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Zpusob izolace povrchového virového antigenu hepatitidy B obsahujiciho peptid preS2
a vakcina tento antigen obsahujici

Oblast techniky

Ptedkladany vynélez se tykd zplsobu izolace virového povrchového antigenu hepatitidy B
obsahujiciho peptid preS2, konkrétné zplsobu izolace virového povrchového antigenu hepatitidy
B obsahujiciho peptid preS2 z rekombinovanych buné&k kvasinek, ktery zahrnuje krok rozru3eni,
kdy se pfedchéazi ztrat¢ preS2 peptidu pouZitim chaotropni soli, naslednou extrakci, srazeni,
adsorpci na silikagelu a kolonovou chromatografii.

Dosavadni stav techniky

Hepatitida B je jednim z celosvétovych problému lidského zdravi a 200 az 300 milioni lidi jsou
nositeli viru hepatitidy B ("HBV"). Nakazeni HBV ¢&asto pfechazi v cirh6zu a hepatocelularni
karcinom vedouci k moZzné smrti pacienta.

Dosud nebyl vyvinut lé¢ebny prostfedek k lé¢eni hepatitidy B a byla zdiraziiovana dileZitost
ockovani.

Blumberg akol. objevili vroce 1955 Australsky antigen v krvi pacientli s hepatitidou B;
Krugman a kol. v roce 1971 oznamili aktivni imunizaci za pouZiti tepeln& zpracovaného lidského
séra obsahujiciho HBV, ¢imz se nabidla moZznost vyvoje vakciny proti hepatitidé B. Nato byla
komercializovana prvni generace vakcin proti hepatitidé B, ktera byla pfipravena izolaci
a €iSténim virového povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg) zkrevni plazmy pacienti
s hepatitidou B (M. R. Hilleman a kol., Develop. Bio. Standard, 54, 3-12 (1983)).

Nicméné vakciny odvozené z krevni plazmy jsou problematické: zpisoby jejich izolace a inakti-
vace jsou té€zkopadné a vyZzaduji vysoké néklady; zasoby lidské krve jsou omezené a olkované
osoby mohou byt infikovany patogeny ze zdroje krve.

Proto byly za celem feSeni vy3e zminénych problémi pfi vyvoji vakciny proti hepatitidé B
testovany pfistupy genetického inZenyrstvi.

Napf. Valenzuela a kol. vyvinuli zpisob vyroby HBsAg kvasinkami (Nature, 293, 347-350
(1982)).

Rekombinovany HBsAg (r-HBsAg) obsahuje zejména S protein (P25) s 226 aminokyselinami
a po izolaci vytvafi ¢astice povrchového antigenu, které jsou téméf identické se separovanymi
z krevni plazmy.

K.H. Heermann a kol. uvedli, Ze virovy obalovy protein hepatitidy B obsahuje znatné mnoZzstvi
L-proteinu (preS1 + preS2 + S: p39) a M-proteinu (preS2 + S: p31) a také S-proteinu (J. Virol.,
Nov., 396-402 (1984)). Bylo znamo, Ze preS1 peptid hraje duleZitou ulohu s ohledem na atak
viru hepatitidy B na jatra po infikovéni lidského téla. Pfi experimentech se zvifaty bylo doka-
zano, Zze peptid preS2 skladajici se z55 aminokyselin pomaha pii tvorbé protilatek proti
povrchovému antigenu (D.R. Milich a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 8168-8172 (1985)).

Kromé toho bylo znamo, Ze protilatky vytvotené proti peptidu preS2 vykazuji obrannou aktivitu
proti virové infekei (Y. Ito a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 9174-9178 (1986)). Proto je
tedy vakcina obsahujici peptid preS2 platna u lidi, ktefi nemohou vytvéfet protilatky proti dfive
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existujicimu povrchovému antigenu. Vyvoj této vakciny je rovnéz dilezity pro ochranu proti
infekci nedavno objevenou virovou formou hepatitidy B.

Ackoli je peptid preS2 velmi citlivy k protedzam pfitomnym v buiikdch kvasinek, setkala se
priprava povrchového antigenu hepatitidy B obsahujiciho peptid preS2 s riiznymi obtizemi. Za
G¢elem prekonani téchto obtiZi pfipravil Kobayashi a kol. vakcinu pomoci geneticky modifiko-
vanych protedza-senzitivnich oblasti mezi preS2 a S peptidy (J. Bacteriology, 8, 1-22 (1988))
aUS 4 742 158 odkryva zpisob pfipravy vakciny obsahujici peptid preS2, kdy je peptid chranén

- pfed atakem protedzy pouzitim inhibitoru proteazy ve stadiu rozruSeni bun&k. Ale provedeni

genetické modifikace aktivity peptidu preS2 Kobayashim nebylo plné charakterizovano a nasle-
dujici zplsob neni prakticky, protoZe inhibitory protedzy jsou prili§ drahé pro pouZiti pfi izolace
velkych mnoZzstvi. A dale nemiiZe byt obsah peptidu preS2 udrZen na ur&ité hlading bez mnoZstvi
pfidanych inhibitord proteazy, kdyz se prodluzuje doba izolace s Grovni nebo rostoucimi naroky.

EP ¢islo 0 337 492 Al poskytuje zpisob izolace HBsAg z kultury Pichia sp. s pouZitim thio-
kyanidu draselného. Thiokyanid draselny se pouZiva pro zvySeni vyt&zku lipofilnich proteini
acely proces je zaméfeny na izolaci HBsAg obsahujiciho pouze S peptid. Pokud HBsAg
obsahuje dale peptid preS2 skladajici se z 55 aminokyselin vedle S peptidu skladajiciho se z 226
aminokyselin, jeho imunologické vlastnosti jsou podobné povrchovému antigenu obsahujicimu
pouze S peptid, protoZe antigenicita i imunogenicita S peptidové &asti jsou zachovany. Ale tyto
dva povrchové antigeny maji nevyhnutelng jiné fyzikaln& chemické vlastnosti. Konkrétné je
peptid preS2 dost hydrofilni na to, aby byl nechringny na povrchu &astic antigenu ato ma
nasledné dilezity vliv na proceduru izolace.

A tak byly vyvinuty rizné zpisoby izolace povrchového antigenu hepatitidy B obsahujiciho
peptid preS2.

EP ¢islo 0 130 178 Al popisuje zpisob izolace HBsAg obsahujiciho peptid preS2, ktery je
charakterizovan separaci povrchového antigenu pouzitim dvou kapalnych fazi, které jsou pfipra-
veny pfidanim vhodného mnoZstvi dextranu a glykolu k extraktu kvasinek. Ale tento zpisob je
problematicky: separovany povrchovy antigen neni dostate&né &isty a neni vhodny pro izolaci ve
velkém mnoZstvi, protoze dextran i ethylenglykol jsou drahé a ekonomicky nevhodna je i nutnost
dodate¢ného odstranéni pouZité povrchové aktivni latky.

US 4 742 158 popisuje zplsob izolace HBsAg obsahujiciho peptid preS2, ktery zahrnuje pfipra-
vu kvasinkového extraktu za pfitomnosti riiznych proteaz inhibitori aizolaci povrchového
antigenu od téchto latek sérii kolonovych chromatografii za pouzZiti afinitni kolony pfipravené
zakotvenim albuminového polymeru z lidského séra na gelovou matrici a hydrofobni kolonovou
eluci povrchové aktivni latkou. Ale tento zpisob ma nékteré nevyhody: inhibitory protedzy
pouzité pfi tomto zplisobu jsou velmi drahé, afinitni kolona neni vhodna k déleni velkych
mnoZstvi a k odstranéni povrchové aktivni latky pouzité pfi hydrofobni kolonové chromatografii
je zapottebi specialni metody.

M Kobayashi akol. rovnéz zvefejnili zpisob izolace HBsAg obsahujiciho peptid preS2
(J_of Biotechnology, 8, 1-22 (1988)). Ale tento zplisob neni vhodny pro izolaci velkych
mnozstvi, protoze pouziva imunoafinitni kolonovou chromatografii, jejimz vysledkem je maly
vytézek.

Korejsky patent 065305 uvadi zplsob izolace HBsAg, ktery zahrnuje pH sraZeni, iontové
vyménnou a kolonovou chromatografii na silikagelu. Tento zplisob ma tu nevyhodu, Ze je tézké
udrZet obsah preS2 peptidu na uspokojivé hlading, protoZe je &aste¢né odbourdvan protedzou
v inicializa¢nim stadiu procesu.
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Z t&chto dlvodi stale existuje potfeba efektivniho zpisobu izolace HBsAg obsahujiciho peptid
preS2.

Podstata vynalezu

Primarnim predmétem pfedkladaného vynalezu je ziskani zpiisobu izolace virového povrchového

antigenu hepatitidy B obsahujiciho peptid preS2 z kvasinkovych bunék v dostateéné Cistoté
k pfimému pouziti do vakciny.

Ve shod& sjednim aspektem predkladaného vynédlezu je ziskani zpusobu izolace virového
povrchového antigenu hepatitidy B obsahujiciho peptid preS2, ktery je prenesen do rekombi-
novaného organismu a je charakterizovan:

(a) rozrusenim buitky pomoci pufru obsahujiciho chaotropni siil, ¢imz se ziska buné&ny homo-
genat;

(b) pfidanim povrchové aktivni latky k bun&nému homogenatu ziskanému v kroku (a), ¢imZ se
extrahuje povrchovy antigen z bunééné membrany bunék;

(c) alkalizaci extraktu se zvy$i rozpustnost a podpofi se vznik &astic povrchového antigenu
v extraktu ziskaném v kroku (b);

(d) vysrazenim a odstranénim buné&nych zbytkd, lipidii a kontaminujicich proteini z extraktu
zkroku (c), okyselenim a odstfedénim extraktu, &imZ se ziskd roztok obsahujici povrchovy
antigen;

(e) uvedenim roztoku z kroku (d) do kontaktu se silikagelem, &imz dojde k adsorpci povrcho-
vého antigenu na silikagel, vymytim kontaminujicich proteini a desorpci povrchového antigenu

ze silikagelu za pouziti pufru, ¢imZ se ziska frakce ¢isténého povrchového antigenu;

(f) provedenim hydrofobni kolonové chromatografie s frakci &isténého povrchového antigenu
ziskaného v bodu (e), ¢imz se ziska frakce obsahujici povrchovy antigen; a

(g) cisténim frakce ziskané v kroku (f) gelovou filtradni chromatografii se separaci podle veli-
kosti, ¢imZ se ziska povrchovy antigen v &isté formé.

Struény popis schématu

Nasledujici a jiné objekty a hlavni body predkladaného vynélezu budou zfejmé z nasledujiciho
popisu vynalezu ve spojeni s doprovodnym schématem, kde:

obr. 1 ukazuje vysledek 15 % dodecylsiran sodny polyakrylamid gelové elektroforézy (SDS-

PAGE), ktery potvrzuje pfitomnost preS2 peptidu v HBsAg, po izolaci povrchového antigenu
obsahujiciho peptid preS2 v pfitomnosti thiokyanidu sodného jako chaotropni soli.

Podrobny popis vynalezu

Predkladany vynalez zahrnuje zpisob izolace virového povrchového antigenu hepatitidy B
obsahujiciho peptid preS2, ktery je prenesen do rekombinovaného organismu aje charakte-
rizovan rozrusenim rekombinovanych bun&k pufrem obsahujicim chaotropni stl coZ vede
k minimalizaci ztraty peptidu preS2. PouZiti pufru obsahujiciho chaotropni siil pro rozruSeni
bunék podporuje tvorbu &astic HBsAg a chrani peptid preS2 pied atakem proteazy, ktery obecné
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nastiva béhem inicializaéniho stadia izolace, ¢imZ je zvySen obsah peptidu preS2 na konstantni
rovei az do konce izolace.

Zpusob, kterého se tyka pfedkladany vynélez, je aplikovan na zplisob izolace HBsAg, ktery je
produkovéan v jakémkoli vhodném rekombinovaném organismu, zvla§t& v buiikich kvasinek
napf. Saccharomyces cerevisiae.

Vhodna chaotropni siil v pfedkladaném vynalezu zahrnuje thiokyanid sodny, thiokyanid drasel-
ny, thiokyanid amonny, guanidium hydrochlorid a mo&ovinu, s vyhodou thiokyanid sodny.

Pro rozruSeni bunék ve zpiisobu v pfedkladaném vyndlezu byly pouZity b&Zné pufry, napf.
fosfore¢nanovy a Tris pufr. Nastavené pH bylo mezi 6 a 8. Koncentrace chaotropni soli v pufru
bylalaz 8 M, s vyhodou 1 az3 M.

Pokud byly rekombinované buiiky rozruseny pufrem obsahujicim chaotropni stil, jak je popsano
vy3e, byl zbytek cisticitho zplsobu proveden kombinaci bé&Zznych &isticich postupi, tiebaze
nejcastéji zahrnuje kroky:

b) pfidani povrchové aktivni latky k bunéénému homogenatu z rekombinovanych bungk, za
uCelem extrakce povrchového antigenu z buné&né membrany;

¢) zvySeni rozpustnosti a podpora tvorby &astic povrchového antigenu v extraktu ziskaném
v kroku b) alkalizaci extraktu;

d) sraZeni a odstranéni bun&nych zbytkd, tukii a kontaminujicich bilkovin z extraktu uprave-
ného vc) okyselenim anaslednym odstfedénim extraktu za ziskdni roztoku obsahujiciho
povrchovy antigen;

e) spojeni roztoku ziskaného v kroku d) se silikagelem k adsorbci povrchového antigenu na
silikagelu, vymyti kontaminujicich bilkovin a desorpce povrchového antigenu ze silikagelu
pouzitim pufru za ziskani frakce izolovaného povrchového antigenu;

f)  podrobeni frakce izolovaného povrchového antigenu ziskané v kroku e) hydrofobni kolono-
vé chromatografii za ziskéni frakci obsahujicich izolovany povrchovy antigen; a

g) (Cidteni frakei ziskanych v kroku f) gelovou filtraéni chromatografii se separaci podle veli-
kosti za ziskani povrchového antigenu v &isté formé&.

Typicka povrchové aktivni latka pouZitd ve vyse uvedeném kroku b) pro extrakci povrchového
antigenu z bun€k zahrnuje: polysorbat 20 (Tween 20), polysorbat 80 (Tween 80), polyoxy-
ethylen-oktylfenylether (Triton X-100) a deoxycholat sodny, piednostné v3ak polysorbat 20.
Povrchové aktivni latka byla pouzita v mnozstvi 0,1 az 0,5 g na 100 cm® bunééného homogenatu,
s vyhodou 0,1 a% 0,2 g na 100 cm® bun&&ného homogenétu.

Za G&elem zvySeni rozpustnosti povrchového antigenu v buné&ném homogenétu a podpory tvor-
by &astic, je nejlepsi zvysit pH extraktu povrchového antigenu na 11,0 az 13,5 pouzitim baze,
s vyhodou hydroxidu sodného a hydroxidu draselného. Tento zpiisob alkalizace byl zvolen za
iCelem podpory tvorby Castic HBsAg za zesileni intermolekularni disulfidické vazby a disociace
kontaminujicich proteini z HBsAg prostfednictvim zvySeni rozpustnosti. Néasledné byl extrakt
ponechan stét pfi teploté od 0 do 30 °C po dobu 0,5 a2 1 hodiny.

Pak byl extrakt okyselen za vysraZeni bun&&nych zbytki, tuki a kontaminujicich proteini, kdy je
pH sniZeno na 4,5 az 6,0. V tomto kroku byly pouZity organické ianorganické kyseliny,
s vyhodou 10 az 30 % octova kyselina. Okyseleni bylo provedeno pfi 0 az 30 °C po dobu 0, S az
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2 hodin, s vyhodou za michani. Okyseleny extrakt byl odstiedén za odstranéni vzniklé sraZeniny
a ziskani roztoku obsahujiciho povrchovy antigen. Tato procedura je vyhodna tim, ze se v jed-
nom kroku odstfedéni odstrani buné&né zbytky, tuky a kontaminujici bilkoviny zarover a vytézek

povrchového antigenu je vysoky nasledkem prede$lého kroku rozpusténi povrchového antigenu
v oblasti vysokého pH.

Zvy3eni a nasledné snizeni pH bun&ného extraktu stabilizuje schopnost povrchového antigenu
tvofit &astice a je velmi G¢inné pii odstrafiovani tuki a kontaminujicich bilkovin.

Bohuzel pokud je v kroku rozrudovani bunék jako chaotropni siil pouzit thiokyanid, dochézi pfi
okyseleni k uvolnéni odporného zapachu. Thiokyanidova sil je sama o sobé neskodna latka bez
barvy azapachu a thiokyanidovy iont je v roztoku stabilni. A tedy zapach uvolnény v kroku
okyseleni vznikd ziejmé v souvislosti sreakci thiokyanidu s nékterou zlatek v bunééném
extraktu. Tento zapach je pro pracovniky snesitelny, pokud se jedna o izolaci v malém méFitku,
ale pfi zpracovani velkych mnozstvi je vhodné zmin&ny thiokyanid pfed okyselenim odstranit.

Thiokyanid byl s vyhodou odstranén pfidanim vhodné soli k bunéénému extraktu za vysrazeni
thiokyanidu spolu s nékterymi kontaminujicimi proteiny ihned po vy3e zminéném kroku b),
odstfedénim a diafiltraci vzniklého roztoku. Povrchovy antigen se v pribéhu této procedury
nesrazi. Dale je odstranéni thiokyanidu spojeno s odstran&nim ¢&asti kontaminujicich proteind,
které usnadiuje nasledujici procedury izolace.

K odstranéni zapachu byly s vyhodou pfidany soli vicemocnych aniontl, napf. siran sodny
asiran amonny na koncentraci 8 az 15 g na 100 cm’ bunééného extraktu. Sil se pridava po
extrakci povrchového antigenu z buné&né membrany a smés se nechd reagovat za laboratorni
teploty 0,5 aZ 2 hodiny bez michani. Vznikla sraZenina se odstrani b&znymi zpisoby, napf.
odstfedénim, za ziskani roztoku obsahujiciho povrchovy antigen. Vznikly roztok se podrobi
opakované diafiltraci za odstranéni thiokyanidu a siranu. V tomto kroku se s vyhodou pouziva

pufr s pH 6 az 8. Po pfidani soli, odstfedéni a diafiltraci byl vznikly roztok podroben krokim c)
ad).

Roztok ziskany v kroku d), ktery obsahuje povrchovy antigen, byl podroben chemickému piso-
beni silikagelu za pouziti kolonové nebo davkové metody, s vyhodou davkové metody. Pro tento
krok je vhodny mikrokrystalicky silikagel s povrchem 100 az 500 m’/g, s vyhodou byl pouzit
Aerosil 380 (Degussa, Germany). Roztok obsahujici povrchovy antigen se spoji svodnou
suspenzi silikagelu pfi pH 6 az 8 a pfi teploté 4 az 30 °C se intenzivné michd 2 az 16 hodin.
Mnozstvi suchého silikagelu pro adsorpci povrchového antigenu bylo s vyhodou 5% (hmot-
nostni) zvahy buné&ného kolate jako zékladu. Komplex povrchovy antigen-silikagel se
z roztoku oddéli béZnymi metodami, napf. odstiedénim.

Nasledn& byl komplex promyt napt. pufrem s pH 6 az 8, s vyhodou pufrem fosfore¢nan sodny -
chlorid sodny, za odstranéni zbytku kontaminujicich proteini ze silikagelu. Povrchovy antigen
by! ze silikagelu desorbovan vhodnym pufrem za 2 hodiny. Konkrétn& byl v tomto kroku pouZzit
pufr s pH 8,8 az 11,0, s vyhodou uhli€itan sodny - hydrogenuhligitan sodny. Pufr dale obsahoval
mod&ovinu v koncentraci 1 a% 8 M apovrchové aktivni latku, s vyhodou deoxycholat sodny
v koncentraci 0,1 a% 0,3 g na 100 cm’® pufru. Silikagel pak byl z roztoku odstranén pouZitim
b&Znych zplsobi, napi. odstfedénim, za ziskdni roztoku obsahujiciho povrchovy antigen.

Bohuzel, pokud se pouzije pfi desorpci deoxycholat sodny, je nezbytné jej odstranit opakovanou
diafiltraci.

Roztok ziskany predchézejicim postupem, ktery obsahuje povrchovy antigen, byl dale &iStén
hydrofobni kolonovou chromatografii, kde byl s vyhodou jako hydrofobni faze pouzit agarézovy
gel s fenylovymi zbytky. Pred spojenim roztoku s hydrofobni fazi byla tato ekvilibrovana pufrem
s pH 8,8 az 11,0 ktery byl stejny jako v predeslém kroku. Pufr s vyhodou obsahoval mo€ovinu




10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 291024 B6

v koncentraci 1 az 4 M za G&elem maximalniho odstranéni kontaminujicich bilkovin, které jsou
méné hydrofobni nez povrchovy antigen.

Nasledn€ byl roztok obsahujici povrchovy antigen nalit na kolonu za spojeni s jeji naplni.
Kolona byla dikladn& promyta rovnovaznym pufrem obsahujicim 10 az 40 hmotn. % ethylen-
glykolu za odstranéni pomé&mé slabé adsorbovanych kontaminujicich proteinii z materilu
népln€. Povrchovy antigen navazany na hydrofobni fizi byl vymyt rovnovaznym pufrem
obsahujicim 60 az 80 hmotn. % ethylenglykolu.

Tato hydrofobni kolonova chromatografie predstavuje velmi a&inny &istici krok, kdy byla
odstran&na vétSina zbylych neistot roztoku po adsorpci na silikagelu. Touto metodou byly
odstranény pfedeviim pyrogenni latky, které se jinak b&znymi metodami odstratiuji tézko.
Mocovina a ethylenglykol, obsazené ve frakcich obsahujicich povrchovy antigen byly odstra-
nény napf. dialyzou nebo opakovanou diafiltraci, kdy byl s vyhodou pouzit pufr s pH 6 az 8.

Frakce obsahujici povrchovy antigen, ziskané hydrofobni kolonovou chromatografii, byly dale
Cistény gelovou filtralni chromatografii se separaci podle velikosti aZ do té miry, e izolovany
antigen mohl byt pouzit pro pripravu vakciny.

Pfikladem polarni matrice, ktera byla pouzita jako naplii do kolony je agarézovy gel, dextranovy
gel a polyakrylamid s maximalni propousténou hodnotou molekulové hmotnosti 1000 000,
s vyhodou 5000 az 500 000. Gelova filtrani chromatografie se separaci podle velikosti byla
provedena nalitim frakci obsahujicich povrchovy antigen na kolonu ekvilibrovanou Tris nebo
fosfore€nanovym pufrem s pH 6 az 8, ktery obsahoval chlorid sodny v koncentraci 0,1 az
0,2 M, a eluci povrchového antigenu stejnym pufrem.

Frakce obsahujici povrchovy antigen byly spojeny a &istota povrchového antigenu a p¥itomného
peptidu preS2 byla zjiSténa pomoci SDS-PAGE. Jak bylo ovéfeno riiznymi experimenty v nasle-
dujicich Pfikladech, povrchovy antigen izolovany zptisobem, jehoZ se tyka predkladany vynalez, -
Je tak Cisty a obsah peptidu preS2 je tak vysoky, Ze izolovany antigen miiZe byt ptimo pouZit pro
pfipravu vakciny.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici Priklady a Srovnavaci pfiklady jsou uréeny pouze pro ilustraci a prezentaci predkla-
daného vynélezu a nelze je pokladat za omezeni raimce vynalezu.

Kromé toho procentudlni obsahy uvedené nize pro pevnou litku v pevné smési, kapalinu

v kapalné a pevnou latku v kapalné smési jsou hmotn. % a hmotn./objem % bez jinak ur&ené
specifikace.

Piklad 1
(Krok 1) Rozruseni kvasinkovych bunék

Rekombinované Saccharomyces cerevisiaie KCTC 0098BP, které jsou schopné poskytnout
povrchovy antigen hepatitidy B obsahujici peptid preS2, byly kultivovany pt¥i 27 °C v 30 | YEPD
prostfedku (1 % kvasinkového extraktu, 2 % kvasinkové peptonové vyzivy, 1,6 % glukézy).
Takto ziskany 70 g kvasinkovy bunéény kol4& byl smisen se 140 ml pufru 1 (50mM Tris, pH 7,2;
IM thiokyanid sodny, 0,15M chlorid sodny, 10mM ethylendiamintetraoctové kyselina (EDTA)
a lmM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)) asmés byla pfidana do kontejneru kuligkové
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tfepalky (Biospec Products. OKLA, USA) obsahujiciho 210 ml sklenénych kulicek s primérem
0,5 mm.

Kontejner byl ponofen do 1azné led-voda a kuli¢kova tfepacka byla tfikrét zapnuta v 15minuto-
vych intervalech pokazdé na S minut. Vznikly bun&ny homogenat byl oddélen od sklenénych
kuligek, sklenéné kuli¢ky byly promyty 210 ml pufru 1 atakto ziskany roztok byl spojen
s buné&nym homogenatem.

(Krok 2) Extrakce a rozpusténi povrchového antigenu

K bun&nému homogenatu ziskanému v Kroku 1 bylo pfidano 0,1 g polysorbatu 20 na 100 cm’
bun&éného homogenatu a smés byla michéana za laboratorni teploty 2 hodiny.

Roztok byl alkalizovan ptidavkem SN hydroxidu sodného na pH 11,5 a michén za laboratorni
teploty 1 hodinu. Vznikly roztok byl okyselen piidavkem 20 % octové kyseliny na pH 52
a michan za laboratorni teploty 30 min a pak ponechan stat 30 min.

Roztok byl odstfedén pfi 8 °C za odstranéni bun&&nych zbytki a srazeniny.

Roztok obsahujici povrchovy antigen byl neutralizovan ptidavkem 5N hydroxidu sodného na pH
7,2. Objem roztoku v této fazi postupu byl 300 ml.

(Krok 3) Adsorpce a desorpce za poutZiti silikagelu

Suchy silikagel byl smiden s vodou za ptipravy 5 % suspenze (suchd véha/objem suspenze),
70 ml této suspenze bylo ptidano k roztoku ziskanému v Kroku 2 a tato smés byla michana za
laboratorni teploty 2 hodiny. Vznikly roztok byl odstfed'ovan pii 5500 ota&kach.min™ 10 min za
odstranéni kapalného podilu a usazeny silikagel s adsorbovanym povrchovym antigenem byl
dvakrat promyt fosfore&nanovym pufrem (pH 7,2) obsahujicim 0,15M chlorid sodny.

Promyty silikagel byl pfidan k 70 ml 50mM uhligitanového pufru obsahujiciho 1 M modovinu
asmés byla michana za laboratorni teploty 1 hodinu za desorpce povrchového antigenu ze
silikagelu. V tomto stadiu mél pufr pH 9,2. Roztok byl odstfed'ovan (Beckman JA14 rotor) pfi
12 000 ota¢kach.min™ 30 min za ziskani kapaliny obsahujici povrchovy antigen.

Mnozstvi povrchového antigenu hepatitidy B v roztoku bylo 6,5 mg podle Auzyme aparatu
(Abbot. USA).

Srovnavaci priklad

Stejna procedura jako v Piikladu 1 byla zopakovana s tim, ze pufr 1 neobsahoval thiokyanid
sodny za ziskéni roztoku izolovaného povrchového antigenu. Néasledkem toho mnoZstvi povrcho-
vého antigenu hepatitidy B v roztoku bylo 7,1 mg podle Auzyme aparatu.

Roztoky povrchového antigenu ziskané v Piikladu 1 a Srovnvacim piikladu byly podrobeny
15% dodecylsiran sodny polyakrylamid gelové elektroforéze (SDS-PAGE) a néslednému
vyvolani stfibrem. Vysledek je na obr. 1, kde dréhy 1 a2 pfedstavuji roztoky povrchového
antigenu ziskané v Pikladu 1 a Srovnavacim ptikladu. A zde ukazuje prouzek nedotteného
proteinu a B a C proteinové fragmenty jako vysledek ataku proteazy.

Jak je vidét na obr. 1, byl zpiisobem, kterého se tyké predklidany vynélez, ve vysokém vytézku
izolovéan z kvasinkovych bun&k povrchovy antigen s vysokym obsahem peptidu preS2.
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Priklad 2
(Krok 1) Rozruseni kvasinkovych bungk

Rekombinované Saccharomyces cerevisiae KCTC 0098BP, které jsou schopné poskytnout
povrchovy antigen hepatitidy B obsahujici peptid preS2, byly kultivovany pfi 27 °C v 3001
YEPD prostfedku. Takto ziskany 3kg kvasinkovy bunéiny kola¢ byl smichan se 61 pufru 1
a smés byla dvakrat prolita pfes Dynomill (Glenmills, Japan) obsahujici 3 | sklenénych kuli¢ek
s primé&rem 0,5 mm pfi 10 °C a priitoku 650 ml/min za rozruieni kvasinkovych bunék. Vznikly
bunécny homogenat byl oddélen od sklenénych kuligek, sklen&né kulicky byly promyty 9 1 pufru
1 a takto ziskany roztok byl spojen s buné&nym homogenatem. MnoZzstvi HBsAg v roztoku bylo
754 mg podle Auzyme aparatu.

(Krok 2) Extrakce a rozpusténi povrchového antigenu

K buné&nému homogenatu ziskanému v Kroku 1 bylo pfidano 0,1 g polysorbatu 20 na 100 cm’
bunéného homogenatu a smés byla michana za laboratorni teploty 2 hodiny.

Roztok byl alkalizovan pfidavkem 5 N hydroxidu sodného na pH 11,5 a michan za laboratorni
teploty 1 hodinu. Vznikly roztok byl okyselen p¥idavkem 20 % octové kyseliny na pH 5,2
a michan za laboratorni teploty 30 min a pak ponechan stat 30 min.

Roztok byl odstfedén pii 8 °C za odstranéni bun&&nych zbytkl a sraZeniny.

Roztok obsahujici povrchovy antigen byl neutralizovan pfidavkem 5 N hydroxidu sodného na
pH7,2. Objem roztoku byl nakonec 121 a mnozstvi HBsAg v roztoku bylo 1250 mg podle -
Auzyme aparatu.

VytéZzek povrchového antigenu byl 165,8 hmotn. % vzhledem k zdkladnimu mnozstvi povrcho-
vého antigenu zjisténému v Kroku 1. Tento neolekdvané vysoky vytéZek je vysledkem vlivu
povrchové aktivni latky a baze, ktery zvySuje antigenicitu a podporuje rozpustnost povrchového
antigenu.

(Krok 3) Adsorpce a desorpce za pouziti silikagelu

Roztok ziskany v Kroku 2 byl zfedén dvojnasobnym objemem 0,15 M chloridu sodného a pak
adsorbovan na silikagelu (Aerosil 380) v souladu s nasledujici procedurou. Suchy silikagel byl
smiSen s vodou za pfipravy 10 % suspenze (suché vaha/objem suspenze), 1,5 | této suspenze bylo
pfidano k roztoku ziskanému v Kroku 2 a tato smés byla michana pfi 4 °C pfes noc.

Vznikly roztok byl odstfed’ovan 10 min pfi 5500 otatkach.min™ za odstranéni kapalného podilu
a usazeny silikagel s adsorbovanym povrchovym antigenem byl dvakrat promyt fosfore¢nano-
vym pufrem (pH 7,2) obsahujicim 0,15M chlorid sodny.

Promyty silikagel byl pfidan k31 S0mM uhli¢itanového pufru (pH 9,5) obsahujiciho 1M
moCovinu asmés byla michana za laboratorni teploty 2 hodiny za desorpce povrchového
antigenu ze silikagelu. V tomto stadiu mél pufr pH 9,2. Roztok byl odstfed'ovan pii 8700 otac-
kéch.min™ 30 min za ziskani kapaliny obsahujici povrchovy antigen.

Mnozstvi HBsAg v roztoku bylo 895 mg podle Auzyme aparétu (vytézek: 118,7 hmotn. %).
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(Krok 4) Hydrofobni kolonova chromatografie

K roztoku ziskanému v Kroku 3 obsahujicimu povrchovy antigen byla pfidana mocovina tak, ze
Jeji koncentrace byla 4M a vznikly roztok byl nalit na fenylagarézovou kolonu ekvilibrovanou
50mM uhli¢itanovym pufrem (pH 9,2) obsahujicim 4M mocovinu. Kolona byla promyta stejnym
pufrem obsahujicim 20 % ethylenglykolu a pak byl pfidan stejny pufr obsahujici 60 % ethylen-
glykolu za Gi¢elem vymyti povrchového antigenu.

Frakce obsahujici povrchovy antigen byly spojeny a zfiltrovany pfes Amicon diafiltrani systém
(Amicon, USA) s maximalni molekulovou hodnotou 100 000 za odstranéni mocoviny a ethylen-
glykolu z eluatu a vznikly roztok byl zakoncentrovan pomoci stejného systému.

Mnozstvi HBsAg ve filtratu bylo 546 mg podle Auzyme aparatu (vytézek: 72,4 hm. %).

(Krok 5) Gelova filtraéni chromatografie

Kolona byla naplnéna 8 | Sepharosy CL-48 (Pharmacia, USA) a ekvilibrovana fosfore¢nanovym
pufrem (pH 7,2) obsahujicim 0,15M chlorid sodny. Koncentrat obsahujici povrchovy antigen,
ktery byl ziskan v Kroku 4 byl nalit na kolonu aeluovan stejnym pufrem, za ziskani frakci
obsahujicich povrchovy antigen.

Mnozstvi HBsAg (zahrnujici nedotéeny antigen i fragmenty po ataku protedzy) ve spojenych
frakcich bylo 540 mg podle Auzyme aparatu (vytézek: 71,6 hm. %) aistota povrchového
antigenu byla 98,2 %. Obsah peptidu preS2 ve veskerém povrchovém antigenu byl podle
SDS-PAGE 75 %. Roztok takto ziskaného izolovaného povrchového antigenu byl zfiltrovan pies
filtr majici velikost pord 0,2 um (Corning, USA) a filtrat byl ulozen pii 4 °C.

Priklad 3
(Krok 1) Rozruseni kvasinkovych bunék

Rekombinované Saccharomyces cerevisiae KCTC 0098BP byly kultivovany pti 27 °C v 300 |
YEPD prostiedku. Takto ziskany 4 kg kvasinkovy bunéény kola¢ byl smichan s 81 pufru 1
a smés byla dvakrat prolita pfes Dynomill (Glenmills, Japan) obsahujici 3 | sklenénych kulicek
s praimérem 0,5 mm pfi 10 °C a pritoku 650 ml/min za rozruseni kvasinkovych bunék.

Vznikly bun&ny homogenat byl oddélen od sklenénych kuli¢ek, sklenéné kulicky byly promyty
12 1 pufru 1 a takto ziskany roztok byl spojen s buné&nym homogenatem.

(Krok 2) Extrakce a rozpusténi povrchového antigenu

K bun&nému homogenatu ziskanému v Kroku 1 bylo pfidano 0,1 g polysorbatu 20 na 100 cm’
bunééného homogenatu a smés byla michana za laboratorni teploty 2 hodiny.

Ke smési byl pfidan nasyceny roztok siranu amonného na kone¢nou koncentraci 10 g na 100 cm’
a smés byla michana za laboratorni teploty 1 hodinu. Vznikly roztok byl odstfedén pii 8 °C za
odstranéni buné¢nych zbytki a sraZeniny.

Roztok byl zfiltrovan na Amicon diafiltraénim systému (Amicon, USA) s maximalni moleku-
lovou hodnotou 100 000 za pouziti 20mM Tris pufru (pH 7,5) za G¢elem odstranéni thiokyanidu
a siranu sodného a zkoncentrovén za pouziti stejného systému na koneény objem 6 1.
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Koncentrat byl alkalizovan ptidavkem 5N hydroxidu sodného na pH 11,5 a michan za labora-
torni teploty 1 hodinu. Vznikly roztok byl okyselen pfidavkem 20 % octové kyseliny na pH 5,2
amichan za laboratorni teploty 30 min a pak ponechan stat 30 min. Roztok byl odstfedén pfi
8 °C za odstranéni buné€nych zbytki a sraZeniny.

Roztok byl neutralizovan pfidavkem 5N hydroxidu sodného na pH 7,2 a mnoZzstvi HBsAg
v roztoku bylo 1400 mg podle Auzyme aparatu.

(Krok 3) Adsorpce a desorpce za pouziti silikagelu

Roztok ziskany v Kroku 2 byl adsorbovan na silikagelu (Aerosil 380) v souladu s nasledujici
procedurou. Suchy silikagel byl smisen s vodou za piipravy 10 % suspenze (suchd védha/objem

suspenze), 21 této suspenze byly pfidiny k roztoku ziskanému v Kroku 2 atato smés byla
michéna pfi 4 °C pfes noc.

Vznikly roztok byl odstted’'ovan 10 min pfi 5500 otakach.min™ za odstran&ni kapalného podilu
ausazeny silikagel sadsorbovanym povrchovym antigenem byl dvakrat promyt fosfore¢na-
novym pufrem (pH 7,2) obsahujicim 0,15M chlorid sodny.

Promyty silikagel byl pfidan k 4 | 50mM uhligitanového pufru (pH 9,5) obsahujiciho 1M moco-
vinu a smés byla michana za laboratorni teploty 2 hodiny za desorpce povrchového antigenu ze
silikagelu. V tomto stadiu mé&l pufr pH 9,2. Roztok byl odstfed'ovan pti 8700 otatksch.min™
30 min za ziskani kapaliny obsahujici povrchovy antigen.

Mnozstvi HBsAg v roztoku bylo 840 mg podle Auzyme aparéatu (vytézek: 118,7 %).

(Krok 4) Hydrofobni kolonova chromatografie

K roztoku ziskanému v Kroku 3 obsahujicimu povrchovy antigen byla pfiddna mocovina tak, Ze
jeji koncentrace byla 4 M a vznikly roztok byl nalit na fenylagar6zovou kolonu ekvilibrovanou
50mM uhli¢itanovym pufrem (pH 9,2) obsahujicim 4M mo&ovinu. Kolona byla promyta stejnym
pufrem obsahujicim 20 % ethylenglykolu a pak byl pfidan stejny pufr obsahujici 60 % ethylen-
glykolu za G¢elem vymyti povrchového antigenu.

Frakce obsahujici povrchovy antigen byly spojeny a zfiltrovany pfes Amicon diafiltratni systém
(Amicon, USA) s maximalni molekulovou hodnotou 100 000 za odstranéni mo€oviny a ethylen-
glykolu z eludtu a vznikly roztok byl zakoncentrovan pomoci stejného systému.

Mnozstvi HBsAg ve filtratu bylo 527 mg podle Auzyme aparatu (vytézek: 72,4 hm. %).

(Krok 5) Gelova filtrani chromatografie

Kolona byla naplnéna 8 | Sepharosy CL-48 (Pharmacia, USA) a ekvilibrovana fosfore¢nanovym
pufrem (pH 7,2) obsahujicim 0,15M chlorid sodny. Koncentrat obsahujici povrchovy antigen,
ktery byl ziskdn v Kroku 4, byl nalit na kolonu a eluovan stejnym pufrem, za ziskani frakci
obsahujicich povrchovy antigen.

Mnozstvi virového povrchového antigenu hepatitidy B ve spojenych frakcich bylo 480 mg podle
Auzyme aparatu (vytéZek: 71,6 hm. %) a &istota povrchového antigenu byla 98,9 %. Obsah
peptidu preS2 ve veskerém povrchovém antigenu byl podle SDS-PAGE 75 %. Roztok takto
ziskaného izolovaného povrchového antigenu byl zfiltrovan pfes filtr majici velikost pori 0,2 pm
(Corning, USA) a filtrat byl ulozen pfi 4 °C.

-10-
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Piiklad 4

Imunogenicita peptidii S a preS2 v povrchovych antigenech ziskanych v Prikladech 2 a3 (dale

znagenych "povrchovy antigen 2" a "povrchovy antigen 3") byla potvrzena v souladu s nasledu-
jicimi pokusy na morc¢atech.

1 ml (200 g/ml) povrchového antigenu 2 nebo 3 byl smisen s 18 ml fosfore¢nanového pufiru
(pH 7,2) obsahujiciho 0,15M chlorid sodny a smés byla zfiltrovana pomoci filtraéni st¥ikagky
majici vnitfni primér 0,2 um. Filtrat byl smichan s 1 ml 3 % alhydrogelu (Superfos Biosector,
Dansko). Tato procedura byla provedena ve sterilnich podminkéach na ¢istém stole.

Kazdému z jedenacti morcat vazicich 350 g byl dvakrat v intervalu 15 dnli podan pod kizi 1 ml
dtive pfipraveného kompozita povrchového antigenu 2 nebo 3. Po 30 dnech po prvni injekei byly
mor¢atim odebrany krevni vzorky a byla z nich pfipravena séra. Séra byla analyzovana pomoci
Ausab aparitu a byla zjisténa 100 % tvorba protilatek proti S peptidu povrchového antigenu
2 nebo 3 a GMTs hodnoty povrchového antigenu 2 a 3 byly 33,38 a 29,77 mIU/ml.

Stuperi tvorby protilatek proti peptidu preS2 byl zjistovan v souladu s nasledujici procedurou.
50 pl (1 mg/ml) peptidu preS2 s 26 N-koncovymi aminokyselinami, ktery byl pfipraven pomoci
peptidového syntetizatoru (Applied Biosystems, USA) za poZiti automatizované syntézy peptidu
na pevné fazi, a 20 pl (10 mg/ml) poly L-lysinu bylo pfidédno k 200 pl SOmM octanového pufru
(pH 4,5). Ke smési bylo ptidano 10 ul 1% EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodi-
imid) a vznikla smé&s byla reagovana 1 hodinu pii 37 °C. Tato smé&s pak byla zfedéna 20 ml
10mM uhli¢itanového pufru (pH 9,6) a nanesena na mikrotitraéni desku ELISA s 96 jamkami,
200 pl do kazdé jamky. Deska byla inkubovéana 20 h za laboratorni teploty za adsorpce peptidu
na povrchu jamek a pak tfikrat omyta destilovanou vodou.

Do jamek bylo pfiddno 250 pl/jamku PBS obsahujiciho 0,5 % kaseinu a mikrotitrani deska
byla inkubovana pfes 2 h za laboratorni teploty za u¢elem prevence jakychkoli nespecifickych
reakci, ke kterym pozdéji dochazi. Do kazdé jamky byl pfiddn pozitivni a negativni regulator
a200 pl/jamku sér morcat, kterd byla postupné desetkrat ziedéna PBS (pokusna skupina).
Mikrotitraéni deska byla inkubovana 4 h za laboratorni teploty apak pétkrat omyta TTBS
pufrem (0,9 % chlerid sodny, 0,05 % polysorbatu 20, 10 mM Tris, pH 7,5). Roztok obsahujici
morceci anti-morCe protilatku zna€enou kfenovou peroxidazou (HRP), ktery byl zifedén 4000-
nasobnym objemem PBS obsahujicim 0,5 % kaseinu byl nanesen do jamek (200 pl/jamku).

Vysledna mikrotitraéni deska s jamkami byla inkubovéana pii 37 °C 1 hodinu a pétkrat omyta
TTBS pufrem.

Nato bylo pfidano do kazdé jamky 200 pl Zivného roztoku pro kienovou peroxidazu, ktery byl
pfipraven rozpusténim 200 pg tetramethylbenzidinu (TMB) v 20 pl DMSO, pfidanim 10 ml
0,1M octanového pufru (pH 5,1) a 20 pl 30 % peroxidu vodiku a doplnénim objemu roztoku na
20 ml destilovanou vodou, a reagovano do vyvoje zbarveni. Dale bylo do kazdé jamky pfidano
50 pl 1IN kyseliny sirové k zastaveni vyvoje zbarveni a byla zméfena optickd hustota kazdé
jamky pfi 450 nm Microplate snimagem (Dynatech MR5000, USA).

Pokud byla opticka hustota pokusné skupiny vétsi neZ uréitd hodnota (dvojnasobek hodnoty
optické hustoty negativniho provedeni), bylo stanoveno, Ze se vytvofily protilatky proti peptidu

preS2 a byla spoctena morcata s pozitivni protilatkovou reakci.

Vysledkem toho bylo, Ze povrchové antigeny 2 i 3 vyvolaly 100 % tvorbu protilatek.

-1t -
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Priklad 5

Za Ggelem zjidt€ni imunogenicity peptidu S apreS2 v povrchovych antigenech 2 a3 byly
provedeny nasledujici pokusy na mysich, 1 ml (200 pg/ml) povrchového antigenu 2 nebo 3 byl
smisen s 18 ml fosfore¢nanového pufru (pH 7,2) obsahujiciho 0,15M chlorid sodny a smés byla
zfiltrovana pomoci filtraéni stfikatky majici vnitini primér 0,2 pm. Filtrat byl smisen s 1 ml 3 %
alhydrogelu (Superfos Biosector, Dansko).

Vznikly roztok obsahujici 10 pg/ml povrchového antigenu 2 nebo 3 byl ztedén alhydrogelovym
fedidlem (pfipravenym rozpusténim alhydrogelu) na kone&nou koncentraci 0,15 % a fosfore¢na-
novym pufrem (pH 7,2) obsahujicim 0,15M chlorid sodny za ptipravy 4 vzorki (0,01; 0,03; 0,09;
0,27 ng/ml) povrchového antigenu. Kontejnery obsahujici vzorky byly dostaten& michany, aby

se prededlo sraZeni alhydrogelu. Tato procedura byla provedena ve sterilnich podminkach na
Cistém stole.

Osmdesat 5 tydnii starych mysi bylo rozd&leno do osmi skupin po deseti a kazdé mysi byl
peritonealn& (pobfisnice) podan dfive pfipraveny zfed&ny roztok povrchového antigenu 2 nebo 3.
Po 28 dnech od podani byly od viech mysi odebrany krevni vzorky a byla z nich ptipravena séra.
Tvorba protilatek proti S peptidu v povrchovém antigenu 2 nebo 3 byla analyzovana pomoci
Ausab aparatu (Abbot, USA) a stupeii jejich tvorby je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1
Koncentrace povrchového Stupef tvox:by P rot-i latek ;;roti
antigenu (ng/ml) : poyrchovemu antigenu (%) .
Povrchovy antigen 2 Povrchovy antigen 3
0,01 10 10
0,03 20 40
0,09 80 60
0,27 90 100

Protilatky proti preS2 peptidu v povrchovém antigenu 2 nebo 3 byly stanoveny v souladu

s postupem v Pfikladu 4 a stuperi jejich tvorby je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2
Koncentrace povrchového Stupefi tvotby prot-l litek proti
. povrchovému antigenu (%)
antigenu (ng/ml) —— —
- Povrchovy antigen 2 Povrchovy antigen 3
0,01 10 10
0,03 20 40
0,09 80 60
0,27 90 100

Efektivni ddvka 50 (EDsp) peptidu S apreS2 byla kalkulovana podle pfislu$ného zpisobu
(Finney. D. J., Probit Analysis, 1971) za pouziti vyse ziskaného stupné tvorby protilatek. Vysled-
kem toho byla EDs, v povrchovém antigenu 2 peptidu S 0,0580 ng/ml a peptidu preS2
0,0577 ng/ml a v povrchovém antigenu 3 peptidu S 0,0455 ng/ml a peptidu preS2 0,0469 ng/ml.
ProtoZe je ale obsah peptidu preS2 v povrchovém antigenu 2 nebo 3 75 %, ED50 peptidu preS2
se povazuje za niZsi nez jsou spoétené hodnoty ziskané vyse.
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Jak ukazuji vy3e uvedené Priklady, miZe byt v souladu s pfedkladanym vynalezem z rekombi-
novanych kvasinkovych bunék ziskdn povrchovy antigen hepatitidy B s vysokym obsahem
peptidu preS2 a s vysoce imunogennimi peptidy S a preS2.

Srovnavaci priklad

Postup podle ptikladu 1 byl zopakovén s tim rozdilem, Ze krok pfidani 5M hydroxidu sodného,
kterym se pH roztoku upravilo na hodnotu 11,5 (v kroku 2), byl vynechan. Antigenicita roztoku
ziskaného po odstfedéni byla pouze 63 % antigenicity pozorované v pfikladu 1, zatimco opticka
hustota pfi 600 nm méla hodnotu 1,76, coZ je vyznamné vice nez hodnota optické hustoty 0,07
pozorovana v piikladu 1. Tyto vysledky ukazuji, Ze pokud se vynecha krok alkalizace, anti-
genicita se snizi a mnozstvi kontaminujicich proteint se zvysi.

Konkrétn€ ma krok ziskany v pfikladu 1 047 % vy33i antigenicitu neZ roztok ziskany ve
srovnavacim ptikladu. Toto zvy3eni antigenicity je zplisobeno zvySenim vytézku HbsAg-PreS2,
zatimco zpusob podle srovnavaciho ptikladu produkuje hlavné HbsAg obsahujici peptid S
s nizkou antigenicitou.

Ackoli byl vynalez popsan s ohledem na vySe zminénou specifickou konkretizaci, timto se fika,

7e ve vynalezu mohou byt provedeny rizné modifikace a zmény technikami pouZivanymi
v tomto oboru, na které se vynalez rovnéz vztahuje jak je uvedeno v pfipojenych narocich.

PATENTOVE NAROKY
1. Zpusob izolace povrchového virového antigenu hepatitidy B obsahujiciho peptid preS2
z bun&k rekombinovaného organismu,vyznacéujici se tim,Zese
(a) rozrusi buiiky pomoci pufru obsahujiciho chaotropni siil, &imZ se zisk4 buné¢ny homogenit;

(b) pfida povrchové aktivni litka k bun&¢nému homogenatu ziskanému v kroku (a), €imZ se
extrahuje povrchovy antigen z bunééné membrany bunék;

(c) alkalizaci extraktu zvy§i rozpustnost a podpofi se vznik &astic povrchového antigenu
v extraktu ziskaném v kroku (b);

(d) vysrazi a odstrani se bun&éné zbytky, lipidy a kontaminujici proteiny z extraktu z kroku (c)

okyselenim a odstfedénim extraktu, ¢imZ se ziska roztok obsahujici povrchovy antigen;
(e) uvadi roztok z kroku (d) do kontaktu se silikagelem, &imZ dojde k adsorpci povrchového
antigenu na silikagel, vymyji se kontaminujici proteiny a desorbuje se povrchovy antigen ze

silikagelu za pouziti pufru, &imz se ziské frakce ¢isténého povrchového antigenu;

(f) provadi hydrofobni kolonova chromatografie s frakci &isténého povrchového antigenu
ziskaného v kroku (e), £imz se ziska frakce obsahujici povrchovy antigen; a

(g) Cdisti frakce ziskané v kroku (f) gelovou filtraéni chromatografii se separaci podle velikosti,
¢imz se ziska povrchovy antigen v ¢isté formé.
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2. Zplsob podle niroku 1, vyznadujici se tim, Ze vkroku (a) se pouZije pufr
obsahujici chaotropni siil vybranou ze skupiny skladajici se z thiokyanidu sodného, guanidium-
chloridu a mo€oviny.

3. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, 2e vkroku (a) se pouZije pufr
s koncentraci chaotropni soli 1 az 8 M.

4. Zptsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, ze se dile prida siran sodny nebo
siran amonny k buné&nému extraktu ziskanému v kroku (b) nebo (c) v koncentraci 8 az 15 g na
100 cm® bunéného extraktu, a nasledné se odstrani bun&&né zbytky a kontaminujici pfimési;
a roztok se podrobi diafiltraci jesté pred krokem (d).

5. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se v kroku (b) pouZije povrchové
aktivni latka, kterou je polysorbat 20, polysorbat 80, polyoxyethylen-oktylfenylether nebo
deoxycholat sodny.

6. Zpusob podle naroku I, vyznaéujici se tim, Ze se v kroku (b) pouZije povrchové
aktivni latka v koncentraci 0,1 az 0,5 g na 100 cm’ bun&&ného homogenétu.

7. Zpusob podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se v kroku (c) alkalizuje bunéény
extrakt ziskany v kroku (b) na pH 11,0 az 13,5.

8. Zplsob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, ze se vkroku (d) upravi pH
bunééného extraktu na 4,5 az 6,0.

9. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze vkroku (e) se pouZije silikagel
s povrchem 100 az 500 m¥/g.

10. Zpisob podle ndroku I, vyznadujici se tim, Ze se v kroku (e) desorbuje povrcho-
vy antigen ze silikagelu za pouZiti pufru s pH 8,8 az 11,0 a obsahem mo&oviny, jejiZ koncentrace
je 1 az 8 M, a povrchové aktivni latky v mnoZstvi 0,1 az 0,3 g na 100 cm’ pufru.

11. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se jako povrchové aktivni latka
pouzije deoxycholat sodny.

12. Zpisob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se jako hydrofobni stacionarni
faze v kroku (f) pouzije agarézovy gel s fenylovymi skupinami.

13. Zpisob podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze hydrofobni kolonova chromato-
grafie vkroku (f) se provadi nanesenim frakce obsahujici povrchovy antigen na kolonu
ekvilibrovanou vyrovnavacim pufrem s pH 8,8 aZ 11,0 obsahujicim mo&ovinu, jejiz koncentrace
je 1 az 4 M; promyje se kolona vyrovnavacim pufrem obsahujicim 10 az 40 % hmotnostnich
ethylenglykolu; a eluuje se povrchovy antigen vyrovnavacim pufrem obsahujicim 60 az 80 %
hmotnostnich ethylenglykolu.

14. Zpusob podle naroku I, vyznaédujici se tim, Ze se gelova filtratni chromatografie
se separaci podle velikosti v kroku (g) provadi pomoci dextranového gelu nebo polyakrylamidu
s maximalni propousténou hodnotou molekulové hmotnosti 1 000 000.

15. Zpisob podle naroku 1, vyznaédujici se tim, Ze se gelova filtraéni chromatografie

se separaci podle velikosti v kroku (g) provadi nanesenim frakce obsahujici povrchovy antigen
na kolonu ekvilibrovanou Tris nebo fosfore¢nanovym pufrem s pH 6 az 8 obsahujicim chlorid
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sodny, jehoz koncentrace je 0,1 az 0,2 M; anasledné se eluuje povrchovy antigen stejnym
pufrem.

16. Vakcina proti viru hepatitidy B, vyznaé&ujici se tim, Ze obsahuje povrchovy
antigen izolovany zpusobem podle naroku 1.

1 vykres
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