkach Nunc Immunoplates (o 96 jamkach) po
dobu 2 hodin a pii teploté 37 °C. Poté byly pfevedeny do destidek, potaZenych prostfedkem
HBsAg. Prosttedkem HBsAg, pouZitym pro potaZeni, byla 3arie objemového antigenu (Hep
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286), vyCisténa zpasobem, vyuZivajicim thiomersal. tyto destitky pak byly za protfepavani inku-
bovany 2 hodiny pfi 37 °C. Po kroku promyti prostiednictvim PBS s obsahem 0,1 % Tween 20
byl pfidan biotinem konjugovany ovéi anti-mysi 1gG, nafedény v poméru 1:1 000 v saturadnim
pufru a inkubovan 1 hodinu pfi teploté 37 °C. Po kroku promyti byl do stejnych jamek pFidan
streptavidin-biotinylovany peroxidazovy komplex, nafedény v poméru 1:1 000 v saturaénim
pufru a inkubovan 30 minut pii 37 °C. Desticky byly promyty a inkubovany s roztokem 0,04 %
OPDA a 0,03 % H,0, v 0,1 mol.I" citrdtovém pufru o pH 4,5 po dobu 20 minut pri teploté mist-
nosti. Reakce byla zastavena pfidavkem 1 mol.I' H,SO,. Poté byly pfi vlnovych délkach
490/630 nm méfeny optické hustoty O.D. a vyneseny do grafu.

Hodnota ID50, definovana jako koncentrace antigenu (koncentrace inhibitoru), ktera inhibuje
220 % vazbu protilitky na povleteny HBsAg, byla vypoditana za pouziti rovnice o 4 promén-
nych a byla vyjadfena v ng/ml.

Vakeina, vyrobena z objemového antigenu, ziskaného pozménénym zplisobem, byla srovnana
s vakcinou Engerix B™, formulovanou za pouziti klasického objemového antigenu HEP a bez
thiomersalu jako konzerva¢niho &inidla.

Stanoveni bylo provadéno trojmo.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7 a ukazuji, ze k dosaZeni 50% inhibice vazby RF1 je ve srov-
nani s vakcinou Engerix B™ bez konzervagni litky vyZadovana pfiblizné polovina mnozstvi vak-
ciny DENS. To odrazi zvy¥enou prezentaci epitopu RF1 na antigenu HEF/DENS a je v souladu
s testy, provadénymi s protilatkou RF | na vy&isténém objemovém antigenu.

Tabulka 7:  Inhibice vazby RF1 formulovanou vakcinou
$arze vakciny IC50 (ng/mi) ™
pakus pramer
1 2 3

DENSO001A4 913 662 603 726
DENSO02A4 388 715 521 708
DENSG03A4 817 685 582 685
ENG5100A2 1606 1514 1481 1534
ENG3199B8 1329 1170 1286 1262
ENG3328A9 1417 1194 1334 1315 B

(1) koncentrace vakeiny, inhibujici z 50 % vazby protilatky R1 na znehybnény antigen
2.2.2. Imunogennost vakciny DENS u my3i
Studie byla provedena na mysich kmene Balb/C pro srovnani imunogennosti t¥ $arzi DENS

a prostiedku Engerix B™, vyrab&ného podle b&imého zpisobu vyroby antigenu a formulovaného
s thiomersalem.

- 16-
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Testovany byly nasledujici 3arze:

DENS001A4
DENS002A4
DENS003A4
a ENG2953A4/Q pro srovnani.

Stru¢né uvedeno, skupiny 12 my3i byly dvakrét v intervalu 2 tydni intramuskuldrng imunizovany
davkami vakciny, které odpovidaly 1/10 (2 pg) nebo 1/50 (0,4 pg) davky pro dospélého cloveka.
Ze séra, odebraného v den 28, byly uréeny protilatkova odpovéd’ vigi HBsAg a isotypovy profil,
indukovany ockovanim.

Usporadani pokusu

Skupiny 12 mysi kmene Balb/C byly vden 0 a v den 15 intramuskuldrng imunizovany do obou

zadnich tlapek (2 x 50 pg) nasledujicimi davkami vakciny:

Tabulka 8:  Skupiny a davka vakeiny

skupina | vakcina objem | davka
; antigenu

1 | DENSCO1A4 100 wl | 2 ug

| 2 . ziedéna 5x v PO/NaCl | 100 ui | 0,4 pg
3 DENSQ02A4 100 wl | 2 ng

4 - zfedéna 5x v PO/NaCl | 100 ul | 0,4 ug
5 DENSQ03A4 100 pl | 2 ug

6 - zfedéna 5x v PO,/NaCl 100 i | 0,4 g
7 ENG2953A4/Q 100 ul |2 ug

- zfedéna 5x v PO, ,/NaCl 100 pl | 0,4 png

— : g

V den 15 (2 tydny po imunizaci [) a v den 28 (2 tydny po imunizaci [) a v den 28 (2 tydny po
imunizaci II) byla odebréana krev z retroorbitélni dutiny.

Pro uspofadani tohoto pokusu (4 prostfedky x 2 ddvky a 12 my3i na skupinu) byla kapacita
a priori odhadnuta statistickym programem PASS. Statisticky program PASS (Power and Sample
Size, Utinnost a velikost vzorku) byl ziskan z NCSS, 329 North 1000 East, Kaysville, Utah
84037. Pro dvoucestnou variaéni analyzu by mél byt 2,5 nasobny rozdil v titru protilatek, GMT,
mezi prostiedky s chybou alfa ve vy3i 5 % detegovan s G¢innosti vy3si nez 90 %.
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Vysledky
Serologie

Humoralni odpovédi (celkové Ig a isotypy) byly méfeny stanovenim ELISA za pouziti HBsAg
(Hep286) jako poviékaciho antigenu a biotinem konjugovanych anti-mysich protilatek k proka-
zani vazby anti-HBs protilatky.A nalyzovana byla pouze séra po imunizaci 11 (post II).

Tabulka 9 znézoriiuje primér a GMT protilatkové odpovédi anti-HBs lg, méfenych v jednotli-
vych sérech 2 tydny po imunizaci I1.

Prostfedkem DENS a klasickymi prostfedky viici hepatitidé B jsou indukovany srovnatelné proti-
latkové odpovédi, a to: GMT mezi 2304 a 3976 EU/ml pro sarze DENS ve srovnani
s 2882 EU/ml pro monovalentni vakcinu viiéi hepatitidé B od SB Biologicals (Engerix B™)
v davce 2 ug a GMT mezi 696 a 182 EU/ml pro Sarze DENS ve srovnani s 627 EU/ml pro mono-
valentni vakcinu vii¢i hepatitidé B od SB Biological (Engerix B™) v davce 0,4 LE.

* Podle pfedpokladu je jasny G¢inek antigenni davky zjidtén u viech prostfedki v davkach
2 ng a 0,4 pg s tii— az Sestinasobnym rozdilem v hodnotach GMT.

*  Pozorovany byly &tyfi odpovéd® neposkytujici mysi (s titry mensimi nez 50 EU/ml) bez pii-
mé vazby na davky antigent nebo SarZe pouzité k injikaci (ve skupinich 1, 2, 3 a 8 jedna
my3 na skupinu). Na zikladg statistické analyzy (Grubbsiv test) byly tyto mysi z dal$i ana-
lyzy vyloudeny.

Tabulka 9:  Protilatkova odpovéd u mysi v den 28 (2 tydny po imunizaci 1)

1 skupina vakcina davka poéetE titry ELISA (ig)
prémeér GMT
 DENS001A4 21g 11 3466 2971
2 0,2 g | 11 1283 1182
3 DENSO001A4 2ug 11 2436 2304
4 0,2ug ; 12 984 . 786
5 DENS001A4 2ug 12 4583 3976
6 0,2ug | 12 997 696
7 ENG29853A4/Q i 2ng 12 3999 2882
j 0,2 ug | 11 737 627

Statisticka analyza

Dvojsmérmni variaéni analyza byla provedena u titrii anti—-HBs po logaritmické transformaci adaji
po druh¢ imunizaci, za pouZiti vakein (4 SarZe) a dvek antigenu (2 pg a 0,4 pg) jako faktori.
Tato analyza potvrdila, Ze statisticky vyznamny rozdil bylo mozné pozorovat mezi obéma davka-
mi antigenu (hodnota p<0,001) a 24dny vyznamny rozdil se neobjevil mezi jednotlivymi SarZemi
(hodnota p = 0,2674). Jak bylo uvedeno vySe, i€innost (sila) byla odhadnuta a priori a uspoiadé-
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ni pokusu bylo takové, ze mezi prostfedky s G¢innosti vyssi nez 90 % lze detegovat 2,5 nasobny
rozdil v GMT s 0,5% chybou alfa.

Isotypovy profil

Tabulka 10 znizorfiuje isotypové rozdgleni (1gGl, 1gG2a a 11G2b), vypottené z analyzy spoje-
nych vzorkd séra po imunizaci L

e Podle odekdvani je jasna odpovéd TH2 indukovana vakcinami na bazi hydroxidu hlinitého,
nebot byly pozorovéany zejména protilatky 1gG1l.

e 7adny rozdil, tykajici se isotypového profilu, nebyl pozorovan mezi Sarzemi DENS nebo
monovalentni vakcinou proti hepatitidé B od SB Biologicals.

Tabulka 10; Rozdgleni isotypi 1gG ve spojenych sérech, odebranych v den 28

skupina vakcina davka isotyp (%)
IgG1 = 1gG2a 1gG2b

1 DENS001A4 2ug 91 4 5
2 0,2 ug | 87 8 5
3 DENSO001A4 2ug 97 2 1
4 0.2 ug | 87 6 7
5 DENSO01A4 2ug 98 1 1
6 0,2ug | 83 4 3
7 ENG2953A4/Q 2ug 88 8 4

0,2 ug | 88 9 3

Piiklad 3

Prostiedky kombinovanych vakcin

Objemovy antigen podle tohoto vynalezu se zviasté hodi pro formulovani do kombinované vakci-
ny, obsahujici IPV (inaktivovany virus détské obrny).

Studie zabyvajici se stalosti, provad&né na vychozich Sarzich kombinované vakeiny vigi DTPa—
HBV-IPV prokazaly pokles uginnosti IPV slozky, zvla§té antigenu poliomyelitidy typu 1, za
pouziti imunitniho stanoveni in vitro (uréeny obsahu D-antigenu pomoci ELISA) a testu in vivo
Ginnosti u krys. Zadny ubytek Géinnosti neby! pozorovén u typu 3. U typu 2 byl dbytek ucin-
nosti v oéekavaném rozmezi (ne vice neZ 10% ibytek za rok skladovani).

Byly zahajeny studie, majici urdit pfiGiny této ztraty G¢innosti, pozorované u kombinované vakei-
ny vigi DTPa—HBV-IPV. Ze zjisténi, Ze stalost IPV ve vakeciné DTPa-IPV od firmy SB Bio-
logical je vyhovujici (libytek obsahu antigenu nepfevySuje 10 % za rok skladovani) bylo vyvoze-
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no, Ze za nestalost IPV ve vakcing viigi DTPa~HBV-IPV pravdépodobné zodpovida slozka
HBV.

Slozka HBV, pouzitou v piivodnim vakcinaénim prostiedku viigi DTpa~-HBV-IPV, je Cisténa
rDNA, tedy z kvasinek ziskany HBsAg, pouzivany také pro vyrobu monovalentni vakciny proti
hepatitidé B firmou SB Biologicals a ptipraveny tak, jak je popsano v Prikladu 1.

V prvnim pokusu zjistit, ktery prvek slozky BHV byl skodlivy viigi [PV, byl HBsAg analyzovan
vzhledem k ptitomnosti thiomersalu. Jiz dfive bylo zjisténo (Davisson se spoluautory, J. Lab,
Clin. Med. 47 8-19, 1956), Ze thiomersal, pouzivany jako konzerva&ni latka ve vakcinich vigi
DTP, "byl na djmu viru poliomyelitidy" v kombinaci DTPIPV. Toto pozorovéni bylo uvazeno
vyrobci vakein, ktefi pti vytvateni svych vakcin s obsahem IPV nahradili thiomersal jinymi kon-
zervacnimi latkami. V neddvné dobé byl znovu zkouman vliv thiomersalu na G&innost IPV za
podminek dlouhodobého skladovéni pii teplotg +4 °C. Po 4 aZ 6 mésicich skladovani byl popsan
abytek Géinnosti polyovirového antigenu typu 1 az k nedetegovanym hodnotam (L.A. Sawyer se
spoluautory, Vaccine 2, 851-856, 1994),

Za pouZiti adsorp&ni atomové spektroskopie bylo v antigenu, &isténém podle Prikladu , nalezeno
pfiblizné 0,5 pg rtuti (Hg) na 20 ug HBsAg.

Toto mnoZstvi rtuti (v podobé& thiomersalu a chloridu ethylrtuti, degradagniho produktu thiomer-
salu), miiZe redukovat odpovéd’ ELISA vi&i obsahu D-antigenu typu 1 v objemovém koncent-
ratu IPV, inkubovaném 7 dni pii teploté 37 °C, aZ na nedetegovatelnou troveri,

Pro uvolnéni rtuti, pfitomné v objemu HBsAg, byla vyvinuta metoda. Pfedpokladalo se, ze rtut’
miize byt vizana na thiolové skupiny éastice HBsAg a miize tedy byt uvolnéna v piitomnosti
redukénich ginidel. Po pokusech, provad&nych i s jinymi reduk&nimi &inidly, byl jako &inidlo pro
uvolfiovani rtuti z &astice HBsAg vybran L—cystein. Po dialyze objemu HBsAg proti solnému
roztoku s obsahem 5,7 mmol.I" cysteinu nebyla v zadrfeném podilu detegovana Zidna rut
(detekeni limit testovaci metody je 25 ng Hg/20 pg HBsAg). Dialyzovany antigen byl smichén
s objemovym koncentritem IPV a stélost viru typu 1 byla hodnocena méfenim obsahu D-antige-
nu po inkubaci v trvani 7 dni pfi teplotd 37 °C. Jako kontroly byly pouZity objemovy koncentrat
IPV, nesmiseny s HBsAg a objemovy koncentrat 1PV, smiseny s HBsAg, neovlivnénym cystei-
nem. Srovnavaci titr ELISA byl ziskan u vzorkd, skladovanych 7 dni p¥i teploté +2 °C aZ +8 °C.
Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 11.

Tabulka 11
vzorek obsah D-antigenu (typu 1) | dbytek
7 dni/4 °C 7 dni/37 °C

IPV (nesmichany) 31,6 | 242 23 %
IPV + HBsAg (neupraveny) 31,1 18,1 42 %
IPV + HBsAg upraveny 31,4 27,6 12 %
cysteinem
IPV + thiomersal (1pg/ml) 30,5 11,0 74 %

(1) vyjadieno v jednotkach D-antigenu (DU)

-20 -




20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 303217 B6

Udaje, ziskané za pouZiti téchto laboratornich prostfedki, jasné ukazuji, Ze stalost polioviru typu
1 je vyznamné zlepiena, pokud je HBsAg ovlivnén cysteinem k odstranéni zbytkové rtuti jesté
pted smichanim s IPV.

Vyie uvedené udaje také ukazuji ibytek obsahu D—antigenu v rozsahu 23 % po sedmidenni inku-
baci pfi 37 °C u srovnavaciho prostfedku IPV. To potvrzuje pfirozenou nestalost Mahoneyho
polioviru typu 1, ktera byla popsana dfive L. A. Sawyerem a spoluautory ve Vaccine 12, 851—
856, 1994.

Atkoli komeréni Sarze vakein vigi DTpa-HBV-IPV a DTPa-HBV-IPV/Hib byly jiZ vyrobeny
za pouZiti dialyzaéniho postupu s 5,7 mmol.I" cysteinem k odstranéni zbytkové rtuti a k ochrané
stalosti 1PV, pro vyrobu ve velkém méfitku neni dialyzaéni postup vhodny a k pfipravé HBsAg
bez ptitomnosti thiomersalu nebo bez pfitomnosti rtuti zahrnuje série dopliikovych kroki, Napro-
ti tomu HBsAg podle tohoto vynalezu, pfipraveny bez thiomersalu, lze pfimo pouzit v prostfed-
cich kombinovanych vakcin a zvI43té téch s obsahem IPV.

4. Souhm

Dfive pouzivany postup pro vy&isténi kvasinkového povrchového antigenu obsahuje krok gelové
permeace (zachyceni v gelu), pfi némz je v elu¢nim pufru zahrnuta protimikrobidlni sloucenina
thiomersal s obsahem rtitu, ke kontrole biologického zatiZent.

Thiomersal se béhem nasledujicich krokd postupu (pin& neodstrani, takZe ve vy¢isténém objemo-
vém antigenu je nadale ptitomno pfiblizn& 1,2 ug thiomersalu na 20 ug bilkoviny.

Pro vyrobu objemového antigenu zcela bez obsahu thiomersalu (rtuti) byl zpiisob jeho &isténi ve
dvou krocich pozménén.

e Thiomersal je z eluéniho pufru v permeaénim kroku na 4B gelu vypustén.

e K elustu, shroma?dénému z kroku aniontové vyménné chromatografie, se pfida cystein
(v kone¢né koncentraci 2 mmol.I'"). To zabrafiuje sraZeni antigenu b&hem odstfed'ovani
v hustotnim gradientu CsCl.

Ve vyrobnim zpisobu nejsou uéinény Zidné dal¥i zmény.

Objemovy antigen, vyrobeny modifikovanym zpiisobem, byl jiz charakterizovan. Fyzikalné che-
mické testy a stanoveni ukazuji, Ze antigen bez pitomnosti thiomersalu je nerozliditelny, pokus
se tyka jeho vlastnosti, od antigenu, vyrobeného dfive pouZivanym zpisobem vyroby. Antigenni
tastice maji stejné slozky.

Identita a celistvost (integrita) polypeptidu HBsAg je pozmén&nim zpisobu vyroby neovlivnéna,
coz bylo prokazino analyzou pomoci SDS-PAGE, postupem "Western blotting" za pouziti poly-
klondlnich protilatek vi¢i HBsAg, analyzou N—koncové sekvence a sloZeni aminokyselin.
Elektronové mikroskopie a rozptylova analyza laserového svétla prokazaly, Ze ¢stice maji svou
typickou formu a velikost, odekivanou u HBsAg z kvasinek. Analyza postupem "Western blot-
ting" s protikvasinkovym bilkovinnym sérem prokazala, Ze antigen, vyrobeny zpisobem bez pii-
tomnosti thiomersalu, ma podobny vzorek znegist'ujicich kvasinkovych bilkovin. Oviem mnoz-
stvi znegi¥fujiciho prouzku, pohybujiciho se v oblasti 23 000, je ve tfech SarZich HBsAg, vyrobe-
nych pozmén&nnym zpiisobem vyroby, silng omezeno.

[munologické analyzy ukazuji, ze Zastice bez thiomersalu vykazuji zvysenou antigennost. Tyto
astice jsou reaktivnéjsi pfi pouZiti sady AUSZYME (obsahujici smes monoklonalnich proti-
latek), pfidemz poskytuji poméry bilkoviny/ELISA od 1,6 do 2,25. Tato zvydend antigennost se
rovnéz projevuje s chranici monoklondlni protilatkou RF1. Pro inhibici vazby RF1 ke standard-
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nimu znehybnénému antigenu je potfeba priblizné &tyfikrat az sedmkrat méng antigenu bez thio-
mersalu. Kfivky inhibice vazby pomoci antigenu bez thiomersalu a klasického antigenu patii do
dvou odli§nych podskupin. Tento rozdil je rovnéz prokazan méienim vazebné afinitni konstanty
pro RF1 za pouZit povrchové plazmové rezonance. Vazebné afinity prostfedki bez thiomersalu
Jsou trojnasobné az étyfnasobné vyssi neZ u sarze klasického objemového antigenu.

Prostfedky objemového antigenu byly formulovany jako vakciny adsorpei na hydroxid hlinity
a bez konzervaéni latky.

Testovani O¢innosti in vitro za pouZiti sady AUSZYME ELISA od firmy Abbtt a monovalentni
vakeiny vici hepatitidé b s obsahem thiomersalu od firmy SB Biologicals jako standardu proka-
zalo ziskani vysokych hodnot u&innosti in vifro. Obsah antigenu, méfeny timto testem, byl téméf
dvojnasobkem uvedené hodnoty 20 ug bilkoviny na mi.

ZvySena reakiivita vakciny, pfipravené z antigenu neobsahujiciho thiomersal, byla pozorovana
také v inhibi€nim stanoveni s monoklonélni protilatkou RF1 pro vazbu na znehybnény antigen.
k 50% inhibici vazby RF1 na znehybné&ny antigen bylo poteba pfiblizné polovidniho mnozstvi
vakciny bez thiomersalu ve srovnani s antigenem, vyCisténym dtive pouZivanym zpiisobem a for-
mulovanym bez konzervaéni latky.

Tato zvySena antigennost vakciny neobsahujici thiomersal, vztahujici se k RF1, je v souladu
s vysledky testu G€innosti in vitro (obsahu antigenu} a testii protilitky RF1, provaddnych na
prostiedcich objemového antigenu.

Test imunogenity u mysi byl provaddn za pouziti zakladniho otkovani (priming) a zesilovaciho
o¢kovani (booster) o dva tydny pozdé&ji v davkach 2,0 a 0.4 pg antigenu. My$im byla odebrana
krev v den 28, 14 dni po zesilovacim o&kovéni. Séra byla analyzovana vzhledem Kk titru protilatek
a isotypovému sloZeni. U obou podavanych latek byla pozorovana jasna nezavislost uinku na
davce antigenu, ale nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v odpovédi pokud se tyka titru pro-
tildtek (GMT) u vakein bez obsahu thiomersalu a u vakcin bez konzervaéni latky.

Z4dné podstatné rozdily nebyly pozorovany v isotypovych profilech.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby vakciny proti hepatitidé B, ktera obsahuje vy&iitdny povrchovy antigen
hepatitidy B, ktery obsahuje méné nez 0,025 pg rtuti na 20 pg bilkoviny a pFi jeho &i&téni nebyl
pouZit thiormesal, a farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku, vyzma&ujici se tim,
Ze se antigen Cisti tak, e se surovy pfipravek antigenu hepatitidy B

(a) podrobi gelové permeacéni chromatografii,
(b) podrobi iontové vyménné chromatografii a

(c) smisi se s redukénim Cinidlem, majicim volnou skupinu —SH, v jehoz piitomnosti se dale
disti, a

antigen se po vy¢idténi formuluje s farmaceuticky ptijatelnou pomocnou latkou do vakciny, pfi-
¢emz vakcina je prostd thiomersalu.
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2. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se antigen hepatitidy adsorbuje
na hydroxid hlinity.

3. Zpusob podie kteréhokoliv z nérokii 1 nebo 2, vyznacujic i se tim, Zesejako re-
dukéni &inidlo pouzije cystein, glutathion, dithiothreitol nebo B—merkaptoethanol.

4. Zpisob podle naroku 3, vyznad&ujici se tim, Ze se jako redukeni Cinidlo pouZije
cystein.

5. Zplisob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze se cystein pfidéva do koneéné
koncentrace 1 aZ 10mM.

6. Zpiisob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Zecystein pfidava do koneéné kon-
centrace 2ZmM.

7. Zpasob podle kteréhokoliv z narokii 1 a26, vyznaé&ujici se tim, Zesepfida adju-
vantni latka pro vytvofeni vakciny.

8. Zpisob podie ndroku7, vyzna&ujici se tim, Zeadjuvantni latkou je hlinita sil.

9. Zpisob podle naroku 8, vyzna&ujici se tim, Ze hlinitou sloueninou je hydroxid
hlinity.

10. Zpisob podle kteréhokoliv znarokdi 7a29, vyznadujici se tim, Z¢ adjuvantni

latkou, je latka indukujici TH-1.

11. Zpisob podle naroku 10, vyzna&ujfcf se tim, Ze se adjuvantni latka, indukujici
TH-1 voli ze skupiny zahmujici 3—de—O—acylovany monofosforyllipid A, saponin QS21, 3—de—
O-acylovany monofosforyllipid A a QS21 a oligonukleotid CpG.

12. Zptsob podle kteréhokoliv z narokd 7 az 11, vyznad&ujici se tim, Zepro vyrobku
vakciny se kromé& povrchového antigenu hepatitidy B pouzije jeden nebo vetsi pocet antigenn ze
skupiny, zahrnujici zaskrtovy toxoid (D), tetanovy toxoid (T), nebunéné antigeny Cerného kasle
(Pa), inaktivovany poliovirus (IPV), antigen Haemophilus infiuenzae (Hib), antigen hepatitidy A,
viru herpes simplex (HSV), antigeny chlamydii, HPV, Streptococcus pneumoniae a Neisseria.

3 vykresy
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Obr. 2: analyza $arzi objemovych antigenu prostfednictvim
SDS-PAGE (elektrogotézy v polyakrylamidovém gelu za
piitomnaosti dodecylsulfatu sodného); barveni stiibrem: 1 pg
bilkoviny na vzorek.

prouzek 1: HEF001, redukeni podminky
prouzek 2: HEF002, redukéni podminky
prouzek 3: HEF0O03, redukéni padminky
prouzek 4: HEP2055, redukéni podminky
prouzek 5: markery molekulove hmotnosti
prouzek 6: HEF001, neredukovéano
prouzek 7: HEF002, neredukavano
prouzek 8: HEFOO3, neredukovano
prouzek 9: HEP2055, neredukovano

Palohy ozna¢avadéy, markerl molekulové hmotnasti :
92 500, 66 200, 45 000, 31 000, 21 500, 14 400.




CZ 303217 B6

Obr. 3: Zbytkové kvasinkové bilkoviny v SarZich objemovych antigendi,
vyrabénych postupem bez thiomersalu: metoda "Western
blotting” s krali¢im sérem proti kvasinkovym bilkovinam.

S ——

prouzek 1: markery molekulové hmotnosti, pfedem zabarvené

prouzek 2: markery malé molekulové hmotnosti (biotinylované) redukéni
podminky

prouzek 3: HEF001, 20 pg bilkoviny

prouzek 4: HEF002, 20 pg bilkoviny

prouzek 5. HEF003, 20 ug bilkoviny

prouzek 6: HEP2055, 20 ug bilkoviny

Polchy oznacovacl, markert molekulové hmotnosti:
92 500, 66 200, 45 000, 31 000, 21 500, 14 400.

Konec dokumentu
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