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Zpusob &isténi antigent HBV

blast techniky

Tento vynalez se tyka nového zpUsobu vyroby vakciny vudéi
hepatitidé typu B pro pouZiti pii 1é&b& nabo profylaxi infekci virem
hepatitidy B (HBV). Dale se pak tyka vakeiny vici HBV, kterou Ize ziskat

novym zplsobem podle vynalezu.

Dosavadni stav techniky

Infekce virem chronické hepatitidy B (HBV), pro kterou v
soutasnosti existuje jen omezena lécba, predstavuje globalni problém
vefejného zdravotnictvi a to problém ohromnych rozmért. Chronicti
pfenaseci HBV, jejichZ pocet se celosvétové odhaduje na vice nez 300
milion, jsou rizikem vyvoje chronicky aktivni hepatitidy (zanétu jater),

cirhdzy a primarniho hepatocelularnino karcinomu.

Mnohé vakciny, které jsou bézné dostupne, vyzaduji k prevenci
zhoréeni kvality konzervadni latky. Casto pouzivanou konzervacni latkou
je thiomersal, coz je sloucenina obsahujici rtut. Objevily se urcité
pochybnosti, které se tykaly pouziti rtuti ve vakcinach, ackoli
komentatofi zdaraznili, Ze mozné rizika vakcin s obsahem thiomersalu
by neméla byt zvelicovana (P. A. Offit, JAMA 283 (16)). Presto by bylo
vyhodné nalézt nové a pfipadne bezpe&néj$i zpusoby vyroby vakcin k
nahrazeni pouzivani thiomersalu ve vyrobnim postupu. Existuje tedy
potieba vyvinuti vakciny bez pfitomnosti thiomersalu a zejména vakciny

vli¢i hepatitidé B.

Podstata vynélezu




V prvnim aspektu poskytuje predkladany vynalez zpUsob vyroby
antigenu hepatitidy B, vhodného pro pouziti ve vakcing, pficemz tento
zplsob zahrnuje cisteni antigenu v pfitomnosti redukéniho ¢&inidla,

obsahujiciho volnou skupinu -SH.

Predkladany vynélez s vyhodou poskytuje zpUsob vyroby stalého
antigenu hepatitidy B bez stop thiomersalu, ktery zahrnuje vycisténi

antigenu v pfitomnosti redukéniho ¢inidla, majiciho volnou skupinu -SH.

Antigenni prostfedek je obecné beze stop thiomersalu, pii¢emz
thiomersa! neni ve vycisténém antigennim produktu detegovatelny za

pouziti spektrofotometrie rtuti, jak je zde popsano.

Antigenni prostiedek hepatitidy s vyhodou zahrnuje méné nez
0,025 pg rtuti na 20 pg bilkoviny, jak je vhodné méfeno absorpéni

spektrofotometrii.

3isténi se s vyhodou provadi v neptitomnosti thiomersalu a

vycistény antigen neobsahuje vibec zadny thiomersal.

Antigen je s vyhodou staly a vhodné v podstaté tak staly, jako
antigen hepatitidy, vygistény v pfitomnosti thiomersalu, jak je napfiklad

ukazano zde v Prikladu 1.
Antigen hepatitidy je s vyhodou imunogenni.

Redukéni Ginidlo se s vyhodou pfiddva béhem postupu ¢isténi

antigenu, s vyhodou po nérustu bunék, exprimujicich antigen.

Redukénim  ginidiem je s vyhodou cystein, dithiothreitol,
B-merkaptoethanol nebo glutathion, pficemz nejvice se uprednostnuje

cystein.




Predkladany vynalez tedy v souladu s tim poskytuje zpUsob vyroby
stalého imunogenniho antigenu hepatitidy B, beze stop thiomersalu,

ktery zahrnuje ¢isténi antigenu v pfitomnosti cysteinu.

Gisténi se s vyhodou provadi v pfitomnosti roztoku cysteinu.

Cystein, at uz ve formé roztoku nebo v praskové formé, se béhem
takového zplsobu pfidava do koneéné koncentrace od 1 do 10 mmol . I
a lépe od 1 do 5 mmol . 1. Jedté |épe se cystein pridavéa az k dosazeni

kone&né koncentrace piiblizné 2 mmol . I

Cysteinem je s vyhodou L-cystein.

Vynélez dale poskytuje zplisob vyroby stalého antigenu hepatitidy
B beze stpo thiomersalu, pfi néms se surovy antigen podrobi gelove
permeacni chromatografii, iontové vyménné chromatografii a smicha se

s reduk&nim &inidlem, které ma volnou skupinu -SH.

jontové vyménnou chromatografii je s vyhodou aniontové vyménna

chromatografie.

Vynalez dale poskytuje antigen hepatitidy B, neobsahujici
thiomersal, ktery lze ziskat zpUsobem vyroby podle pFfedkladaného
vynalezu, pficemZ antigen je alespon tak imunogenni a antigenni jako

antigen, ktery byl vyrobeny v pfitomnosti thiomersaiu.

Tento vynalez dale poskytuje imunogenni antigen hepatitidy B,
majici stfedni pomér bilkoviny, méfeny postupem ELISA (enzymovym
imunologickym stanovenim), vetsi nez 1,5 a obsah RF1 s alespon trikrat
nizéi hodnotou IC,, nez je tomu u povrchového antigenu hepatitidy B,

vyrobeného v pfitomnosti thiomersalu.




V daléim aspektu se tento vynalez tyka zplsobu vyroby antigenu
hepatitidy, vhodného pro pouziti ve vakcing, pficemZ tento zpusob
zahrnuje &isténi antigenu v piitomnosti thiomersalu a naslednou dpravu
antigenu v pfitomnosti redukéniho &inidla, obsahujiciho volnou skupinu
-SH.

Po upravé s vyhodou nasleduje krok d&igténi, jako je dialyzaéni

krok, k odstranéni thiomersalu.

Reukénim éinidlem je s vyhodou cystein, dithiothreito!, glutathion

nebo 2-merkaptoethanol.

Antigen hepatitidy B podle vynélezu mlze byt pouzit bud pro
16&bu nebo profylaxi infekci hepatitidy B, zvlasté pak pro 1éébu nebo
profylaxi napfiklad chronickych infekci hepatitidy B.

Predkladany vynalez dale poskytuje vakcinaéni prostfedek
obsahujici antigen hepatitidy B podle tohoto vynalezu ve spojeni s
adjuvantni latkou. Adjuvantni latkou je s vyhodou hlinitd sl nebo

preferencni, pfednostni stimulator odpovédi bunék TH1.

Antigenem je s vyhodou povrchovy antigen hepatitidy B.

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

Tak, jak je zde pouZivan, zahrnuje vyraz "povrchovy antigen
hepatitidy B" jakykoli antigen HBsAg (povrchovy antigen hepatitidy B)
nebo jeho fragment, vykazujici antigennost povrchového antigenu HBV

(viru hepatitidy B). Bude zfejme, ye kromé sekvence 226 aminokyselin




antigenu HBsAg (viz Tiollais se spoluautory, Nature 317, 489, 1985 a
-de uvedené odkazy) muze HBsAg, jak je zde uveden, pokud je to
sadouci, obsahovat ¢ast sekvence pre-S ¢i celou sekvenci pre-S, jak je
popsana ve vys$e uvedenych odkazech a v EP-A-0 278 940. HBsAg, jak

je zde uveden, maze také odpovidat variantam, napiiklad "anikovemu

mutantu" (escape mutant), popsanému ve WO 91/14703.

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

HBsAg bude normainé v gasticové formé. Ve zvlaste
upiednosthovaném stélesnéni bude HBsAg sestavat zejména zZ

S-antigenu HBsAg, uvedeného vyse.

Vakcina mize s vyhodou zahrnovat farmaceuticky pfijatelnou
pomocnou latku, jako je vhodna adjuvantni latka. Vhodné adjuvantni
latky jsou obchodné dostupne, jako napfiklad Freundovo nekompletni
adjuvans a Freundovo kompletni adjuvans (Difco Laboratories, Detroit,
Mi); Merck Adjuvant 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ); AS-2
(SmithKline Beecham, Philadelphia, PA); hlinité sole jako gel hydroxidu
hlinitého (alum) nebo fosforecnan hlinity; sole vapniku, zeleza €i zinky,
nerozpustna suspenze akrylovaného tyrosinu, acylované cukry;
kationtové nebo aniontové derivatizovane polysacharidy, polyfosfazeny;
biologicky odbouratelné (degradovatelné) mikrokuli¢ky;
monofosforyllipid A a quil A, Jako adjuvantni latky mohou byt také
pouzity cytokiny, jako GM-CSF nebo interleukin-2, interleukin-7 i
interleukin-12.

V prostfedcich podle tohoto vynalezu se upfednostiuje to, aby
adjuvantni sloucenina indukovala imunitni odpovéd pfevazné typu TH1.

Vysoké hladiny cytokind typu Th1 (napfiklad interferonu gama, faktoru




nekrézy tumorl alfa, interleukinu 2 a interleukinu 12, tj. IFN-y, TNFa,
IL-2 a IL-12) maji sklon upfednostnovat, favorizovat indukci bunécné
zprostfedkovanych imunitnich odpovédi na podavany antigen. V
upfednostfiovaném st&lesnéni pfi némz je imunitni odpoved pfevaziné
typu TH1, se bude hiadina cytokinl typu Th1 zvysSovat ve vétsim
rozsahu nez hiadina cytokinG typu Th2. Hladiny téchto cytokind mohou
byt snadno urceny za pouziti standardnich stanoveni. Pro piehled typU
cytokinG viz praci Mosmanna a Coffmana v Ann. Rev. Immunol. 7,
145-173, 1989.

Vhodné adjuvantni latky pro vyvolani pfedevsim odpovédi typu
TH1 zahrnuji napfiklad kombinaci monofosforyllipidu A, s vyhodou
3-de-O-acylovaného monofosforyllipidu A (3D-MPL) spolu s hlinitou soli.
Jiné znamé adjuvantni latky, ktere indukuji pfedevsim imunitni odpovéd
typu TH1, zahrnuji oligonukleotidy s obsahem CpG. Tyto oligonukleotidy
jsou charakterizovany tim, ze dinukleotid CpG je nemethylovany. Takove
oligonukleotidy jsou dobfe znamé a jsou popsany napfiklad ve wO
96/02555. Imunostimulaéni sekvence DNA jsou také popsany, napfikiad

Satem se spoluautory v praci, uverejnéné ve Science 273, 352, 1996.

Jinou upfednostiiovanou adjuvantni latkou je saponin, s vyhodou
saponinovy produkt QS21 (dostupny od firmy Aquila Biopharmaceuticals
Inc.. Framingham, MA), ktery maze byt pouZit bud samotny, nebo v
kombinaci s jinymi adjuvantnimi latkami. Posileny systém napfiklad
zahrnuje kombinaci monofosforyllipidu A a saponinového derivatu, jako
kombinaci QS21 a 3D-MPL, popsanou ve WO 94/00153, nebo méneé
reagujici prostiedek, Vv némz je QS21 zhasen cholesterolem, jak je
popsano ve WO 96/33739. Jiné upfednosthované prostiedky obsahuiji
emulzi typu oleje ve vode a tokoferol. Zvlasté silny adjuvantni
prostiedek zahrnujici QS21, 3D-MPL a tokoferol v emulzi typu oleje ve

vodé, je popsan ve WO 05/17210.




Zvlasté silny adjuvantni prostredek zahrnujici QS21, 3D-MPL a
tokoferol v emulzi typu oleje ve vodé, e popsan ve WO 05/17210 a je

upfednostiovanym prostfedkem.

Podle jednoho ztélesnéni pfedkladanéha vynalezu je zde
poskytnuta vakcina, obsahujici povrchovy antigen hepatitidy B podle
tohoto vynalezu, kterd nadto obsahuje adjuvantni latku, indukujici TH1.
Upfednostiovanym ztélesnénim je vakcina, v niz je adjuvantni latka,
indukujici TH1, zvolena ze skupiny adjuvantnich latek, obsahujici
3D-MPL, QS21, smés QS21 a cholesterolu a oligonukieotid CpG. Jinym
upfednosthovanym ztélesnénim je vakcina, obsahujici povrchovy
antigen hepatitity B, jehoz uéinek je zesilen monofosforyllipidem A nebo

jeho derivatem, Q821 a tokoferolem v emulzi typu oleje ve vodeé.

Vakcina s vyhodou navic obsahuje saponin a |épe saponinovy
produkt QS21. Jiny zvlaste vhodny adjuvantni prostiedek, obsahujici
CpG a saponin, je popsan ve WO 00/09159 a je upfednosthovanym
prostfedkem. Saponinem je Vv tomto konkrétnim prostiedku QS21.
Prostfedek s vyhodou navic obsahuje emulzi typu oleje ve vodé a

tokoferol.

Predkladany vynalez dale poskytuje vakcinaéni prostfedek,
obsahujici povrchovy antigen hepatitidy B podle tohato vynalezu Vv
kombinaci s adjuvantni latkou a navic obsahujici jeden nebo vice
antigent, zvolenych ze skupiny, sestavajici ze zaskrtového toxoidu (D),
tetanového toxoidu (T), nebuné&énych antigen( c&erného kasle (Pa),
inaktivovaného viru détské obrny (IPV), antigenu hemophilus influenzae
(Hib), antigenu hepatitidy A, viru herpes simplex (HSV), antigend
chlamydii, streptokoka typu B (GSB), lidského papiiomaviru (HPV),
streptokoka pneumonie a neisserii. Ve vakcinaénim prostfedku podle
predkiadaného vynalezu mohou byt rovnéz kombinovany antigeny,

poskytujici ochranu vici dalsim chorobam.



V jednom Kkonkrétnim stélesnéni vakcinaéni prostfedek zahrnuje
povrchovy antigen hepatitidy B ktery Ize ziskat zplsobem vyroby podle
tohoto vynéalezu, spole¢né s adjuvantni latkou a inaktivovanym virem

détské obrny.

Predkladany vynalez také poskytuje zpUsob 1écby a/nebo
profylaxe infekci viru hepatitidy B, ktery zahrnuje podavani bezpecneho
3 udinného mnozstvi vakciny podle tohoto vynalezu K profylaxi a/nebo
16&bé infekce hepatitidy B lidskému nebo Zivocisnému subjektu, trpicimu

infekci virem hepatitidy B, nebo nachyinému k takové infekci.

Tento vynalez dale poskytuje pouziti povrchového antigenu podle
pfedkiadaného vynélezu k vyrobé léku pro lécbu pacientd trpicich
infekci zpusobenou virem hepatitidy B, jako je chronicka infekce virem

hepatitidy B.

Vakcina podie predkladaného vynalezu bude obsahovat
imunoprotektivni mnozstvi antigenu (mnozstvi, dostadujici k vyvolani

imunitni ochrany) a mize byt vyrabéna bé&Znymi postupy.

Vakcinadni prostfedek je obecné popsan Vv Pharmaceutical
Biotechnology, dilu 61, "Vaccine Design - the subunit and adjuvant
approach”, vydavatell Powella a Newmana, Plenum Press, 1995. "New
Trends and Developments in Vaccines" | vydavatelé Voller a spol.,
University Park Press, Baltimore, Maryland, USA, 1978. Opouzdieni
(enkapsulace) do liposomud je popsana napfiklad Fullertonem v patentu
US & 4 235 877. Spojovani (konjugace) bilkovin do makromolekul je
uvedeno napfiklad Likhitem v patentu US & 4 372 945 a Armorem se
spoluautory v patentu US €. 4 474 757. Pouziti 1atky Quil A je popséno
Dalsguaardem s spoluautory v Acta Vet. Scand. 18, 349, 1977. 3D-MPL
je dostupny o dfirmy Ribi Immunochem, USA a je popsan v britske




patentové pfihlasce ¢. 2220211 a v patentu US ¢ 4 912 094. QS21 je
popsan v patentu US & 5 057 540.

Predkladany vynalez je ozfejmen, ne vSak omezen, nasledujicimi

piiklady.

Piehled obrazkl na vykresech

V nasledujicich pfikladech provedeni vynalezu:

Obr. 1 znazornuje vyrobni postup pro vakcinu Engerix B™ bez

thiomersalu.

Obr. 2 znazornuje analyzu $arzi objemovych antigen( prostfednictvim
SDS-PAGE (elektrogotézy v polyakrylamidovem gelu za
pfitomnosti dodecylsulfatu sodného); barveni bylo provedeno
stiibrem: 1 ng bilkoviny na vzorek;
polohy oznadovacl, markeru molekulové hmotnosti jsou
vyznadeny éernymi skvrnami: 92 500, 66 200, 45 000, 31 000,
21 500, 14 400.

Obr. 3 znazorhuje zbytkové kvasinkoveé bilkoviny v 8arzich
objemovych antigend, vyrabénych postupem bez thiomersalu.
Jedna se o metodu "Western blotting" s kralicim sérem proti
kvasinkovym bilkovinam.
Polohy oznadovacu, markeru molekulové hmotnosti jsou
vyznaceny ¢ernymi skvrnami: g2 500, 66 200, 45 000, 31 000,
21 500, 14 400.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
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Zpusob vyroby povrchového antigenu hepatitidy B

v pfitomnosti thiomersalu

Povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg) z monovalentni vakciny
vic¢i hepatitidé B, poskytovany firmou SB Biologicals (Engerix B™) se
exprimuje jako rekombinantni bilkovina v Saccharomyces cerevisiae (viz
Harford se spoluautory, zde jiz uvedeno jako citace). Bilkovina o
velikosti 24 000 se vyrabi nitrobunééné a hromadi se v rekombinantnich
bufkach kvasinek. Na konci kvaseni se bunky kvasinek shromazdi
(sklidi) a rozrusi se v pfitomnosti jemné povrchové aktivni latky, jako je
Tween 20 (monolaurat polyoxyethylensorbitanu), k uvolnéni pozadované
bilkoviny. Néasledné se bunecny homogenat, obsahujici rozpustné
gastice povrchového antigenu, pfecisti v sérii srazecich krokl a poté se

zahusti ultrafiltraci.

Daléi &isténi rekombinantniho antigenu se provéadi naslednymi
chromatografickymi separacemi. V prvnim kroku se koncentrat suroveho
antigenu podrobi gelove permeacni chromatografii na sloupci
"Sepharose 4B medium". Thiomersal je pfitomny v eluénim pufru pro
krok permeacdni chromatografie na 4B gelu. Eluéni pufr ma nasiledujici
sloreni: 10 mmol.I' Tris, 5% ethylenglykol, pH 7,0; 50 mg/| thiomersalu.
Thiomersal je do tohoto pufru zaclenén pro kontrolu biologického

zatizeni.

Vétéina uvedeného mnoZstvi thiomersalu je odstranéna v
nasledujicich krocich  ¢&isténi, ktere zahrnuji iontové vymeénnou
chromatografii, uitracentrifugaci a odsoleni (gelovou permeacni
chromatografii), takZe vycisténé objemové antigenni prostfedky,
pfipravené pavodnim, originalnim zplsobem vyroby, obsahuji pfiblizné

1,2 ug a méné nez 2 ug thiomersalu na 20 pg bilkoviny.
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Krok iontové vyménné chromatografie se provadi za pouziti
DEAE-matrixu a spojené podily (pool) se potom podrobi ultracentrifugaci
na cesiovém gradientu za pouziti &tyf predem pfipravenych vrstev o
rGznych koncentracich chloridu cesia. Antigenni castice jsou v gradientu
oddéleny od zneéistujicich buné&nych Castic v zavislosti na sve hustoté
a na konci postupu odstfedovani jsou eluovany. Chlorid cesia je z
tohoto podilu nasledné odstranén druhym krokem gelove permeacdni

chromatografie za pouziti gelu Sepharose.

Pokud se HBsAg pfipravuje zplsobem, obsahujicim thiomersal ve
4B gelovém permeacénim pufru, jsou ve spojenych podilech z CsCl
gradientu, obsahujicich HBsAg, nalezeny koncentrace bilkovin vy$si nez
30 mg/ml, odpovidajici pfislusnym koncentracim HBsAg , stanovenym za
pouziti sady AUSZYME od Abbott Laboratories.

Krok ultracentrifugace v gradientu CsCl obvykle z prostredku
HBsAg eliminuje zbytkové tuky, DNA a mensi bilkovinna znecisténi.
Provadi se zonalnim odstfedovanim v rotoru Ti 15 od firmy Beckman
Instruments, Fullerton, Kalifornie pfi rychlosti 30 000 otacek za minutu
po dobu pfiblizné 40 az 60 hodin. Vzorek, ktery ma byt vycistén, se
nanese na vrstvy roztoku CsCl o koneénych koncentracich 0,75; 1,5, 2,5
a 3.25 mol " CsCl. Na konci odstfedovani je gradient eluovan do
podiltl. Podily, obsahujici HBsAg, mohou byt urcCeny absorbanci UV
svétla pfi 280 nm nebo testovanim nafedéni podild pomoci sady
AUSZYME. Pruh HBsAg se nachazi v hustoté 1,17 az 1,23 g/cm”.

Roztok, obsahujici vyéistény HBsAg, je pfed pouzitim k vyrobé

vakcinaéniho prostredku sterilné filtrovan.

3isténi z bunécéného lyzatu kvasinek je komplexni déj, nebot
antigen je vytvafen nitrobunééné a k ziskani cistého objemového

antigenu je nezbytna cela série separacnich (oddélovacich) technik,




12 -

sestavena k odstranéni rGznych typu (kvasinkového) znecisténi. Kroky
cisténi jsou dualezité, nebot produkt, jenz ma byt vycistén, je
lipoproteinova d&astice, obsahujici mnohocetne kopie polypeptidu
povrchového antigenu a tato struktura musi byt b&hem procesu cCisténi
zachovéana. Je zvlastnosti tohoto procesu, Zze poskytuje Ccastice
povrchového antigenu, které jsou plné imunogenni bez nutnosti dalsiho
chemického ovlivnéni ke zvyseni jejich imunogenity (srovnej EPO 135
435),

Podrobnosti o zplsobu vyroby jsou dale popsany v EP 0199698.

Pfiklad 2

Vyroba a charakterizace HBsAg ziskaného z kvasinek

postupem bez thiomersalu.

1. Vyroba a ¢isténi HBsAg, ziskaného z kvasinek

1.1. Pfehled vyrobniho zptsobu

Povrchovy antigen hepatitidy B mulze byt vyrabén kvaSenim
vhodného kmene Saccharomyces cerevisiae, napfiklad takového, jaky

popsal Harford se spoluautory (citovano vyse).

Na konci kvaseni rekombinantniho kmene kvasinek ve velkém
méritku se bunky sklidi (shromazdi se) a otevifou se rozstepenim v
pfitomnosti jemné povrchové aktivni latky, jako je Tween 20. Povrchovy
antigen je pak isolovan vicekrokovym extrakénim a purifikaénim
postupem pfesné tak, jak bylo popsano vys$e v Pfikladu 1, az do kroku

prvni gelové permeace na Sepharose 4B.

1.2. Postup c¢isténi bez thiomersalu
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Do postupu bez pfitomnosti thiomersalu byly oproti postupu,

popsanému v Pfikladu 1, zaclenény nasledujici dve zmeny.

1. Eluéni pufr, pouzivany v kroku permeaéni chromatografie v gelu

4B, jiz neobsahuje thiomersal.

2 Do eluovanych spojenych podild (poolu) z kroku aniontové
vyménné chromatografie se pfida cystein (o koneéné koncentraci 2

mmol.I"") .

Bylo zjisténo, ze vysledkem odstranéni thiomersalu z pufru pro
permeadéni chromatografii v gelu 4B muze byt vysrazeni castic HBsAg
béhem kroku odstiedovani v hustotnim gradientu CsCl s ubytkem

produktu a agregaci ¢i shlukovanim ziskaného antigenu.

PFidani cysteinu v koneéné koncentraci 2 mmol.I-1 k eluovanym
spojenym podilam z pfedchoziho  kroku aniontové vyménné
chromatografie zabrafuje srédzeni a Ubytku antigenu béhem

odstfedovani v hustotnim gradientu CsCl.

Pro takové ovlivnéni je cystein upfednostiiovanou latkou, nebot se
jedna o pfirozené se vyskytujici aminokyselinu, ktera muze byt
odstranéna v nasledujicim kroku odsoleni na sloupci pro gelovou
permeaéni chromatografii za pouziti Sepharose 4BCLFF jako matrixu

sloupce.

Ve srovnani s postupem, popsanym v Pfikladu 1, uz nedoslo k

zadnym jinym zménam vyrobniho postupu.

Postup, pfi ndmZ se nepouziva thiomersal, poskytuje objemovy
antigen, majici ¢istotu a vlastnosti srovnateiné s antigenem, ziskanym

postupem podie Pfikladu 1.
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1.2a

Predpoklada se, Ze thiomersal, pfidany do pufru pro 4B gelovou
chromatografii v koncentraci 50 pg/ml, se rozklada a vysledna ethylrtut
se mize kovalentné vazat na volné sulfhydrylové skupiny na
cysteinovych zbytcich bilkoviny. Bilkovina obsahuje 14 cysteinovych

zbytk(i,z nichz 7 se nachazi mezi polohami 101 a 150.

Tato oblast bilkoviny se poklada za lezici na povrchu Castice a
obsahujici hlavni antigenni oblast HBsAg, zahrnujici imunodominantni a
oblast a rozpoznavaci misto pro monoklonalni 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, cisteny s
thiomersalem, pfitomnym v pufru pro 4B gelovou permeacni
chromatografii, obsahuje na konci postupu gisténi priblizné 0,5 - 0,6 ug

rtuti. Tato rtut neni jednoduchou dialyzou piné odstranéna.

V jednom pokusu bylo v objemovem antigennim prostredku
naméfeno 0,56 pg rtuti na 20 pg bilkoviny. Tento prostiedek by!
dialyzovan 16 hodin pfi teploté mistnosti proti pufru o pH 6,9,
obsahujicimu 150 mmol.I"" roztok NaCl a 10 mmol.I" roztok NaPO,. Na
konci dialyzy byla naméfena koncentrace 0,33 ug rtuti na 20 ug

bilkoviny.

Naproti tomu dialyza v pfitomnosti redukéniho ¢&inidla, jako je
L-cystein v koncentarci od 0, 1 do 5,0 mg/ml, dithiothreitol v koncentraci
50 mmol.I" nebo 2-merkaptoethanol v koncentraci 0,3 mmol.l"", po niz
nasleduje daldi dialyza k odstraneni redukéniho &inidla, poskytuje
snizeni obsahu rtuti v antigennim prostfedku na méné nez 0,025 ug rtuti

v

na 20 pg bitkoviny. To je nejnizsi detekéni hranice této metody.
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Obsah rtuti byl stanoven za pomoci absorpéni spektrofotometrie.
Antigen byl naredén v roztoku, obsahujicim 0,01 % (hmotnost/objem)
dvojechromanu draselného, K,Cr,0, a 5 % (objem/objem) kyseliny
dusiéné. S thiomersalem jako zdrojem rtuti byly pfipraveny standardni
roztoky. Atomova absorpce vzorku a standardnich roztok( se méfi po
odpafeni v generatoru pary, s katodou specifickou pro rtut, pfi vinové
délce 253,7 nm. Atomova absorpce ziedéného roztoku se méri jako
slepy pokus (blank). Obsah rtuti ve vzorku se poéitd pomoci kalibracni
kFivky, ziskané z hodnot, naméfenych ve standardnich roztocich.

Vysledky jsou vyjadieny jako ug rtuti na ug bilkoviny.

1.3. Vyroba objemového antigenu bez thiomersalu

Vyrobni kroky, tykajici se <¢iSténi objemu antigenu, jsou

znazornény na QObr. 1.

1.4. Slozeni vakciny, formulované bez thiomersalu

Typické kvantitativni sloZeni vakciny proti hepatitidé B bez
konzervacdni latky a formulované z antigenu, pfipraveného postupem bez

thiomersalu, je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1

slozka mnozstvi v ml

aktivni sloZzka - bilkovina, tvofena z alespon 95 %| 20 ng
HBsAg

hydroxid hlinity (adsorbent), vyjadfeny jako Al,QO, 0,95 mg

chlorid sodny 9,0 mg (max)

dihydrat disodného fosfatu 0,98 mg
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dihydrat dihydrogenfosfatu sodného 0,71 mg

voda pro injekce dle potieby do 1,0 mi

Slozeni se muze ménit pfidanim 3D-MPL a/nebo jinych

adjuvantnich lytek.

2. Charakterizace objemového antigenu a vakciny, vyrabéneé

postupem bez thiomersalu

2.1. Testy a stanoveni, provadéné u vyc&isténého objemoveho

antigenu

2.1.1. Zaklad srovnani

Postupem bez thiomersalu podle tohoto Pfikladu (Prikladu 1.2)
byly pfipraveny tii $arze objemového antigenu a byly oznaceny )ako
HEF001, HEF002 a HEF003. Ty byly srovnavany s $arzi objemoveho
antigenu (HEP2055), pfipravenou pfedchozim postupem (popsanym Vv

Pfikiadu 1) v pritomnosti thiomersalu.

2.1.2. Testy a stanoveni, provadéné u objemoveho antigenu

Testovany byly tfi $arze objemového antigenu, vyrobené postupem

bez thiomersalu a vysledky jsou uvedeny v Tabulce 2.

Obsah bilkoviny byl méfen postupem podle Lowryho a spoluautord
(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 Assoociates, 704 Main St., Falmouth, MA 02540,
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USA. Reakéni &inidlo je standardizovano vzhledem ke standardu "US

Pharm. Endotoxin Reference Standard".

Tween 20 (monolaurat polyoxyethylensorbitanu) byl meren
postupem podle Huddlestona a Allreda (J. Amer. Qil Chemist Soc. 42,
983, 1965).

Obsah HBsAg by! méien obchodné dostupnou sadou AUSZYME od
firmy Abbott Laboratories, One Abbott Park Road, Abbott Park, IL
60064, USA. Pouzit byl postup B, uvadény vyrobcem. Ke stanoveni
kfivky zavislosti na davce byla jako standard pouzita $arze objemového

antigenu, &isténého postupem, vyuzivajicim thiomersal.

Polysacharidy byly méfeny postupem podle Duboise a spoluautory
(Anal. Chem. 28, 350, 1856).

Lipidy byly méfeny za pouziti obchodné 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, Ismaning, Mnichov, Nemecko.

Hodnoty, ziskané v testech a stanovenich, jsou v rozmezi, které
se uplatiiuje pro $arZe objemovych antigent, vyrobené za pouZziti
thiomersalu v eluénim pufru pro krok gelové permeacdni chromatografie
na Sepharose 4B, s vyjimkou antigenni aktivity, méfené testem ELISA.
Hodnoty naméfené v tomto testu pro tfi prostredky HEF jsou vy3si
(1,63-2,25) nez hodnoty, zjisténé pro SarZi objemového antigenu
HEP2055, kde byl pomér ELISA/bilkovina 1,13. Poméry ELISA/bilkovina,

mé&fené pomoci sady AUSZYME wu 8arii objemového antigenu
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obsahujicich thiomersal,jsou obecné pfiblizné 1,0 a v roczmezi od 0,8 do

1,2; velmi zfidka pak prekracduji hodnotu 1,4.
2.1.3. SDS-PAGE analyza

Prostfedky objemového antigenu byly zkoumany za pouziti
analyzy SDS-PAGE v redukénich podminkach a barveni prostfednictvim
modfi "Coomassie blue”. Veskeré vzorky vykazovaly hlavni prouzek o
velikosti 24 000 se stopami dimerni bilkoviny. Vzorky byly posouzeny
jako majici vysokou Ccistotu (> 99% CcCistotu), jak bylo prokazano

nepritomnosti viditelnych prouzkud znedistujicich bilkovin,

Vzorky (1 pg) prostfedkl objemového antigenu byly testovéany
prostfednictvim SDS-PAGE v redukujicich a neredukujicich podminkach
a za barveni stfibrem (Obr. 2). V redukujicich podminkach vzorky
vykazaly intenzivni prouzek, pchybujici se v oblasti hodnoty 24 000 se
stopami dimernich a multimernich forem. Vzorky gelda byly nerozlisitelné
od vzorku HEP2055, pouzitého ke srovnani. Vzorky byly podrobeny také
zkoumani v neredukujicich podminkach. Za takovych podminek se ménée
materialu pohybovalo s oblasti 24 000 a mnozstvi polypeptidu,
pohybujiciho se v dimernich a multimernich polchach, vzrostlo. Sarze
objemového antigenu bez thiomersalu se zdaji mit ponékud vy3si stupen

polymerizace, nez srovnavaci $arze HEP2055.

|dentita polypeptidu 24 000, prokazaného barvivem Coomassie
blue nebo sfibrnym barvenim, byla potvrzena metodou "Western
blotting” s krali¢imi polyklonalnimi protilatkami vic¢i plasmatickému
HBsAg. Prostfedky objemového antigenu vykazuji hlavni prouzek v
oblasti 24 000 spolu s dimernimi a trimernimi formami. Technika

prokdzala mensi stopy rozpadovych produktd bilkoviny povrchového
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antigenu. Nebyly nalezeny zédne rozdily mezi objemovym antigenem,

pfipravenym postupem bez pouziti thiomersalu a $arzi HEP2055.

Pfitomnost zbytkovych kvasinkovych bilkovin byla stanovovana
analyzou prostiednictvim SDS-PAGE v redukujicich podminkach a
metodou "Western blotting" s kréliéim polyklonalnim antiserem vugi
3). Tato

kvasinkovym bilkovinam (Qbr. technika je kvalitativni a

neumozniuje kvantifikaci necistot.

Pro tii $arze objemového antigenu, pfipravené postupem bez
pouziti thiomersalu, i pro $arzi HEP2055 je prokazan staly profil prouzkd

jen s jednou vyjimkou.

Silné zbarveny prouzek, pfitomny v oblasti £ 23 000 u objemového
antigenu HEP2055, je prakticky nepfitomny u tfi prostfedkd HEF.
Metoda "Western blotting" prokazala, ze vysledkem cisticiho postupu

bez thiomersalu je ¢istsi antigenni produkt.

Tabulka 2: Vysledky testl a stanoveni provedenych na

vy&isténém, objemovém antigenu bez thiomersalu

TEST VYSLEDEK

HEFO0O01 HEF002 HEFO0O03 HEP2055
pH 6,8 6,8 6,8 6,8
obsah bilkoviny dle| 1312 pg/mi | 888 ug/ml | 913 pg/mi | 995 ug/mi
Lowryho metody
obsah endotoxinu | < 0,25 EU <0,25EU | <0,25EU |<0,25EU
obsah Tween 20 7.1 g 6,6 nug 7.4 ng 5,8 ug
antigenni aktivita | 2957 ug/ml | 1505 pg/ml | 1486 pg/ml| 1128ug/mi
(v testu ELISA)
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pomér 2,25 1,69 1,63 1,13
ELISA/bilkovina

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

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

2.1.4. Dalsi biochemické testy a stanoveni

2.1.4.1. Obsah DNA

Obsah DNA byl u tfi Sarzi objemového antigenu méfen prahovou
vou metodou (Treshold method, Molecular Devices Corp.). Mérena
mnozstvi byla mensi nez 10 pg DNA na 20 ug bilkoviny (Tabulka 2),
stejna hodnota obsahu DNA byla pozorovana u objemového antigenu,

vyrabéného bézné schvalenym zpUsobem.

2.1.4.2. Aminokyselinové slozeni

Aminokyselinové slozeni tfi Sarzi objemovych antigent HEF bylo
uréovano po kyselé hydrolyze s 6 mol.i”' roztokem HCI, chromatografii
aminokyselin na iontové vymémmém sloupci s detekci ninhydrinem po
opusténi sloupce. Prolin a tryptofan nebyly stanovovany. Vysledky jsou

uvedeny v Tabulce 3.

Nalezena sloZzeni souhlasi se slozenim, uréenym pro HEP2055 a s
pfedpokladanym stozenim, odvozenym ze sekvence DNA. | kdyz pocet
glycinovych zbytk(, naméfeny pro HEP2055, je blizky oéekavanému

slozeni, hodnota 16 az 17 je obvykleji naméfena pro objemné antigenni
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prostfedky. Primérny pocet nalezenych cysteinovych zbytkl se rovnal
piedpokladanym ¢&trnacti, coz ukazuje, ze v dusledku ovlivnéni pfi kroku

na gradientu CsCl se na ¢astici nenavazuji zadné dalsi cysteiny.

2.1.4.3.

Mnozstvi voiného cysteinu, pfitomného v objemovych antigennich
prostfedcich, ziskanych podie zde popsaného zplUsobu, byio meéreno po
oxidaci &astic kyselinou permravenéi bez pfedchozi kyselé hydrolyzy.
Oxidované volné cysteinové zbytky byly oddéleny na iontové vyménném
sloupci s detekci ninhydrinem po opusténi sloupce. Detekéni mez

cysteinu pfi pouziti tohoto postupu je 1 ng na 1 ml.

U tii antigennich prostfedki HEF nebylo mozné bé&hem jejich
testovani pii podateénich koncentracich bilkovin, uvedenych v Tabulce

2, namé&rit Zadny volny cystein.

Tento postup méfi jak volné cysteinové zbytky, pfitomné v pufru,
tak i cysteinové zbytky, které jsou pfipojeny na bilkovinu HBsAg

disulfidickou vazbou, ale nevytvareji ¢ast polypeptidové sekvence.

2.1.4.4. Sekvenéni analyza N-konce

Piitomnost moznych bilkovinnych znec&isténi a degradacnich
produktd ve tfech $arzich objemového antigenu, vyrabénych
modifikovanym zplsobem, byla uréovana sekvencni analyzou N-konce
na zakladé Edmanova odbouravani. N-koncova sekvence MENITS...
bilkoviny HBsAg byla detegovana bez interference s ostatnimi
sekvencemi. Bylo také potvrzeno, 2e N-koncovy methionin je z 60 az 75
% blokovan acetylaci, jak jiz bylo pozorovano dfive u polypeptidu

HBsAg, vyrabéného rutinnym postupem.
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Tabulka 3: Aminokyselinové siozeni HBsAg

aminoky- | HEF001 { HEF002 | HEFQO03 | prum. HEP2055 |pfedpokl.
selina slozeni 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 16,9 14,6 14
Ala 7.5 7.4 7,4 7.4 7,2 6
Cys 12,3 14,95 14,9 14,1 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

lle 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 6,8 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 57 57 6,1 5
Trp nestan. | nestan. | nestan. nestan. 13

2.1.4.5. Analyza rozptylem laserového svétla
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U &astic HBsAg, vyrobenych za pouziti modifikovaného zpusobu a
u referenéni $arze HEP2055 bylo provedeno srovnani velikosti Castic za

pouziti rozptylu laserového svétia (Tabulka 4).

Stanovené stfedni molekulové hmotnosti prokazaly dobrou shodu

mezi prostfedky.

Tabulka 4: Molekulové hmotnosti ¢astic HBsAg, stanovene

rozptylem laserového svétla

§arze antigenu molekulova hmotnost
HEF001 3,07.10°
HEF002 2,76.10°
HEFO003 2,76.10°
HEP2055 3,34.10°

2.1.4.6 Elektronova mikroskopie

Prostfedky objemového antigenu byly testovany za pouziti
elektronove mikroskopie po fixaci, znehybnéni, a barveni

uranylacetatem.

Pozorované ¢astice byly ve véech vzorcich podobné a odpovidaly
+20 nm témér kulovitym (ve formé koci¢ich hlav) céasticim, které jsou
typickeé pro HBsAg. Castice, pozorované ve trech 8arzich HEF, byly
nerozliditeiné od ¢astic HEP2055.

2.1.5. Imunoclogické analyzy

2.1.5.1. Reaktivita (schopnost reakce) s monaoklonalni protilatkou
RF1
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TFi prostiedky objemového antigenu byly testovany vzhledem ke
své schopnosti reagovat s monoklonalni protilatkou prostiednictvim
inhibice stanoveni ELISA. Bylo prokazano, ze monoklonaini protilatka
RF1 chrani &impanzy vaéi napadeni HBV a je predpoklada se, Ze
rozpoznava ochranny konformaéni epitop na Castici HBsAg (S. Iwarson
se spoluautory, J. Med. Virol. 18, 89 - 96, 1985).

Hybridom (produkt fize lymfocytt) RF1 mlze byt mnozen v bfisni

dutingé my$&i kmene Balb/c, nebo ve tkanove kulture.

Asciticka tekutina, nafedéna v poméru 1:50 000 v saturacnim
pufru (fosfatem pufrovany fysiologicky roztok, PBS, s obsahem 1%
hovéziho sérového albuminu, BSA a 0,1% Tween 20), byla smichana v
poméru 1:1 s rlznymi nafedénimi testovanych vzorkl HBsAg v PBS

(koneéné koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 100 pg do 0,05

pg/ml).

Smési byly inkubovany v destickdch Nunc Immunoplates (o 96
jamkach) po dobu 1 hodiny a pfi teploté 37 °C. Pote byly prevedeny do
destitek, potazenych standardnim prostfedkem HBsAg, na 1 hodinu pFi
37 °C. Standardnim prostfedkem HBsAg byla 8arze objemového
antigenu (Hep 2886), vydi§téna zplsobem, vyuZivajicim thiomersal. Po
kroku promyti prostiednictvim PBS s obsahem 0,1% Tween 20 byl pfidan
biotinem konjugovany ové&i anti-my$i 1gG, nafedény v pomeru 1:1 000 v

saturaénim pufru a inkubovan 1 hodinu pri teploté 37 °C.

Po kroku  promyti byl do  stejnych  jamek prfidan
streptavidin-biotinylovany peroxydazovy komplex, nafedény v pomeéru
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"" citratovém pufru o pH 4,5 po dobu 20 minut pfi teploté mistnosti.
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Reakce byla zastavena pfidavkem 1 mol.l" H,SO, Poté byly pfi

vinovych délkach 490/630 nm méreny optické hustoty O.D. a vyneseny

do grafu.

Hodnota 1C50, definovand jako koncentrace antigenu (koncentrace
inhibitoru), ktera inhibuje z 50 % vazbu protilatky na povleceny HBsAg,
byla vypog&itdna za pouZiti rovnice o 4 proménnych a byla vyjadfena v

ng/mi.

Testovany byly rovnéz série sarzi HEP antigenu véetneé HEP2055,
spolu s antigenem Herpes simplex gD jako negativni kontrolou.
Stanoveni uréuje schopnost kazdého testovaného antigenu inhibovat
vazbu RF1 ke standardnimu antigennimu pfipravku (HEP286),

navazanému na mikrotitraéni desticku.

Tabulka 5 udava koncentrace kazdého antigenu, u nichz bylo

prokazano, e z 50 % inhibuji vazbu RF1 na znehybnény antigen.

Tabulka 5: Inhibice vazby monoklonalni protilatky RF1 na HBsAg

objemovy antigen IC50 (ng/ml)*
HEP286 3834
HEPS&73 3437
HEP720 3150
HEP2055 2384
HEFO0O01 468
HEF002 574
HEFO003 540

*|C50 = koncentrace antigenu (ng/mi), inhibujici z 50 % vazbu
RF1 na znehybnény antigen
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Vysledky ukazuji, Ze k inhibovani vazby RF1 je potfeba
gtyfnasobné aZ sedmindsobné mendi mnoZstvi antigenu HEF (viz
Tabulka 5). To ukazuje, Zze antigen, pfipraveny modifikovanym,
pozménénym zplsobem, vykazuje ve srovnani s objemovym antigenem

HEP zvy$enou presentaci epitopu RF1.

Stejny typ inhibiéniho stanoveni byl proveden za pouziti lidského
séra lidi, o¢kovanych misto fragmentem mAb RF1 prostiedkem Engerix
B™ a v takovém piipadé nebyly zjistény rozdily mezi $arZemi antigenu

HEP a antigeny HEF.

2.1.5.2. Afinita k vazbé& monoklonaini RF1

Kinetické parametry vazby monoklonalni protilatky RF1 ke trem
Sarzim antigenu HEF a k HEP2055 byly méfeny povrchovou
plasmonovou rezonanci za pouziti zafizeni Biacore 2000 od firmy
Amersham Pharmacia Biotech, Amershym Place, Little Chalfont, Bucks,

Velka Britanie. Méfenymi kinetickymi parametry byly:

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

Ka: rovnovazna nebo afinitni konstanta (m™)

ficems Ka = <&
P kd

Nalezené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Afinitni konstanty vazby RF1 k HBsAg
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objemovy antigen | ka (x 107 kd (x 10%) Ka (x 107
HEF0O01 6,81 3,21 21,97
HEF002 6,89 3,73 18,83
HEFO003 7,39 4 67 15.80
HEP2055 3,31 6,30 5,31

Tt Sarze antigenu HEF poskytuji podobné asociaéni/disociacni
konstanty a hodnoty vazebné afinity. Na rozdil od nich ma HEP2055

slabsi afinitu pro vazbu k RF1.

Zjisténé zkuteénosti jsou v souhlasu s vysledky z inhibi¢niho
stanoveni ELISA, které prokazalo, ze antigen, pfipraveny zpusobem bez

pouziti thiomersalu, vykazuje zvy$enou presentaci epitopu RF1.

2.2. Test a stanoveni za pouziti vakciny, formulované

s antigenem, vyrobenym pozménénym zpusobem

Tt &arze antigenu HEF byly adsorbovény na hydroxid hiinity a
formulovany jako vakcina o slozeni, uvedeném v Tabulce 1. Balenim je
davka pro dospélé v lahvickach (20 pg antigenni bilkoviny v 1 ml). Srze
byly oznadeny jako DENSO01A4, DENS002A4 a DENSO03A4.

Sila (U&innost) vakciny byla méfena stanovenim obsahu antigenu
in vitro za pouziti sady od Abbott Laboratories "AUSZYME ELISA kit" a
klasické &arze vakciny, formulované s 50 ug thiomersalu v 1 mi, jako
standardu. U¢innost vakciny byla méfena za pouziti metody B, popsané
v PharmaEuropa Special Issue Bio97-2 (prosinec 1997). Tfi sarze HEF
poskytly vy&si hodnoty obsahu antigenu, které byly ve srovnani s

uréenynm obsahem 20 pg antigenni bilkoviny téméz dvojnasobné.
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2.2.1. Reaktivita vakciny DENS s monoklonalni protilatkou RF1

Antigennost adsorbované vakciny byla dale testovana v inhibiénim
stanoveni s monoklonaini protildtkou RF1. Stanoveni méfi schopnost
vzorku vakciny inhibovat vazbu RF1 na znehybnény objemovy antigen
(HEP2886).

Asciticka tekutina, nafedéna v poméru 1:50 000 v saturacénim
pufru (PBS, obsahujici 1% BSA a 0,1% Tween 20), byla v poméru 1.1
smichana s riznymi zfedénimi vzorkda vakcin, které mély byt testovany,

v PBS (koncentrace se pohybovaly od 20 ug/mi do 0,05 ng/ml).

Smési byly za protfepavani inkubovany v destiCkach Nunc
Immunoplates (0 96 jamkéach) po dobu 2 hodin a pfi teploté 37 °C. Poteé
byly prevedeny do destitek, potazenych prostfedkem HBsAg.
Prostfedkem HBsAg, pouzitym pro potaZzeni, byla $arze objemoveho
antigenu (Hep 286), vy$icténa zpusobem, vyuZivajicim thiomersal. Tyto
destiky pak byly za protiepavani inkubovany 2 hodiny pfi 37 °C. Po
kroku promyti prostiednictvim PBS s obsahem 0,1% Tween 20 byl pridan
biotinem konjugovany ové&i 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
peroxydazovy komplex, nafedény v poméru 1:1 000 v saturaénim pufru a
inkubovan 30 minut pfi 37 °C. Desti¢ky byly promyty a inkubovany s
roztokem 0,04 % OPDA a 0,03 % H,0, v 0,1 mol.I"" citratovém pufru o pH
4,5 po dobu 20 minut pfi teploté mistnosti. Reakce byla zastavena
pFidavkem 1 mol.i' H,50, Poté byly pfi vinovych délkach 490/630 nm
méfeny optické hustoty O.D. a vyneseny do grafu.

Hodnota IC50, definovana jako koncentrace antigenu (koncentrace

inhibitoru), kterd inhibuje z 50 % vazbu protilatky na povleéeny HBsAgQ,
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byla vypoéiténa za pouziti rovnice o 4 proménnych a byla vyjadrena v

ng/mt.

Vakcina, vyrobena z objemového  antigenu, ziskaného
pozménénym zplsobem, byla srovnana s vakcinou Engerix B™,
formulovanou za pouZiti klasického objemového antigenu HEP a bez

thiomersalu jako konzervaéniho Cinidia.

Stanoveni bylo provadéno trojmo.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7 a ukazuji, ze k dosazeni 50%
inhibice vazby RF1 je ve srovnani s vakcinou Engerix B™ bez
konzervaéni latky vyZzadovéana pfiblizZné polovina mnozstvi vakciny
DENS. To odrazi zvy$enou presentaci epitopu RF1 na antigenu
HEF/DENS a je v souhlasu s testy, provadénymi s protilatkou RF1 na

vycisténém objemovém antigenu.

Tabulka 7: Inhibice vazby RF1 formulovanou vakcinou

Sarze vakciny IC50 (ng/ml) ™
pokus pramér
1 2 3

DENSOO01A4 913 662 603 726
DENSOOC2A4 888 715 521 708
DENSO03A4 817 685 582 695
ENG5100A2 1606 1514 1481 1534
ENG3199BS 1329 1170 1286 1262
ENG3328A9 1417 1194 1334 1315

(1) koncentrace vakciny, inhibujici z 50 % vazbu protilatky RF1 na

znehybnény antigen
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2.2.2. Imunogennost vakciny DENS u mysi

Studie byla provedena na mysich kmene Balb/C pro srovnani

imunogennosti tfi Sarzi DENS a prostfedku Engerix B™, vyrabéného

podle bézného zpusobu vyroby antigenu a formulovaneého s

thiomersalem.

Testovany byly nasledujici $arze:
DENS001A4

DENS002A4

DENSO003A4

a ENG2953A4/Q pro srovnani.

Struéné uvedeno, skupiny 12 mysi byly dvakrat v intervalu 2 tydnu
intramuskularné imunizovany davkami vakciny, které odpovidaly 1/10 (2
ug) nebo 1/50 (0,4 ng) davky pro dospélého Clovéka. Ze séra,
odebraného v den 28, byly uréeny protilatkové odpovéd viéi HBsAg a

isotypovy profil, indukovany ofkovanim.
Uspofadani pokusu

Skupiny 12 my$i kmene Balb/C byly v den 0 a v den 15
intramuskularné imunizovany do obou zadnich tlapek (2 x 50 ul)

nasledujicimi davkami vakciny:

Tabulka 8: Skupiny a davky vakciny

skupina | vakcina objem | davka
antigenu
1 DENSQ001A4 100 ul | 2 ng
2 - zfedéna 5x v PO, /NaCl 100 pul | 0.4 ug
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DENSQO2A4 100 ul 2 ng
- zfedéna 5x v PO,/NaCl | 100 ul | 0,4 ng

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

ENG2953A4/Q 100 ul | 2 ng
- zfedéna 5x v PO, /NaCl 100 u! | 0,4 ng

V den 15 (2 tydny po imunizaci |) a v den 28 (2 tydny po imunizaci

II) byla odebrana krev z retroorbitalni dutiny.

Pro uspofadani tohoto pokusu (4 prostfedky x 2 davky a 12 myS$§i
na skupinu) byla kapacita a priori odhadnuta statistickym programem
PASS. Statisticky program PASS (Power and Sample Size, Udinnost 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 protilatak, GMT, mezi prostfedky s chybou alfa ve vysi 5 %

detegovan s uéinnosti vy8si nez 90 %.

VYSLEDKY

Serologie

Humoraini odpovédi (celkové |g a isotypy) byly meéreny
stanovenim ELISA za pouziti HBsAg (Hep286) jako povlékaciho
antigenu a biotinem konjugovanych anti-mysich protilatek k prokazani
vazby anti-HBs protilatky. Analyzovéana byla pouze séra po imunizaci |l

(post H).

Tabulka 9 znazorfiuje pramér a GMT protilatkové odpovédi

anti-HBs Ig, méfenych v jednotlivych sérech 2 tydny po imunizaci Il.




Prostfedkem DENS a klasickymi prostiedky vuci hepatitidé B jsou
indukovéany srovnatelné protilatkové odpovédi, a to: GMT mezi 2304 a
3976 EU/mI pro $arze DENS ve srovnani s 2882 EU/ml pro monovalentni
vakeinu vi&i hepatitidé B od SB Biologicals (Engerix B™) v davce 2 ug
a GMT mezi 696 a 1182 EU/mI pro $arze DENS ve srovnani s 627 EU/m|

pro monovalentni vakcinu vi¢i hepatitidé B od SB Biologicals (Engerix

B™) v davce 0,4 ug.
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. Podle piedpokladu je jasny G&inek antigenni davky zjisten

u véech prostfedk( v davkach 2 ng a 0,4 ng s tfi- az

gestinasobnym rozdilem v hodnotach GMT.

- Pozorovany byly &tyfi odpovéd neposkytujici mysi (s titry

mensimi nez 50 EU/mi) bez piimé vazby na davky antigend nebo

sarze pouzité k injikaci (ve skupinach 1, 2, 3 a 8 jedna my$ na

skupinu). Na zakladé statistické analyzy (Grubbslv test) byly tyto

my$i z dal§i analyzy vylouceny.

Tabulka 9: Protilatkova odpovéd u my$i v den 28 (2 tydny po

oimunizaci 1)

skupina vakcina | davka |pocet| titry ELISA (lg)
pramér GMT

DENS001A4 ong | 11 | 3466 2971

2 02ug | 11 | 1283 1182

3 DENSO001A4 oug | 11 | 2436 2304
0,2ug | 12 984 786

DENSQ01A4 oug | 12 | 4583 3976

6 0.2 ug | 12 997 696

7 | ENG2953A4/Q 2ug | 12 | 3999 2882
0,2 ug 11 737 627
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Statisticka analyza

Dvojsmérna variaéni analyza byla provedena u titrd anti-HBs po
logaritmické transformaci udajl po druhé imunizaci, za pouziti vakcin (4
Sarze) a davek antigenu (2 pug a 0,4 ng) jako faktoru. Tato analyza
potvrdila, ze statisticky vyznamny rozdil bylo mozné pozorovat mezi
obéma davkami antigenu (hodnota p<0,001) a zadny vyznamny rozdil se
0,2674). Jak bylo

uvedeno vyse, ucinnost (sila) byla odhadnuta a priori a uspofadani

neobjevil mezi jednotlivymi Sarzemi (hodnota p =

pokusu bylo takove, ze mezi prostredky s ucéinnosti vy$si nez 90 % lze

detegovat 2,5 nasobny rozdil v GMT s 0,5% chybou alfa.

Isotypovy profil

Tabulka 10 znazornuje isotypové rozdéleni (IgG1, igG2a a 1gG2b),

vypoétené z analyzy spojenych vzorkl séra po imunizaci Il

« podle o¢ekavani je jasna odpovéd TH2 indukovéana vakcinami na
bazi hydroxidu hlinitého, nebot byly pozorovany zejména
protitatky 1gG1.

« Zadny rozdil, tykajici se isotypového profilu, nebyl pozorovan
mezi sarzemi DENS nebo monovalentni vakcinou proti hepatitidé
B od SB Biologicais.

Tabulka 10: Rozdéleni isotypu 1gG ve spojenych sérech,
odebranych v den 28

skupina vakcina davka isotyp (%)
lgG1 lgG2a lgG2b
DENSO01A4 2ug 91 4 5
2 0,2 ng | 87 8 5
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3 DENS001A4 2119 97
0,2 ug | 87 6 7
5 DENSO01A4 2ug 98 1 1
02 ug | 93 4 3
7 ENG2953A4/Q 2ug 88 8
0,2 ug | 88 9 3

Pfiklad 3

Prostiedky kombinovanych vakcin

Objemovy antigen podle tohoto vynalezu se zvlasté hodi pro
formulovani do kombinaované vakciny, obsahujici IPV (inaktivovany virus

détské obrny).

Studie zabyvajici se stélosti, provadéné na vychozich $arzich
kombinované vakciny vuéi DTPa-HBV-IPV prokézaly pokles ucinnosti
IPV slozky, zvlasté antigenu poliomyelitidy typu 1, za pouziti imunitniho
stanoveni in vitro (uréeni obsahu D-antigenu pomoci ELISA) a testu in
vivo Uéinnosti u krys. Zadny ubytek Uéinnosti nebyl pozorovan u typu 3.
U typu 2 byl Ubytek G&innosti v oekdvaném rozmezi (ne vice nez 10%

Ubytek za rok skladovani).

Byly zahajeny studie, majici uréit pfic¢iny této ztraty ucinnosti,
pozorované u kombinované vakciny vici DTPa-HBV-IPV. Ze zjisténi, ze
stalost IPV ve vakciné DTPa-IPV od firmy SB Biologicals je vyhovujici
(Gbytek obsahu antigenu nepfevySuje 10 % za rok skladovani) byio
vyvozeno, ze =za nestalost IPV ve vakcingé vG¢i DTPa-HBV-IPV

pravdépodobné zodpovida slozka HBV.
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Slozkou HBV, pouzitou v pUvodnim vakcinadnim prostiedku vugéi
DTPa-HBV-IPV, je ¢isténa rDNA, tedy z kvasinek ziskany HBsAg,
pouzivany také pro vyrocbu monovalentni vakciny proti hepatitidé B

firmou SB Biologicals a pfipraveny tak, jak je popsano v Prikladu 1.

V prvnim pokusu zjistit, ktery prvek slozky HBV byl $kodlivy vi&i
IPV, byl HBsAg analyzovan vzhledem k pfitomnosti thiomersalu. Jiz
dffve bylo zjisténo (Davisson se spoluautory, J. Lab. Clin. Med. 47,
8-19, 1956), e thiomersal, pouzivany jako konzervacni latka ve
vakcinach vG&i DTP, "byl na Gjmu viru poliomyelitidy" v kombinaci
DTP-IPV. Toto pozorovani bylo uvazeno vyrobci vakcin, ktefi pri
vytvafeni svych vakcin s obsahem IPV nahradili thiomersal jinymi
konzervaénimi latkami. V nedavné dobé byl znovu zkouman vliv
thiomersalu na uéinnost IPV za podminek dlouhodobého skladovani pri
teploté& +4 °C. Po 4 az 6 mésicich skladovani byl popsan ubytek
uéinnosti polyovirového antigenu typu 1 az k nedetegovateinym

hodnotam (L.A. Sawyer se spoluautory, Vaccine 12, 851-856, 1994).

Za pouziti adsorpéni atomové spektroskopie bylo v antigenu,
¢isténém podle Prikladu 1, nalezeno pfiblizné 0,5 ug rtuti (Hg) na 20 ng
HBsAg.

Toto mozZstvi rtuti (v podobé thiomersalu a chloridu ethylrtuti,
degradacniho produktu thiomersalu), muze redukovat odpovéd ELISA
va¢i obsahu D-antigenu typu 1 v objemovém koncentratu I[PV,

inkubovaném 7 dni pfi teploté 37 °C, az na nedetegovatelnou Uroven.

Pro uvolinéni rtuti, pfitomné v objemu HBsAg, byla vyvinuta
metoda. Predpokladalo se, Ze rtut mdze byt vdzana na thiolové skupiny
dastice HBsAg a mulZe tedy byt uvolnéna v pfitomnosti redukénich

ginidel. Po pokusech, provadénych i s jinymi redukénimi Cinidly, by! jako
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ginidlo pro uvolfovani rtuti z astice HBsAg vybran L-cystein. Po dialyze
objemu HBsAg proti solnému roztoku s obsahem 5,7 mmeol. "' cysteinu
nebyla v zadrzeném podilu detegovana Zzadna rtut (detekcni limit
testovaci metody je 25 ng Hg/20 ug HBsAg). Dialyzovany antigen byl
smichan s objemovym koncentratem 1PV a stdlost viru typu 1 byla
hodnocena méfenim obsahu D-antigenu po inkubaci v trvani 7 dnu pfi
teploté 37 °C.
nesmiseny s HBsAg a objemovy koncentrat IPV, smiseny s HBsAg,

Jako kontroly byly pouzity objemovy koncentrat IPV,

neovliivnénym cysteinem. Srovnavaci titr ELISA byl ziskan u vzorkd,
skladovanych 7 dni pfi teploté +2 °C az +8 °C. Vysiedky jsou shrnuty v
Tabulce 11.

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

IPV (nesmichany) 31,6 24,2 23 %
IPV + HBsAg (neupraveny) 31,1 18,1 42 %
IPV + HBsAg upraveny 31,4 27,6 12 %
cysteinem
IPV + thiomersal (1pug/ml) 30,5 11,0 74 %

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

Udaje, ziskané za pouziti téchto laboratornich prostfedku, jasné
ukazuji, ze stalost polioviru typu 1 je vyznamné zlep$ena, pokud je
HBsAg ovlivnén cysteinem k odstranéni zbytkové rtuti jesté pred

smichanim s {PV.

Vy§e uvedené udaje také ukazuji ubytek obsahu D-antigenu v

rozsahu 23 % po sedmidenni inkubaci pfi 37 °C u srovnavaciho
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prostfedku IPV. To potvrzuje pfirozenou nestélost Mahoneyho polioviru
typu 1, ktera byla popsana dfive L. A. Sawyerem a spoluautory ve
Vaccine 12, 851-856, 1994,

Ackali  komeréni $arze vakcin  vaeéi  DTPa-HBV-IPV  a
DTPa-HBV-IPV/Hib byly jiz vyrobeny za pouziti dialyzatniho postupu s
57 mmol.I"" cysteinem k odstranéni zbytkové rtuti a k ochrané stalosti
PV, pro vyrobu ve velkém méfitku neni dialyzaéni postup vhodny a k
pfipravé HBsAg bez pfitomnosti thiomersalu nebo bez pfitomnosti rtuti
zahrnuje série doplikovych krokl. Naproti tomu HBsAg podie tohoto
vynalezu, pfipraveny bez thiomersalu, lze pfimo pouzit v prostfedcich

kombinovanych vakcin a zvlasté tech s obsahem IPV.
4. Souhrn

Dtive pouzivany postup pro vy¢isténi kvasinkového povrchového
antigenu obsahuje krok gelové permeace (zachyceni v gelu), pri Nnémz je
v eluénim pufru zahrnuta protimikrobialni siou¢enina thiomersai s

obsahem rtuti, ke kontrole biologického zatizeni.

Thiomersal se béhem nasledujicich krokld postupu Uuplneé
neodstrani, takZe ve vy&isténém objemovém antigenu je nadale pfitomno

pFiblizné 1,2 pg thiomersalu na 20 ng bilkoviny.

Pro vyrobu objemového antigenu zcela bez obsahu thiomersalu

(rtuti) byl zpGsob jeho ¢idténi ve dvou krocich pozmeénen.

« Thiomersal je z elu¢niho pufru v permeaénim kroku na 4B gelu
vypusten.
+ K eluatu, shromazdénému z kroku aniontové vymeénné

chromatografie, se pfida cystein (v koneéné koncentraci 2
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mmol.l""). To zabrafuje srazeni antigenu béhem odstfedovani v
hustotnim gradientu CsCl.

Ve vyrobnim zpusobu nejsou uéinnéy zadne daldi zmeny.

Objemovy antigen, vyrobeny modifikovanym zplUsobem, byl jiz
charakterizovan. Fyzikalné chemické testy a stanoveni ukazuji, Ze
antigen bez pfitomnaosti thiomersalu je nerozlisitelny, pokud se tykéa jeho
vlastnosti, od antigenu, vyrobeného dfive pouzivanym zpusobem

vyroby. Antigenni ¢astice maji stejné slozky.

Identita a celistvost (integrita) polypeptidu HBsAg je pozménenim
zpdsobu vyroby neovlivnéna, coz bylo prokdzano analyzou pomaci
SDS-PAGE, postupem "Western blotting" za pouziti polyklionalnich
protilatek vaéi HBsAg, analyzou N-koncové sekvence a sloZeni
aminokyselin. Elektronova mikroskopie a rozptylova analyza laserového
svétla prokazaly, Ze C&éstice maji svou typickou formu a velikost,
oéekavanou u HBsAg z kvasinek. Analyza postupem "Western blotting" s
protikvasinkovym bilkovinnym sérem prokazala, ze antigen, vyrobeny
zpUsobem bez pfitomnostu thiomersaiu, mé& podobny vzorek
znedi$tujicich kvasinkovych bilkovin. OvSem mnozstvi znecistujiciho
prouzku, pohybujiciho se v obkasti 23 000, je ve tfech $arzich HBsAg,
vyrobenych pozménénnym zpusobem vyroby, silné omezeno.

s

Imunologické analyzy ukazuji, ze ¢astice bez thiomersalu vykazuji
zvydenou antigennost. Tyto Castice jsou reaktivnéjsi pri pouziti sady
AUSZYME (obsahujici smés monoklonalnich protilatek), pficemz
poskytuji poméry bilkoviny/ELISA od 1,6 do 2,25. Tato zvySena
antigennost se rovnéz projevuje s chranici monoklonélni protilatkou
RF1. Pro inhibici vazby RF1 ke standardnimu znehybnénému antigenu
je potfeba pfiblizné CEtyfikrat az sedmkrat méné antigenu bez
thiomersalu. Krivky inhibice vazby pomoci antigenu bez thiomersalu a

kiasického antigenu patfi do dvou odli$nych podskupin. Tento rozdil je




rovn&z prokazan méfenim vazebné afinitni konstanty pro RF1 za pouziti

povrchové plasmonové resonance. Vazebné afinity prostfedkd bez
thiomersalu jsou trojndsobné a2z &tyindsobné vy$8S8i nez u SarZe

klasického objemového antigenu.

Prostfedky objemového antigenu byly formulovany jako vakciny

adsorpci na hydroxid hlinity a bez konzervaéni latky.

Testovani ucinnosti in vitro za pouziti sady AUSZYME ELISA od
firmy Abbott a monovalentni vakciny vu&i hepatitidé B s obsahem
thiomersalu od firmy SB Biologicals jako standardu prokazalo ziskani
vysokych hodnot Géinnosti in vitro. Obsah antigenu, méfeny timto

testem, byl témér dvojnasobkem uvedené hodnoty 20 ug bilkoviny na ml.

Zvysena reaktivita vakciny, pfipravene z antigenu neobsahujiciho
thiomersal, byla pozorovana také v inhibi¢nim stanoveni s monoklonalni
protilatkou RF1 pro vazbu na znehybnény antigen. K 50% inhibici vazby
RF1 na znehybnény antigen bylo potieba pfiblizné polovicniho mnozstvi
vakciny bez thiomersalu ve srovnani s antigenem, vycisténym dfive

pouzivanym zplsobem a formulovanym bez konzervacni latky.

Tato =zvyéend antigennost vakciny neobsahujici thiomersal,
vztahujici se k RF1, je v souhlasu s vysledky testu ucinnosti in vitro
(obsahu antigenu) a testl protilatky RF1, provadénych na prostfedcich

objemoveho antigenu.

Test imunogenity u mys$i byl provadén za pouziti zakladniho
o¢kovani (priming) a zesilovaciho ockovani (booster) o dva tydny
pozdé&ji v davkach 2,0 a 0,4 ug antigenu. My§im byla odebrana krev v
den 28, 14 dni po =zesilovacim oékovani. Séra byla analyzovana

vzhledem k titru protilatek a isotypovému slozeni. U obou podavanych
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latek byla pozorovéna jasnd zavislost ucinku na davce antigenu, ale
nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v odpovédi pokud se tyka titru
protilatek (GMT) u vakcin bez obsahu thiomersalu a u vakcin bez

konzervacni latky.

7adné podstatné rozdily nebyly pozorovény v isotypovych

profilech.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. ZpUsob vyroby vakciny proti hepatitidé B, ktera obsahuje
vy&istény povrchovy antigen hepatitidy B a tento antigen obsahuje méneé
nez 0,025 ug rtuti na 20 pug bilkoviny, vyznadcujici se tim, ze
tento antigen se &isti v pfitomnosti redukéniho Cinidia, majiciho volnou

skupinu -SH, a farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim ze

vakcina neobsahuje konzervaéni latku.

3. ZpUsob podle ndroku 2, vyznadc¢ujici se tim, ze

konzervaéni latkou je thiomersal.

4. Zplsob podle kteréhokoli z naroké 1az 3, vyznacujici

se tim, ze antigen hepatitidy se adsorbuje na hydroxid hlinity.

5. Zplsob prodie kteréhokoli z pfedchazejicich naroku, vy zna -

Eujici se tim, ze surovy pfipravek antigenu hepatitidy B se

(a) podrobi gelové permeaéni chromatografii;
(b) podrobi iontové vyménne chromatografii; a

(c) smisi s redukénim ¢inidlem, majicim volnou skupinu -SH.

6. Zpusob prodle kteréhokoli z pfedchazejicich narokl, vy zna -
cujfci se tim, 2ze jako redukini Cinidio se pouzije cystein,

glutathion, dithiothreitol nebo B-merkaptoethanol.

7. Zplsob podle narcku 6, vyznacujici se tim, ze

jako redukéni ¢inidlo se pouZije cystein.
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8. Zpﬁsobpodlenéroku?,vyznaéujic|' se tim, ze
cystein se pfidava do konecne koncentrace v rozmezi od 1 do 10

mmol. It

9. Zpusob podle naroku 8, vyznac¢ujici se tim ze

cystein se piidava do koneéné koncentrace pfiblizné 2 mmol.1".

10. ZpUsob prodle kteréhokoli z pfedchazejicich narokd, vy z n a-
Sujici se tim, Ze antigen se pfed oviivnenim redukénim &inidlem

&isti v pfitomnosti thiomersalu.

11. Zpusob prodle kteréhokoli z narokt 1 az 9, vyznadcujici

se tim, ze vylistény antigen je zcela bez obsahu thiomersalu.

12. Zpasob podle naroku 11, vyznadcujici se tim, ze

vakcina je vakcinou neobsahujici thiomersal.

13. Vakcinaéni prostfedek s obsahem vyc&isténého antigenu
hepatitidy B, vyznadcujici se tim, Zetento antigen obsahuje
méné nez 0,025 ng rtuti na 20 pg bilkoviny a je ziskan zpusobem podle

kteréhokoliv z narokd 1 az 12.

14. Vakcinaéni prostiedek podle naroku 13, vyznacujici

se tim, Zzejev kombinaci s adjuvantni latkou.

15. Vakcinacéni prostfedek podle naroku 14, vyznac ujict

se tim, ze adjuvantni latkou je hiinita sal.

16. Vakcinaéni prostfedek podle naroku 15, vyznadcujici

se tim, Ze hlinitou latkou je hydroxid hlinity.
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17. Vakcinaéni prostfedek podle naroki 13 az 16, vyznacu-
jicise tim, ze obsahuje adjuvantni latku, indukujici TH-1.

18. Vakcinacni prostfedek podle naroku 17, vyznacujici
se tim, 2e adjuvantni latka, indukujici TH-1, je zvolena ze skupiny,
zahrnujici 3-de-O-acylovany monofosforyllipid A, saponinovy produkt
QS21, 3-de-O-acylovany monofosforyllipid A a saponinovy produkt
QS21, a oligonukleotid CpG.

19. Vakcinaéni prostiedek podle kteréhokoliv z narokd 13 az

18, vyznadujicise tim, zenadavkem obsahuje jeden nebo

vice z antigend, zvolenych ze skupiny, sestavajici ze zaskrtového
nebunéénych antigenl ¢&erneého kasle,

toxoidu, tetanového toxoidu,

inaktivovaného viru détské obrny, antigenu hemofilu influenzae,

antigenu hepatitidy A, viru Herpes simpex, a antigent chlamydii,
streptokoka typu B, lidského papilomaviru, streptokoka pneumonie a

neisserii.

20. Pouziti povrchového antigenu hepatitidy B, obsahujiciho méne
nez 0,025 ng rtuti na 20 nug bilkoviny, k pfipravé vakciny vaci hepatitide,
|atku, pficemz se tento antigen ziskava

neobsahujici konzervaéni

..

&igténim v pfitomnosti redukéniho &inidla, majiciho voinou skupinu -SH.

21. ZpGsob vyroby povrchového antigenu hepatitidy B, vhodného
pro pouziti ve vakciné, pficemz tento zpusob zahrnuje cisténi antigenu v
pfitomnosti redukéniho &inidla, majiciho volnou skupinu -SH, vyzna-
EGujici se tim, Ze antigen se pfed ovlivnénim redukénim Zinidlem

Eisti v pfitomnosti thiomersalu.
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22. Zpusob vyroby antigenu hepatitidy B podle naroku 21, vy -

znadéujici se tim, Ze vyCistény antigenni produkt obsahuje

méné nez 0,025 ng rtuti na 20 pg bilkoviny.

23. Zplsob vyroby antigenu hepatitidy B podle naroku 21 nebo
22,
hepatitidy B se:

vyznadujici se tim, Ze surovy pfipravek antigenu

(a) podrobi gelové permeacni chromatografii;
(b) podrobi iontové vyménné chromatografii; a

(c) smisi s redukénim ¢&inidlem, majicim volnou skupinu -SH.

24. Zplsob vyroby antigenu hepatitidy B podle naroku 21 az 23,

vyznadujici se tim, ze jako redukéni Cinidio se pouzije

cystein, glutathion, dithiothreitol nebo p-merkaptoethanol.

25. Imunogenni antigen hepatitidy B, vyznac¢ujici se t im,
3e tento antigen obsahuje méné nez 0,025 pg rtuti na 20 pg bilkoviny, je
mozné ho ziskat &isténim v pfitomnosti redukéniho cinidla, majiciho
volnou skupinu -SH a je pfed ovlivnénim redukénim Cinidlem gistén v

pfitomnosti thiomersalu.

26. Vakcina, vyznadc¢ujici se tim, Ze obsahuje antigen

hepatitidy B, jak je narokovan v naroku 25.

27. Zpusob 1é¢by alnebo profylaxe infekci vyvolanych virem
hepatitidy B,

zvifecimu subjektu, trpicimu infekci hepatitidy B nebo nachylnému kK

vyznadujici se tim, ze se lidskému nebo
infekci hepatitidou B, podava bezpecné a GCinné mnozstvi vakciny podle
kteréhokoliv z narok& 13 az 19 a 26.

Zastupuje:
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Obr. 2: analyza $arzi objemovych antigenu prostfednictvim

SDS-PAGE (elektrogotézy v polyakrylamidovém gelu za

pritomnosti dodecylsulfatu sodného); barveni stfibrem: 1 pug

bilkoviny na vzorek.
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prouzek 1; HEF001, redukcni podminky
prouzek 2: HEF002, redukéni podminky
prouzek 3: HEF003, redukéni podminky
prouzek 4: HEP2055, redukeni podminky

prouzek 5: markery molekulové hmotnosti

prouzek 6: HEFO0O1, neredukovano
prouzek 7: HEF002, neredukovano
prouzek 8: HEFOO3, neredukovano
prouzek 9: HEP2055, neredukovano

Polohy ozna&ovaéd, markerl molekulové hmotnosti :

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




-3 -

PV Ao03 — BT

Obr. 3: Zbytkové kvasinkové bilkoviny v $arzich objemovych antigenu,
vyrabénych postupem bez thiomersalu: metoda "Western

blotting” s krali¢im sérem proti kvasinkovym bilkovinam.
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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 ug bilkoviny

prouzek 5: HEF003, 20 ug bilkoviny

prouzek 6: HEP2055, 20 ng bilkoviny

Polohy oznadovaduy, markerd molekulové hmotnosti:
92 500, 66 200, 45 000, 31 000, 21 500, 14 400.
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