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Rekombinantni antigen indukujici produkci protilitek proti viru hepatitidy E, jeho
kddujici sekvence, a vakcina obsahujici tento antigen

Oblast techniky

Predkladané technické teSeni se tyka rekombinantniho antigenu schopného po vakcinaci
indukovat u hospodatskych zvifat, zejména prasat, produkci protilatek proti viru hepatitidy E.

Dosavadni stav techniky

Virus hepatitidy E (HEV) je fazen mezi nejcastéjsi plivodce peroralné prenosnych hepatitid.
Jedna se o neobaleny virus o velikosti 27 az 34 nm. V soucasné dobé je zatazen do cCeledi
Hepeviridae a vétSina savéich izolatd do rodu Hepevirus (Carstens, E.B. Ratification vote on
taxonomic proposals to the International Committee on Taxonomy of Viruses (2009). Archives in
Virology, 2010, 155, 133 — 146). Genom HEV je tvofen jednim fetézcem ribonukleové kyseliny
(RNA) s pozitivni polaritou. Sklada se ze tfi otevienych ¢tecich ramcti (ORF). ORF1 koduje
nestrukturalni proteiny, tzn. enzymy potiebné pro replikaci virového genomu, jako jsou RNA
polymeraza a helikiza. ORF2 koduje jediny glykoprotein virové kapsidy, ktery zahrnuje
imunogenni epitopy. ORF3 koduje fosforylovany protein (fosfoprotein), ktery je asociovan s
cytoskeletem infikované buiiky a podili se na replikaci virovych ¢astic (Yamada, K., Takahashi,
M., Hoshino, Y., Takahashi, H., Ichiyama, K., Nagashima, S., Tanaka, T., Okamoto, H. ORF3
protein of hepatitis E virus is essential for virion release from infected cells. Journal of General
Virology, 2009, 90, 1880 — 1891). Na zaklad¢ analyzy genomt dostupnych izolatl a v souvislosti
se schopnosti infikovat ¢lovéka lze v ramci rodu Hepevirus rozpoznat ¢tyfi hlavni genotypy:
HEV1, HEV2, HEV3 a HEV4 (Lu, L., Li, C., Hagedorn, C,H. Phylogenetic analysis of global
hepatitis E virus sequences: genetic diversity, subtypes and zoonosis. Rev Med Virol., 2006, 16,
5-36). Tyto genotypy mohou mit riizné zpisoby Sifeni, rezervoary, moznosti mezidruhového
pfenosu a s tim spojenou etiopatogenezi onemocnéni.

Virus hepatitidy E (HEV) je piivodcem onemocnéni ¢loveka, virové hepatitidy typu E, které je
v Evropé za poslednich 10 let spojovano s 21000 hlaSenymi akutnimi ptipady hepatitidy
a 28 umrtimi. V tomto obdobi byl pozorovan témeétr desetindsobny narust hlaSenych piipadi
tohoto onemocnéni. V cel¢ fadé evropskych zemi virova hepatitida E nepodléha povinnosti
hlaSeni, proto celkové mnozstvi piipadt této hepatitidy je Evrop€ velmi pravdépodobné
podhodnoceno. Infekce clovéka ma vétSinou mirny pribeh, ale zejména u pacientl
S preexistujicim onemocnénim jater mize mit az fatilni nasledky, uimunosuprimovanych
pacientll je popisovan prechod do chronicity. Pro humanni pouziti byla vyvinuta vakcina proti
HEV1, ktera je pouzivana v Ciné a chrani ¢lovéka pred infekci a projevy onemocnéni. Jedna se o
inaktivovanou vakcinu zalozenou na rekombinantni E. coli exprimujici ¢ast kapsidového proteinu
viru (ORF2) (Li, S.W., Zhang, J., Li, YM., Ou, S.H., Huang, G.Y., He, Z.Q., Ge, S.X., Xian, Y.L.,
Pang, S.Q., Ng, M.H., Xia, N.S. A bacterially expressed particulate hepatitis E vaccine:
antigenicity, immunogenicity and protectivity on primates. Vaccine, 2005, 23, 2893 - 2901).

V evropskych zemich je nejCastéji zaznamenan vyskyt genotypu 3 (HEV3), u néhoz byl prokazan
zoonoticky potencial. HEV3 byl zjistén v chovech prasat domacich i u prasat divokych téméf po
celém svété. Za hlavni cestu Sifeni tohoto genotypu byl stanoven pfenos kontaminovanymi
potravinami zivocisného plivodu, pficemz prasata domdaci i divoka jsou povazovéana za hlavni
zviteci rezervoar HEV3 (van der Poel, W.H. Food and environmental routes of Hepatitis E virus
transmission. Current Opinion in Virology, 2014, 4, 91 - 96).

I pres zoonoticky potencial HEV3 se v populacich zvifat dosud Zzaddna imunizace neprovadi.
Piedkladané technické feSeni si klade za cil poskytnout vakcinaéni antigen proti viru hepatitidy
E, genotypu 3 (HEV3) vhodny pro vakcinaci zejména prasat proti tomuto viru.
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Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feseni je rekombinantni antigen ORF2HEV3 majici
aminokyselinovou sekvenci:

IALTLFNLADTLLGGLPTELISSAGGQLFYSRPVVSANGEPTVKLYTSVENAQQDKGIAIP
HDIDLGDSRVVIQDYDNQHEQDRPTPSPAPSRPFSVLRANDVLWLSLTAAEYDQTTYGS
STNPMYVSDTVTLVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPLTTIQQYSKTFYVLPLRGKLS
FWEAGTTKAGYPYNYNTTASDRILIENAAGHRVAISTYTTSLGAGPVSVSAVGVLAPHS
ALAVLEDTVDYPARAHTFDDFCPECRTLGLQGCAFQSTIAELQRLKMKVGKTRES.

Tento rekombinantni antigen odpovida ¢asti strukturadlniho proteinu HEV3 v rozsahu
aminokyselin 386 az 661 (AA386-661) nativniho proteinu a je schopen indukovat produkci
protilatek proti viru hepatitidy E u hospodafskych zvirat, zejména u prasat.

Déale je predmétem predkladaného technického feSeni nukleotidova sekvence kodujici
rekombinantni antigen ORF2HEV 3, majici sekvenci nukleotidi:

ATTGCTCTGACACTGTTCAACCTTGCTGACACGCTCCTTGGTGGTTTGCCGACAGAAT
TAATTTCGTCGGCCGGGGGTCAGTTGTTCTACTCCCGCCCTGTCGTCTCAGCCAATGG
CGAGCCGACTGTCAAGTTATATACATCTGTTGAGAATGCACAGCAGGATAAGGGCAT
CGCTATCCCACACGACATAGACCTGGGTGACTCCCGTGTGGTGATTCAGGATTATGA
TAATCAACATGAGCAGGACCGGCCTACCCCTTCACCCGCCCCGTCTCGCCCTTTTTCG
GTTCTTCGTGCAAATGATGTTTTGTGGCTGTCTCTTACTGCCGCTGAATATGACCAGA
CTACATATGGGTCGTCCACCAACCCAATGTATGTCTCAGACACTGTTACATTAGTTAA
TGTGGCCACAGGGGCCCAGGCTGTCGCTCGTTCCCTTGATTGGTCTAAGGTCACCCT
GGACGGCCGCCCTCTTACTACCATCCAGCAGTATTCTAAGACATTCTATGTTCTCCCG
CTCCGTGGCAAGTTGTCTTTCTGGGAGGCTGGTACAACCAAGGCTGGCTACCCTTAT
AATTACAACACAACTGCCAGTGATCGAATTCTGATTGAAAATGCGGCTGGCCATCGT
GTCGCTATATCCACTTATACTACTAGCCTGGGTGCCGGCCCTGTGTCAGTCTCTGCGG
TTGGGGTACTAGCCCCACACTCGGCCCTTGCCGTTCTTGAAGACACTGTCGATTATCC
GGCCCGTGCCCACACCTTTGATGACTTTTGCCCGGAGTGCCGCACCCTCGGTCTGCA
GGGGTGCGCCTTCCAGTCTACTATTGCTGAGCTTCAGCGCCTTAAAATGAAGGTAGG
TAAAACCCGGGAGTCTTAA.

Uvedeny rekombinantni antigen ORF2HEV3 AA386-661 muze byt ptipraven vlozenim kodujici
sekvence do expresniho vektoru (napf. pTRC-His od Thermo Fischer Scientific), transformaci
tohoto vektoru do hostitelské buriky, napt. Escherichia coli, indukci exprese rekombinantniho
proteinu a naslednou inaktivaci bakterialni kultury nebo sklizenim rekombinantniho antigenu
z hostitelskych bungk.

Predkladané technické feseni dale zahrnuje vakcinu pro imunizaci hospodarskych zvitat, zejména
prasat, proti viru hepatitidy E, kterd obsahuje rekombinantni antigen ORF2HEV3 AA386-661
a alespon jednu farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku.

Farmaceuticky ptijatelné pomocné latky zahrnuji rozpoustédla (napt. voda, pufry), stabilizatory,
imunogenni adjuvanty (napf. slouceniny hliniku nebo olejova adjuvans), inaktivac¢ni c¢inidla
(napt. formaldehyd) a dalsi farmaceuticky ptijatelné excipienty podle potieby.

V jednom vyhodném provedeni je vakcinou inaktivovana vakcina, ktera obsahuje 0,001 az 2 %
hmotn., s vyhodou 0,001 az 1 % hmotn. formaldehydu.
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Objasnéni vykrestu

Obr. 1: SDS-PAGE (vlevo) a imunoblot (vpravo) bakterialniho klonu po indukci exprese
ORF2HEV3 AA386-661 v casovych intervalech (0 h, 3 h, 6 h a 18 h po indukci IPTG,
IPTG = isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid). S - standard molekulovych hmotnosti (Thermo
scientific), hvézdicky ukazuji prouzek patfici rekombinantnimu proteinu ORF2 HEV3
AA386-661.

Obr. 2. SDS-PAGE (vlevo) a imunoblot (vpravo) bakterialni kultury pouzité pro pfipravu
vakciny, hvézdicky ukazuji prouzek patfici rekombinantnimu proteinu ORF2ZHEV3 AA386-661,
S - standard molekulovych hmotnosti (Thermo scientific).

Obr. 3: Hladiny protilatek proti rekombinantnimu antigenu ORF2 HEV3 v séru prasat;
DPV - dny po vakcinaci.

Obr. 4: Hladiny protilatek méfenych soupravou ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species v
séru nevakcinovanych a vakcinovanych prasat.

Obr. 5: Vysledky ELISA méfeni s pomoci soupravy ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species
s vybranymi séry prasnic z terénnich chovi. T-a, T-b = séra prasnic s nizkou hladinou protilatek,
T+a, T+b = séra prasnic s vysokou hladinou protilatek.

Obr. 6: Imunoblot purifikovaného rekombinantniho antigenu ORF2HEV3 se SéI‘y z nevakcinované skupiny
prasat (V-), vakcinované skupiny prasat (V+), séry prasnic z chovu a s nizkou hladinou protilatek
v ELISA (T-) a séry prasnic z chovu a s vysokou hladinou protilatek v ELISA (T+). Hvézdicky
ukazuji prouzek patfici rekombinantnimu proteinu ORF2HEV3 AA386-661, S - standard
molekulovych hmotnosti (Thermo scientific).

Piiklad uskuteénéni technického feSeni

Ptiprava inzertu:

Rekombinantni protein ORF2HEV3 ptedstavuje ¢ast strukturalniho proteinu HEV3 v rozsahu
aminokyselin 386 az 661 nativniho proteinu.

Aminokyselinova sekvence ORF2HEV3 AA386-661:

IALTLFNLADTLLGGLPTELISSAGGQLFYSRPVVSANGEPTVKLYTSVENAQQDKGIAIP
HDIDLGDSRVVIQDYDNQHEQDRPTPSPAPSRPFSVLRANDVLWLSLTAAEYDQTTYGS
STNPMYVSDTVTLVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPLTTIQQYSKTFYVLPLRGKLS
FWEAGTTKAGYPYNYNTTASDRILIENAAGHRVAISTYTTSLGAGPVSVSAVGVLAPHS
ALAVLEDTVDYPARAHTFDDFCPECRTLGLQGCAFQSTIAELQRLKMKVGKTRES

Kodujici nukleotidova sekvence antigenu ORF2HEV3 AA386-661:

ATTGCTCTGACACTGTTCAACCTTGCTGACACGCTCCTTGGTGGTTTGCCGACAGAAT
TAATTTCGTCGGCCGGGGGTCAGTTGTTCTACTCCCGCCCTGTCGTCTCAGCCAATGG
CGAGCCGACTGTCAAGTTATATACATCTGTTGAGAATGCACAGCAGGATAAGGGCAT
CGCTATCCCACACGACATAGACCTGGGTGACTCCCGTGTGGTGATTCAGGATTATGA

TAATCAACATGAGCAGGACCGGCCTACCCCTTCACCCGCCCCGTCTCGCCCTTTTTCG
GTTCTTCGTGCAAATGATGTTTTGTGGCTGTCTCTTACTGCCGCTGAATATGACCAGA

CTACATATGGGTCGTCCACCAACCCAATGTATGTCTCAGACACTGTTACATTAGTTAA
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TGTGGCCACAGGGGCCCAGGCTGTCGCTCGTTCCCTTGATTGGTCTAAGGTCACCCT
GGACGGCCGCCCTCTTACTACCATCCAGCAGTATTCTAAGACATTCTATGTTCTCCCG
CTCCGTGGCAAGTTGTCTTTCTGGGAGGCTGGTACAACCAAGGCTGGCTACCCTTAT
AATTACAACACAACTGCCAGTGATCGAATTCTGATTGAAAATGCGGCTGGCCATCGT
GTCGCTATATCCACTTATACTACTAGCCTGGGTGCCGGCCCTGTGTCAGTCTCTGCGG
TTGGGGTACTAGCCCCACACTCGGCCCTTGCCGTTCTTGAAGACACTGTCGATTATCC
GGCCCGTGCCCACACCTTTGATGACTTTTGCCCGGAGTGCCGCACCCTCGGTCTGCA
GGGGTGCGCCTTCCAGTCTACTATTGCTGAGCTTCAGCGCCTTAAAATGAAGGTAGG
TAAAACCCGGGAGTCTTAA

Kodujici sekvence ORF2HEV3 AA386-661 byla amplifikovana pomoci PCR z RNA izolované
zZ terénniho kmene HEV3 u prasete.

Klonovani a transformace do Escherichia coli:

Koédujici sekvence ORF2HEV3 AA386-661 byla vlozena do vektoru pTRC-His (Thermo Fischer
Scientific), pfipojujici na N-konec exprimovaného proteinu polyhistidinovou kotvu umoziujici
jeho detekcei a purifikaci. Pro konstrukci plasmidu umoziiujiciho expresi fragmentu ORF2HEV3
byl pouzit kmen Escherichia coli K12/TOP10 (Thermo Fischer Scientific). Finalni plasmid byl
nasledné transformovan do Escherichia coli BL21 (Sigma-Aldrich), ktera po indukci exprese
produkuje fragment ORF2HEV3 AA386-661.

VloZzeni DNA sekvence pro ORF2HEV3 AA386-661 do vektoru pTRC-His bylo provedeno
pomoci GENEART Seamless Cloning and Assembly Kit (Invitrogen), podle navodu vyrobce.

Po transformaci vektoru s insertem ORF2HEV3 AA386-661 do chemicky kompetentnich bunék
E. coli TOP10 byly bakterie vysety na Petriho misky s LB agarem s 50 pg/ml ampicilinu. Po
inkubaci pti 37 °C jsme identifikovali kolonie pozitivni na pfitomnost sekvence pro ORF2HEV3
AA386-661 pomoci PCR reakce. Po ovéfeni sekvence pomoci sekvenace plasmidu, byly
rekombinantnim plasmidem transformovany chemicky kompetentni bunky E. coli BL21. Po
inkubaci pii 37 °C jsme opét identifikovali kolonie pozitivni na pfitomnost sekvence pro ORF2
HEV3 AA386-661 pomoci PCR reakce.

Indukce exprese rekombinantniho ORF2 HEV3 AA386-661 v bakteriich E. coli BL21:

Individuélni kolonii po antibiotické selekci s prokazanou ptitomnosti sekvence pro ORF2HEV3
AA386-661 bylo inokulovano 10 ml LB média (20 g/l LB, 0,5 % glukézy, 50 pg/ml ampicilinu)
v 50ml sterilni zkumavce a kultivovano v inkubatoru pti 37 °C za stalého tfepani (250 az 300
ot/min) po dobu 18 hodin. Burky narostlych bakterii byly zakoncentrovany do pelety
centrifugaci pii 3000 x g, 10 min pii pokojové teploté. Supernatant byl odstranén dekantaci.
Peleta obsahujici bakterie byla resuspendovana v 10 ml LB média bez glukézy (20 g/l LB,
50 pg/ml ampicilinu) a kultivovana v inkubatoru pti 37 °C za stélého tfepani (250 ot/min) do
optické hustoty kultury ODeggo = 0,6 (butiky v logaritmické fazi rtstu). Poté byla indukce exprese
zahajena pridavkem IPTG do konecné koncentrace 1mM. Kultura byla umisténa do inkubatoru
(37 °C, 250 ot/min). Poté byly odebirany 1 ml alikvoty v ¢asovych intervalech (0 h, 3 h, 6 h a 18
h) z dtivodt nalezeni optimalni produkce rekombinantniho ORF2HEV3 AA386-661 proteinu.
Alikvoty byly umistény do 1ml zkumavek, nasledné centrifugovany pii 14 000 x g 10 min pfi
pokojové teploté. Pelety s bakteriemi byly resuspendovany v Laemmli vzorkovém pufru,
povareny (5 min, 95 °C), sonikovany a podrobeny analyze pomoci SDS-PAGE a imunoblotu na
pritomnost rekombinantniho ORF2HEV3 AA386-661 proteinu (Obr. 1). K detekci byla pouzita
monoklonalni protilatka proti 6xHis Tag na N-konci ORF2HEV3 AA386-661 proteinu
(ThermoFisher). Jako sekundéarni protilatka byla pouzita kozi anti-praseci polyklonalni protilatka
konjugovana s kienovou peroxidazou (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA). Vizualizace
proteinti na membrané byla provedena pomoci 3,3'-diaminobenzidinu jako chromogenu.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 32296 U1

Po ttech a vice hodinach indukce je patrna exprese rekombinantniho ORF2ZHEV3 AA386-661
0 ptiblizné molekulové hmotnosti cca 38 kDa.

Imunogenita rekombinantniho antigenu:
Ptiprava vakciny:

Klon E.coli BL21 ORF2HEV3 AA386-661 byl kultivovan v 5 ml tekutého LB (0,5 % glukozy,
50 pg/ml ampicilinu) v 50 ml sterilni zkumavce pii 37 °C za stalého tfepani (250 az 300 ot/min)
po dobu 18 hodin. Buiiky narostlych bakterii byly zakoncentrovany do pelety centrifugaci pfi
3000 x g, 10 min pfi pokojové teploté. Supernatant byl odstranén dekantaci. Peleta obsahujici
bakterie byla resuspendovana do 24 ml LB media (50 ug/ml ampicilinu, bez glukédzy) a
inkubovana pti 37 °C za stalého tfepani (250 az 300 ot/min). Pfi OD 0,6 byla zahajena indukce
1mM IPTG a nasledovala inkubace po dobu 18 h za stalého tfepani pii 37 °C. Poté byl odebran
1ml suspenze na ovéfeni exprese rekombinantniho antigenu. Bakteridlni builky byly
centrifugovany do pelety. Peleta byla nasledné povaiena ve vzorkovém SDS pufru a podrobena
analyze pomoci SDS-PAGE a imunoblotu na pfitomnost exprimovaného HEV3 proteinu (Obr.
2). Po ovéfeni exprese rekombinantniho antigenu bylo zbylych 23 ml suspenze centrifugovano do
pelety, 1x promyto v PBS (PBS = fosfatovy pufr), peleta bakterii byla resuspendovana v 23 ml
PBS a inaktivovana piidavkem formaldehydu do vysledné koncentrace 1 % hmotn. 15 ml takto
ptipravené¢ho bakterinu obsahujiciho rekombinantni protein ORF2HEV3 AA386-661 bylo
smichano s 15 ml Montanide ISA206 a homogenizovano pipetovanim a protfepanim.

Na zaklad¢ wvysledkd -elektroforézy a imunoblotu (Obr. 2) lze konstatovat pfitomnost
rekombinantniho antigenu v bakterinu pouzitém pro piipravu vakciny.

Vakcinace prasat:

Dvacet odstavenych selat ve véku 28 dnt bylo rozdéleno do dvou skupin (kontrolni a
vakcinované) po 10 zvifatech. Tyden po ustajeni byl vSem selatiim odebran vzorek 2 az 5 ml krve
z vena jugularis a po koagulaci bylo z krve ziskano sérum. Nasledn¢ byla deseti selatim ve
vakcinaéni skupiné intramuskularné aplikovana davka 1 ml vakciny do levé strany Sije. Za dva
tydny byla selata ve vakcina¢ni skupiné revakcinovana davkou 1 ml vakciny do levé strany S§ije.
Za dalsi dva tydny, tj. 28 dni po prvni vakcinaci, byl selatim v obou skupinach odebran vzorek
krve z vena jugularis na stanoveni hladin protilatek.

Mé¢teni hladiny protilatek proti viru hepatitidy E soupravou ELISA zaloZenou na vakcina¢nim
antigenu:

Hladina protilatek byla stanovena pomoci ELISA soupravy pfipravené z purifikovaného
rekombinantniho antigenu ORF2HEV3, izolovaného ze stejného kmene, jaky byl pouzit pro
vakcinaci prasat. ELISA test byl pfipraven potazenim jamek mikrotitraéni desky rekombinantnim
proteinem ORF2HEV3 v pracovnim fedéni 1 pg/ml v karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M,
pH 9,6) v objemu 100 pl na jamku (inkubace 16 hodin, 4 °C). Nasledné byly desky tiikrat
promyty PBS s obsahem 0,05 % Tween 20 (PBS-T, pH 7,2). VySetfované vzorky prase¢iho séra
byly fedény 100x v PBS-T s pfidavkem 0,5 % kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 pl byly
aplikovany do jamek mikrotitra¢ni desky. Po inkubaci (1 h, 37 °C, vlhka komurka) byly desky
tiikrat promyty roztokem PBS-T a do jamek bylo pfidano 100 pl anti-praseci polyklonalni
protilatky konjugované s kienovou peroxidazou (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA) v
prislusném pracovnim fedéni. Po inkubaci (60 min, 37 °C, vlhka komurka) byly desky opét
ttikrat promyty a do jamek bylo pfiddno 100 pl roztoku substratu s chromogenem TMB
Complete (Test-line, Brno, Ceska republika). Enzymaticka reakce byla zastavena po 10 minutach
pfidavkem 50 upl 2M kyseliny sirové. Vysledna absorbance byla odectena pomoci
multikanalového spektrofotometru Synergy H1 (Biotek, USA) pii vinové délce 450 nm (Obr. 3).
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Rozdily v hladinach protilatek mezi vakcinovanou a nevakcinovanou skupinou byly testovany
pomoci t-testu.

Vysledek méteni hladiny protilatek: Dva dny ptfed vakcinaci se hladina protilatek u obou skupin
nelisi (p>0,05). 28 dni po vakcinaci je u vakcinované skupiny absorbance protilatek proti
rekombinantnimu antigenu 2,30; SD 0,11, tj. vy$si nez absorbance protilatek 0,16; SD 0,05
u skupiny nevakcinované. Rozdil je statisticky vyznamny na hladin¢ vyznamnosti p<0,001.

Mefteni hladiny protilatek proti rekombinantnimu antigenu ORF2HEV3 soupravou ELISA 1D
Screen Hepatitis E Indirect Multi-species (IDvet, Francie):

Pomoci komeréni ELISA soupravy ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species (IDvet, Francie)
byla zméfena hladina protilatek proti rekombinantnimu antigenu ORF2 HEV3 v séru selat 28 den
po vakcinaci podle navodu vyrobce (Obr. 4). Rozdily v hladinach protilatek mezi vakcinovanou
a nevakcinovanou skupinou byl testovan pomoci t-testu.

Vysledek: 28. den po vakcinaci je u vakcinované skupiny absorbance protilatek proti antigenu
HEV3 3,48; SD 0,25, tj. vyssi nez absorbance protilatek 0,12; SD 0,03 u skupiny nevakcinované.
Rozdil je statisticky vyznamny na hladin€é vyznamnosti p<0,001.

Porovnani reaktivity post-vakcinacnich a post-infek¢nich protilatek:

Pro pozadovany protektivni uc¢inek vakciny zaloZzené na rekombinantnim antigenu ORF2 HEV3
je potiebné, aby post-vakcinaéni protilatky reagovaly s povrchovym antigenem viru HEV3
cirkulujicim v populaci prasat (obecnéji hospodatskych zvitat). Pfimé testovani vazby post-
vakcinacnich protilatek na ptirozeny antigen (virus) HEV3 bohuzel zatim neni mozné, protoze
virus HEV3 nelze kultivovat a nepodafilo se ho ziskat v mnozstvi potiebném pro provedeni
experimentu. Namisto toho lze pouzit prikaz, ze post-vakcinacni protilatky reaguji podobné jako
protilatky post-infekéni.

Z vysledka ELISA ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species a vlastni ELISA soupravy
zalozené na rekombinantnim antigenu ORF2HEV3 vyplyv4, Ze post-vakcinacni protilatky reaguji
s ruzné piipravenymi ORF2HEV3 antigeny pouzitymi v téchto ELISA soupravach. Podobné
reaguji v ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species ELISA séra prasat z terénu, kdy u
nékterych jedinct 1ze predpokladat protilatky proti HEV3 po pravdépodobné prodélané spontanni
infekci timto virem (Obr. 5).

Vysledek: Séra T-a a T-b vykazuji nizkou hladinu protilatek, naopak séta T+a a T+b vysokou
hladinu protilatek v ELISA ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species testu. Séra prasat po
pravdépodobné prodélané spontanni infekci HEV3 tak reaguji podobn¢ jako séra vakcinovanych
prasat (Obr. 4).

Daéle bylo pomoci imunoblotu testovano, zda se post-vakcinacni a post-infekéni protilatky vazi
pfimo na rekombinantni protein ORF2HEV3 AA386-661. Pro imunoblot s purifikovanym
rekombinantnim antigenem ORF2HEV3 AA386-661 byla séra nevakcinovanych zvitat smichana
(V-), stejné tak séra vakcinovanych zvifat (V+), terénni séra T-a a T-b (T-) a terénni séra T+a
a T+b (T+) (Obr. 6).

Vysledek: Séra, ktera vykazovala v ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species ELISA testu
vysokou hladinu post-vakcinaénich protilatek (V+) nebo vysokou hladinu post-infekénich
protilatek po pravdépodobné prodélané spontanni infekeci (T+), vykazuji silnou vazbu protilatek
na vakcina¢ni rekombinantni antigen ORF2ZHEV3 AA386-661. Naopak séra nevakcinovanych
prasat nebo séra prasat z chovu, kterda méla nizkou hladinu protilatek v ELISA testu, vykazuji
velmi malou vazbu protilatek na tento antigen.
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Zaveér: Post-vakcinac¢ni i post-infekéni protilatky vykazovaly specifickou vazbu na rekombinantni
vakcina¢ni antigen. Lze tak uzaviit, ze se post-vakcinacni protilatky budou vazat také na
ptirozeny antigen viru hepatitidy E.

NAROKY NA OCHRANU

1. Rekombinantni antigen ORF2HEV3 pro indukci produkce protilatek proti viru hepatitidy E
u hospodaiskych zvitat, vyznaceny tim, ze ma aminokyselinovou sekvenci:
IALTLFNLADTLLGGLPTELISSAGGQLFYSRPVVSANGEPTVKLYTSVENAQQDKGIAIP
HDIDLGDSRVVIQDYDNQHEQDRPTPSPAPSRPFSVLRANDVLWLSLTAAEYDQTTYGS
STNPMYVSDTVTLVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPLTTIQQYSKTFYVLPLRGKLS
FWEAGTTKAGYPYNYNTTASDRILIENAAGHRVAISTYTTSLGAGPVSVSAVGVLAPHS
ALAVLEDTVDYPARAHTFDDFCPECRTLGLQGCAFQSTIAELQRLKMKVGKTRES

2. Nukleotidova sekvence kodujici rekombinantni antigen ORF2HEV3 podle naroku 1,
vyznacena tim, Ze ma sekvenci nukleotidt:
ATTGCTCTGACACTGTTCAACCTTGCTGACACGCTCCTTGGTGGTTTGCCGACAGAAT
TAATTTCGTCGGCCGGGGGTCAGTTGTTCTACTCCCGCCCTGTCGTCTCAGCCAATGG
CGAGCCGACTGTCAAGTTATATACATCTGTTGAGAATGCACAGCAGGATAAGGGCAT
CGCTATCCCACACGACATAGACCTGGGTGACTCCCGTGTGGTGATTCAGGATTATGA
TAATCAACATGAGCAGGACCGGCCTACCCCTTCACCCGCCCCGTCTCGCCCTTTTTCG
GTTCTTCGTGCAAATGATGTTTTGTGGCTGTCTCTTACTGCCGCTGAATATGACCAGA
CTACATATGGGTCGTCCACCAACCCAATGTATGTCTCAGACACTGTTACATTAGTTAA
TGTGGCCACAGGGGCCCAGGCTGTCGCTCGTTCCCTTGATTGGTCTAAGGTCACCCT
GGACGGCCGCCCTCTTACTACCATCCAGCAGTATTCTAAGACATTCTATGTTCTCCCG
CTCCGTGGCAAGTTGTCTTTCTGGGAGGCTGGTACAACCAAGGCTGGCTACCCTTAT
AATTACAACACAACTGCCAGTGATCGAATTCTGATTGAAAATGCGGCTGGCCATCGT
GTCGCTATATCCACTTATACTACTAGCCTGGGTGCCGGCCCTGTGTCAGTCTCTGCGG
TTGGGGTACTAGCCCCACACTCGGCCCTTGCCGTTCTTGAAGACACTGTCGATTATCC
GGCCCGTGCCCACACCTTTGATGACTTTTGCCCGGAGTGCCGCACCCTCGGTCTGCA
GGGGTGCGCCTTCCAGTCTACTATTGCTGAGCTTCAGCGCCTTAAAATGAAGGTAGG
TAAAACCCGGGAGTCTTAA

3. Vakcina pro imunizaci hospodarskych zvitat, zejména prasat, proti viru hepatitidy E,
vyznacena tim, Ze obsahuje rekombinantni antigen ORF2HEV3 podle naroku 1 a alespon jednu
farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku.

4. Vakcina podle naroku 3, vyznaena tim, Ze farmaceuticky piijatelna pomocna latka je
vybrana ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, stabilizatory, imunogenni adjuvanty, inaktivacni

¢inidla.

5. Vakcina podle naroku 3, vyznaéena tim, ze obsahuje 0,001 az 2 % hmotn., s vyhodou 0,001
az 1 % hmotn., formaldehydu, a jedna se o inaktivovanou vakcinu.

3 vykresy
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p>0.05 9<0.001£

DPV-2
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Obr. 3

p<0.001
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Obr. 4
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