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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Ol-in-Wasser-Emulsionszusammensetzungen, ihre Verwendung in
der Medizin, insbesondere ihre Verwendung zur Steigerung der Immunreaktionen gegen Hepatitis B-Vi-
rus-Oberflachenantigen, und Verfahren zu ihrer Herstellung; die Ol-in-Wasser-Emulsionen umfassen ein me-
tabolisierbares Ol, ein Sponin und ein Sterin.

[0002] Die Induktion cytotoxischer T-Zell (CTL)-Antworten tritt natlrlicherweise wahrend der Infektion einer
Zielzelle auf oder bei den unkontrollierten Synthese eines Tumorantigens, wobei die enzymatische Degradie-
rung des Zielantigens im Cytoplasma der Zelle stattfindet. Dieses Phanomen ermdglicht cytoplasmischen Pep-
tiden, die von einem Pathogen stammen, oder von einem tumorspezifischen Antigen, den Th1 (endogenen An-
tigenprozessierungs-)-Weg zu betreten, und auf der Oberflache der Zelle in Assoziierung mit einem MHC-Klas-
se-I-Molekul prasentiert zu werden. Wenn ein Impfstoffantigen nicht in das Cytoplasma der Wirtszelle eindringt,
dann kann es von der Zelle aufgenommen werden, und den exogenen Antigenprozessierungsweg beschreiten
und schlieBlich auf der Oberflache von Zellen in Assoziierung mit einem MHC-Klasse-II-Molekul prasentiert
werden. Die alternative Route fuhrt im allgemeinen zu T-Helfer-Reaktionen und Antigen-spezifischen Antikor-
per-Reaktionen.

[0003] Nach einer konventionellen Impfung mit einer Untereinheit oder nichtlebenden Impfstoffen, betritt das
Antigen im allgemeinen nicht das Cytoplasma einer Wirtszelle und daher wird es den endogenen Antigenpro-
zessierungsweg nicht betreten und schlief3lich keine CTL-Antwort induzieren. Die CTL-Induktion korreliert ver-
mutlich mit Th-1-Cytokinprofil-Antworten, spezifisch mit der Sekretion von IFN-y und IL-2. Die IFN-y-Sekretion
wird mit schitzenden Reaktionen gegen intrazellulare Pathogene, einschliel3lich Parasiten, Bakterien und Vi-
ren, in Verbindung gebracht. Die Aktivierung von Leukocyten durch IFN-y verstarkt das Abtoten intrazellularer
Pathogene und erhéht die Expression von Fc-Rezeptoren. Direkte Cytotoxizitat kann ebenfalls auftreten, ins-
besondre in Synergie mit Lymphotoxin (ein weiteres Produkt von TH1-Zellen). IFN-y ist ebenfalls sowohl ein
Induktor und ein Produkt von NK-Zellen, welche die intrinsischen Hauptschutzeffektoren sind. TH1-artige Re-
aktionen, entweder durch IFN-y oder anderen Mechanismen, wie vorzugsweise Hilfe fir Maus-lgG2a, und
menschliches 1IgG1, Immunglobulin-Isotypen.

[0004] Die internationale Patentanmeldung Nr. WO 95/17210 offenbart ein Adjuvans-Emulsionsystem, basie-
rend auf Squalin, a-Tocopherol und Polyoxyethylensorbitanmonooleat (TWEEN 80), gegebenenfalls formuliert
mit den Immunstimulantien QS21 und/oder 3D-MPL. Diese Adjuvansformulierung ist ein potenter Induktor ei-
nes breiten Spektrums an Immunreaktionen.

[0005] Diese Ol-in-Wasser-Emulsionen, sind potente Induktoren Th1-artiger Immunreaktionen, wenn sie mit
3 De-O-acyliertem Monophosphoryllipid A (3D-MPL) und QS21 formuliert werden. Daher stimuliert dieses Sys-
tem, wenn es mit einem Antigen assoziiert ist, vorzugsweise den Subisotypen von IgG, der mit Th1-Reaktion
assoziiert ist (z.B. Maus-IlgG2a und Menschen-IgG1) und wird signifikante Niveaus der IFN-y-Produktion und
der Antigen-spezifischen CTL-Reaktionen induzieren. Die Beobachtung, dass basische Ol-in-Was-
ser/QS21/3D-MPL-Formulierungen starke CTL-Reaktionen induzieren kdnnen, ist signifikant, da diese Reak-
tionen in einigen Tiermodellen gezeigt haben, dass sie gegen Erkrankungen einen Schutz ausldsen.

[0006] Immunologisch aktive Saponinfraktionen (z.B. Quil A) mit Adjuvansaktivitat, die aus der Rinde des sU-
damerikanischen Baums Quillaja Saponaria Molina stammen, sind im Stand der Technik bekannt. Derivate von
Quil A, z.B. QS21 (eine HPLC-gereinigte Fraktion, die von Quil A stammt) und das Verfahren zu dessen Her-
stellung ist im US-Patent Nr. 5,057,540 offenbart. Neben QS21 (bekannt als QA21) sind auch andere Fraktio-
nen, wie QA17 offenbart. Die Verwendung solcher Saponine in isolierter Form wird vom Nachteil begleitet,
dass lokale Necrose, d.h. lokalisierter Gewebstod, an der Injektionsstelle auftritt, und dadurch zu Schmerzen
fuhrt.

[0007] 3 De-O-acyliertes Monophosphoryllipid A ist ein gut bekanntes Adjuvans, dass von Ribi Immunochem,
Montana hergestellt wird. Chemisch wird es haufig als Gemisch aus 3 De-O-acyliertem Monophosphoryllipid
A entweder mit 4, 5 oder 6 acylierten Ketten geliefert. Es kann durch die Verfahren, die in GB 2122204 B erklart
werden, hergestellt werden. Eine bevorzugte Form von 3 De-O-acyliertem Monophosphoryllipid A ist in Form
einer Emulsion mit kleiner PartikelgréRe von weniger als 0,2 um Durchmesser, und dessen Herstellungsver-
fahren ist offenbart im europaischen Patent Nr. EP 0 671 948 B1.

[0008] quit eine Ol-in-Wasser-Zusammensetzung fiir die Verabreichung an den Menschen geeignet ist,
muss die Ol-Phase des Emulsionssystems ein metabolisierbare Ol umfassen. Squalen (2,6,10,15,19,23-He-
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xamethyl-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaen) ist ein ungesattigtes Ol, welches in groken Mengen in Haileberdl
gefunden wird und in geringeren Mengen in Olivendl, in Weizenkeimdl, Reiskeimdl und Hefe und ist das Ol zur
Verwendung in der Erfindung. Squalen in ein metabolisierbares Ol aufgrund der Tatsache, dass es ein Zwi-
schenprodukt der Biosynthese von Cholesterin ist (Merck-Index, 10. Ausgabe, Eintrag Nr. 8619).

[0009] Ol-in-Wasser-Emulsionen sind per se im Fachgebiet bekannt und es wurde vorgeschlagen, dass sie
als Adjuvanszusammensetzungen nutzlich sind (EP 0399843).

[0010] Die Ol-in-Wasser-Emulsionen, die in der Internationalen Patentanmeldung Nr. WO 95/17210 beschrie-
ben sind, haben offensichtlich grofiere Vorteile gegentiber konventionellen nicht-Th1-induzierenden Adjuvan-
tien. Jedoch hat der Einschluss von QS21 dieses potente Adjuvans bisher reaktogen gemacht, was zu
Schmerzen an der Injektionsstelle flhrt.

[0011] Formulierungen, die QS21 mit einem Sterin umfassen, sind aus der internationalen Patentanmeldung
Nr. PCT/EP96/01464 bekannt, aber keine Ol-in-Wasser-Emulsion sind in diesem Dokument offenbart. Sterine
sind im Fachgebiet gut bekannt, beispielsweise ist Cholesterin wohlbekannt und ist beispielsweise im Mer-
ck-Index, 11. Ausgabe, S. 341 als naturlich auftretendes Sterin, das in Tierfett gefunden wird, offenbart.

[0012] WO 97/01640 offenbart Impfstoffe gegen Hepatitis C-Virus, die auf Ol-in-Wasser-Emulsionen beruhen.
[0013] WO 96/33739 offenbart Impfstoffformulierungen, die ein Saponin und ein Sterin enthalten.
[0014] WO 90/03184 offenbart ISCOM-Matrices mit immunmodulierender Aktivitat.

[0015] WO 98/15287 offenbart Impfstoffformulierungen, die Alaun, ein Antigen und eine immunologisch wirk-
same Saponinfraktion und ein Sterin enthalten.

[0016] Die vorstelligen Erfinder haben herausgefunden, dass Ol-in-Wasser-Formulierungen, die ein Sterin
und QS21 enthalten, reduzierte lokale Reaktogenitat nach Injektion in einem Wirt, bezogen auf vergleichbare
Emulsionen haben, die ohne ein Sterin formuliert sind. Das ist Gberraschend, da Sterine, die 6l-I8slich sind,
sich erwartungsgemaR im Kern des Oltrépfchens auflésen, wahrend andererseits QS21 primér mit der wass-
rigen Phase assoziiert erwartet wird. Deswegen kdnnte erwartet werden, dass das Sterin physisch vom QS21
getrennt sei. Nichtsdestotrotz sind diese Formulierungen Uberraschend weniger reaktogen als solche
Ol-in-Wasser-Emulsionen, die nicht Sterin enthalten.

[0017] Daher wird eine Impfstoffzusammensetzung, die ein Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigen oder ein
Derivat davon umfasst, bereitgestellt, eine Ol-in-Wasser-Emulsion und ein Saponin, wobei die Oltrépfchen die-
ser Ol-in-Wasser-Emulsion Squalen und ein Sterin umfassen, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus
Cholesterin, B-Sitosterin, Stigmasterin, Ergosterin und Ergocalciferol. Besonders bevorzugte Ausflihrungsfor-
men hiervon schlieBen Zusammensetzungen ein, in denen das Saponin die nicht-toxische Fraktion von Quil A
ist, die als QS21 bekannt ist, und wobei das Sterin Cholesterin ist. Eine solche Zusammensetzung kann auch
andere Immunmodulatoren umfassen einschliellich: a-Tocopherol und Polyoxyethylensorbitanmonooleat
(TWEEN 80) sowie 3D-MPL. Das EinschlieRen von Cholesterin in die Formulierung reduziert die lokale Reak-
togenitat der Zusammensetzung, sobald sie in einem Empfanger injiziert worden ist, stark. Andere Sterine, die
leicht als Alternativen fur Cholesterin dienen kdnnen, schlieRen B-Sitosterin, Stigmasterin, Ergosterin und Er-
gocalciferol ein.

[0018] Solche erfindungsgemaflien Ausfihrungsformen werden als leistungsfahige Impfstoffe verwendet.
Vorteilhafterweise induzieren sie bevorzugt eine Th1-Antwort.

[0019] Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung schlieRen Zusammensetzungen ein, die (zusammen
mit dem Antigen) eine Ol-in-Wasser-Emulsion, ein Saponin und ein Sterin umfassen, dadurch gekennzeichnet,
dass ein reduziertes Reaktogenizitatsprofil nach Verabreichung an einen Wirt im Vergleich mit dem Reaktoge-
nizitatsprofil induziert wird, das nach der Verabreichung der gleichen Zusammensetzung beobachtet wird, bei
der das Sterin weggelassen worden ist.

[0020] Vorhergehende Beispiele von Ol-in-Wasser-Adjuvans-Emulsionen, die in der internationalen Paten-
tanmeldung Nr. WO 95/17210 offenbart sind, schlossen groRe Mengen an Squalen ein. Das Verhéltnis von
Squalen:Saponin (G/G) in solchen Impfstoffpraparaten lag im Bereich von 240:1. Ein zusatzlicher Nutzen, den
die Zugabe von Cholesterin verleiht, ist die Gelegenheit, das Gesamtniveau der Ol-in-Wasser-Emulsion zu re-
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duzieren. Das fuhrt zu reduzierten Herstellungskosten, einer Verbesserung der Gesamtvertraglichkeit der Imp-
fung und auch qualitativer und quantitativer Verbesserungen der resultierenden Immunantworten wie bei-
spielsweise verbesserter IFN-y-Produktion. Dem gemaf umfasst das Adjuvanssystem der vorliegenden Erfin-
dung typischerweise ein Squalen:Saponin-Verhaltnis (G/G) im Bereich von 200:1 bis 300:1, und die vorliegen-
de Erfindung kann auch in einer "Niedrig-Ol"-Form verwendet werden, wobei der bevorzugte Bereich 1:1 bis
200:1 ist, bevorzugt 20:1 bis 100:1 und am meisten bevorzugt im wesentlichen 48:1, wobei dieser Impfstoff die
vorteilhaften Adjuvanseigenschaften aller Bestandteile bewahrt, mit einem stark reduzierten Reaktogenizitats-
profil. Dem gemaR haben die besonders bevorzugten Ausfihrungsformen ein Verhaltnis von Squalen:QS21
(G/G) im Bereich von 1:1 bis 250:1, ein ebenfalls bevorzugter Bereich ist 20:1 bis 200:1, bevorzugt 20:1 bis
100:1 und am meisten bevorzugt im wesentlichen 48:1.

[0021] Die erfindungsgemaRen Emulsionssysteme haben eine kleine OltrépfchengréRe im Submikrometer-
bereich. Vorzugsweise werden die OltropfchengrdoRen in dem Bereich von 120 bis 750 nm liegen, und am meis-
ten bevorzugt von 120 bis 600 nm Durchmesser.

[0022] Die erfindungsgemafien Formulierungen sind fir monovalente oder polyvalente Impfstoffe geeignet.
Zuséatzlich kann die Ol-in-Wasser-Emulsion 3 De-O-acyliertes Monophosphoryllipid A (3D-MPL) und/oder Po-
lyoxyethylensorbitantrioleat (wie beispielsweise SPAN 85) enthalten. Zusatzlich ist die bevorzugte Form von 3
De-O-acyliertem Monophosphoryllipid A in der internationalen Patentanmeldung offenbart, die unter der Nr.
92116556 — SmithKline Beecham Biologicals s.a. verdffentlicht worden ist.

[0023] Derivate des Hepatitis B-Oberflachenantigens sind im Gebiet gut bekannt und schlieBen u.a. die
PreS1-, PreS2-S-Antigene ein, die in den europaischen Patentanmeldungen EP-A-414 374; EP-A-0304 578
und EP 198-474 beschrieben sind.

[0024] Das Verhaltnis des QS21 zu Cholesterin (G/G), welches in einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung vorhanden ist, wird in einem Bereich von 1:5 bis 1:20 sein, haufig im wesentlichen 1:10.

[0025] Das Verhaltnis von QS21:3D-MPL (G/G) liegt typischerweise in einer Gréenordnung von 1:10 bis
10:1, bevorzugt 1:5 bis 5:1 und haufig im wesentlichen 1:1. Der bevorzugte Bereich fiir eine optimale Synergie
betragt 2,5:1 bis 1:1 3D-MPL:QS21. Typisch fir die Verabreichung an den Menschen sind QS21 und 3D MPL
in einem Impfstoff in dem Bereich von 1 ug bis 100 pg, bevorzugt 10 ug bis 50 ug je Dosis vorhanden. Typi-
scherweise wird die Ol-in-Wasser-Emulsion von 2 bis 10% Squalen, von 2 bis 10% a-Tocopherol und von 0,4
bis 2% Polyoxyetylensorbitanmonooleat (TWEEN 80) umfassen. Vorzugsweise ist das Verhaltnis von Squa-
len:a-Tocopherol gleich oder weniger als 1, da dies stabilere Emulsionen ergibt. Sorbitantrioleat (SPAN 85)
kann ebenfalls in einer GréRenordung von 0,5 bis 1% vorhanden sein. In einigen Fallen kann es vorteilhaft
sein, dass die erfindungsgemaflen Impfstoffe weiter einen Stabilisator enthalten, z.B. andere Emulgato-
ren/Tenside, einschliel3lich Caprylsaure (Merck Index 10. Ausgabe, Eintrag Nr. 1739) von denen Tricaprylin
eine besonders bevorzugte Ausfihrungsform ist.

[0026] Die Impfstoffherstellung ist im allgemeinen in New Trends and Developments in Vaccines, herausge-
gebenen von Voller et al., University Park Press, Baltimor, Maryland, USA 1978, beschrieben. Die Konjugie-
rung von Proteinen in Makromolekiile ist von Likhite, US-Patent 4,372,995 und von Armor et al., US-Patent
4,474,757 offenbart.

[0027] Die Proteinmenge in jeder Impfstoffdosis wird als eine Menge ausgewahlt, die eine immunprotektive
Antwort ohne signifikante Nebenwirkungen typischer Impfstoffe ausgewahlt. Eine solche Menge variiert in Ab-
hangigkeit davon, welches spezifische Immunogen benutzt wird und wie es prasentiert wird. Im allgemeinen
wird es erwartet, dass jede Dosis 1 bis 1.000 pg Protein umfasst, bevorzugt 1 bis 500 ug, bevorzugt 1 bis 100
Mg, von denen 1 bis 50 pg der meist bevorzugte Bereich ist. Die optimale Menge eines bestimmten Impfstoffs
kann durch Standardstudien, einschlieBlich der Beobachtung einer geeigneten Immunantwort in Individuen be-
stimmt werden. Nach einer ersten Impfung kénnen die Individuen eine oder mehrere Booster-Immunisierun-
gen, die in geeigneter Weise zeitlich getrennt sind, erhalten.

[0028] In einem weiteren erfindungsgemafien Aspekt wird ein Impfstoff bereitgestellt, der wie hier geschrie-
ben ist, zu Verwendung in der Medizin dient.

[0029] Ebenfalls durch die vorliegende Erfindung wird ein Verfahren zum Verhindern der Reaktogenizitat ei-

nes Saponins, bevorzugt QS21, welches eine Ol-in-Wasser-Emulsion enthalt, bereitgestellt, und umfasst die
Zugabe eines Sterins, bevorzugterweise Cholesterin zur Olphase der Ol-in-Wasser-Emulsion in einem erfin-
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dungsgemalen Impfstoff.

[0030] QS21 in wassriger LOsung ist daflir bekannt, mit der Zeit in eine Adjuvans-inaktive Form, QS21-H, zer-
setzt zu werden, wobei die Zersetzung durch "OH-Hydrolyse des wassrigen Mediums verursacht wird. Ein sol-
cher Zerfall kann auftreten, wenn das QS21 in der wassrigen Phase eines Ol-in-Wasser-Adjuvans vorhanden
ist. Uberraschenderweise ist gefunden worden, dass die Zugabe von Cholesterin zur Olphase der Ol-in-Was-
ser-Emulsion die Wirkung hat, QS21 in seiner aktiven Form zu bewahren, mit den offensichtlichen Vorteilen fir
die Lagerfahigkeit der Adjuvans/Impfstoffformulierung. Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zum Sta-
bilisieren eines Saponinderivats, bevorzugterweise QS21, in seiner nicht-hydrolysierten Adjuvanzaktiven Form
bereit, wenn das QS21 in einem Adjuvans vorhanden ist, das auf einer Ol-in-Wasser-Emulsion basiert. Dieses
Verfahren umfasst die Zugabe von Sterin, bevorzugt Cholesterin zur Olphase der Ol-in-Wasser-Emulsion in
einem Impfstoff gemaR der Erfindung.

[0031] Ebenfalls durch die vorliegende Erfindung bereitgestellt wird das Verfahren zur Herstellung eines Impf-
stoffpraparats, umfassend die Zugabe von Cholesterin zu dem Squalen, gefolgt von der Emulgierung der Ol-
phase; wobei in die Emulsion QS21, und ein Antigen und gegebenenfalls 3D-MPL und a-Tocopherol zugege-
ben wird.

[0032] Das erfindungsgemafie Impfstoffpraparat kann verwendet werden, um einen Sauger, der fir eine He-
patitis B-Infektion empfanglich ist oder daran leidet, zu schitzen oder zu behandeln, indem der Impfstoff Gber
den systemischen oder mukdsen Weg verabreicht wird. Diese Verabreichungen kénnen die Injektion via intra-
muskulare, intraperitoneale, intradermale oder subkutane Wege einschlief3en; oder mittels mukdser Verabrei-
chung in die oralen/alimentar, respiratorischen, urogenitalen Trakte.

BEISPIEL 1
HERSTELLUNG DER OL-IN-WASSER-EMULSIONSADJUVANTIEN

[0033] Die Ol-in-Wasser-Emulsions-Adjuvansformulierungen, die in folgenden Beispielen verwendet werden,
wurden jeweils so gemacht, dass sie den folgenden Ol-in-Wasser-Emulsionsbestandteil umfassen: 5% Squa-
len, 5% a-Tocopherol, 2,0% Polyoxyethylensorbitanmonooleat (TWEEN 80).

[0034] Die Emulsion wurde wie folgt als 2-Fach-Konzentrat hergestellt. Alle Beispiele, die in den immunolo-
gischen Experimenten verwendet wurden, sind durch die Zugabe von Extra-Bestandteilen und Verdliinnungs-
mitteln verdinnt worden, um eine Einfachkonzentration zu ergeben (entsprechend einem Squalen:QS21-Ver-
hatnis (G/G) von 240:1) oder weitere Verdiinnungen davon.

[0035] Kurzgefasst wird TWEEN 80 in phosphatgepufferter Salzlésung geldst, um eine 2%ige Losung in PBS
zu ergeben. Um 100 ml einer 2-fach-konzentrierten Emulsion zu ergeben, werden 5 ml DL-a-Tocopherol und
5 ml Squalen gevortext, um sie gut zu durchmischen. 95 ml PBS/TWEEN-Lésung wird zu dem Ol hinzugege-
ben und gut durchmischt. Die resultierende Emulsion wird dann durch eine Spritzennadel geleitet und schlief3-
lich unter Verwendung einer M110S-Mikrofluidics-Maschine mikrofluidisiert. Die resultierenden Oltrépfchen ha-
ben eine GroéRe von ungefahr 145 bis 180 nm (ausgedriickt als z av, gemessen durch PCS) und werden als
"ganze Dosis" an SB62 bezeichnet.

[0036] Diese Formulierungen kénnen durch einen 0,2 pl-Filter steril filtriert werden. Die anderen Adju-
vans/Impfstoffbestandteile (QS21, 3D-MPL oder Antigen) werden zu der Emulsion in einer einfachen Zumi-
schung hinzugegeben.

[0037] Die Antigen-haltigen Impfstoffe, die hier verwendet werden, werden entweder mit ganzer Dosis an
SB62-Adjuvans formuliert, um ein hohes Squalen:QS21-Verhaltnis (240:1) zu ergeben, oder mit einer geringe-
ren Menge der Emulsion formuliert, um eine Formulierung mit geringem Verhaltnis (48:1). Diese Adjuvansfor-
mulierungen werden als SB62 und SB62' bezeichnet. Andere Impfstoffe wurden durch die Zugabe von Cho-
lesterin zur Olphase der Emulsion vor dem Emulgierprozess formuliert, wobei das QS21:Cholesterinverhaltnis
1:10 ist (bezeichnet durch die Zugabe des Buchstaben "c").
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BEISPIEL 2

REAKTOGENITATSSTUDIEN MIT OL-IN-Wasser-EMULSIONS-ADJUVANTIEN MIT QS21 UNTER OPTIO-
NALER ZUGABE VON CHOLESTERIN

[0038] Es wurde eine Studie durchgefiihrt, um die lokale und systemische Reaktogenitat verschiedener Ad-
juvansformulierungen zu untersuchen. Ol-in-Wasser-Impfstoffadjuvanzien, die QS21 enthalten, sind dafiir be-
kannt, dass sie nach der Verabreichung an einen Wirt moderate Nebenwirkungen als klinische Symptome her-
vorrufen. Diese Untersuchung verglich das resultierende reaktogene Profil mit dem, das durch die gleiche Ad-
juvansformulierung erzeugt wird, die aulRerdem Cholesterin enthalt.

EXPERIMENTELLES VERFAHREN

[0039] Die getesteten Ol-in-Wasser-Emulsionen wurden unter Verwendung von Techniken, die im Beispiel 1
beschrieben sind, hergestellt. Gruppen von 5 SPF-geziichteten Neuseeland White-Albino-Kaninchen wurde
durch intramuskulare Injektion in den rechten Hinterbeinmuskel (gastrocnemius) mit 0,5 ml der Adjuvanspra-
parate inokuliert. Vor und nach der Impfung wurden Proben genommen, um den Prozentsatz der Polymor-
pho-Neutrophilen im Blut (als Ausmal} der Entziindung, %PMN) und Creatinphosphokinase (als Maf} fir Mus-
kelschaden, CPK) zu untersuchen. Die Tiere wurden 3 Tage nach der Impfung fir die histologische Untersu-
chung der Injektionsstelle geopfert.

Tabelle 1

GRUPPEN DER IN BEISPIEL 2 VERWENDETEN KANINCHEN

Gruppe Impfstoffpraparat
19 SB62', QS21 (50 pg), MPL (50 ug)
20 SB62'c, QS21 (50 pg), MPL (50 ug)
21 QS21 (50 pg)
22 Q821 (5 pg)
23 SB62
24 SB62c
25 PBS
FuBnoten:

SB62 = ganze Dosis der Ol-in-Wasser-Emulsion

SB62' = 1/5 Dosis SB62

SB62'c = SB62', enthaltend Cholesterin in der Olphase
PBSO0 = Phosphatgepufferte Salzlésung

[0040] Die CPK-Niveaus, in Einheiten pro Liter (E/L) wurden aus dem Serum zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend des Experiments unter Verwendung kommerziell erhaltlicher Reagenzien (Abbot) und eines Abbot Vi-
sion System-Analysers bestimmt. %PMN in Blutproben wurden gleichzeitig unter Verwendung eines Sysmex
K-1000 Heamatology anaylser (Toa Medical Electronics Co.) bestimmt.

[0041] Drei Tage nach der Injektion bestimmte die Post-Mortem-Inspektion der Kaninchen die Lasionsgrofie
an der Injektionsstelle und die lokale Histopathologie.
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ERGEBNISSE

CPK-NIVEAUS VOR UND NACH DER IMPFUNG

Tabelle 2

MITTLERE CPK-KONZENTRATIONEN IN KANINCHEN

Gruppe Mittlerer CPK (E/L)

Tag 0 (SD) Tag 1 (SD) Tag 3 (SD)
19 764 (545) 2.868 (1.284) 1.539 (487)
20 1.364 (1.842) 871 (543) 1.360 (309)
21 400 (191) 2.860 (1.405) 1.364 (552)
22 962 (783) 1.650 (343) 1.370 (475)
23 863 (762) 719 (306) 1.164 (426)
24 606 (274) 599 (172) 1.336 (779)
25 401 (107) 778 (176) 666 (164)

[0042] Aus der Tabelle 2 oben kann gesehen werden, dass Adjuvansformulierungen, die QS21 enthalten, ei-
nen merklichen Anstieg der Plasma-CPK-Niveaus am Tag 1 nach der Injektion zeigen, was auf ein signifikantes

Niveau der Muskelschadigung an der Injektionsstelle hindeutet (Gruppen 19, 21 und 22).

[0043] Die Zugabe von Cholesterin zu Adjuvansformulierung verdrangt diese Wirkung und daher wurden kei-
ne Anstiege der CPK nach der Impfung gesehen (Gruppe 20). Die Ergebnisse, die unter Verwendung dieses
Adjuvans erreicht wurden, sind sehr ahnlich denen, die mit PBS oder SB62 erzielt wurden, welches allein ver-

abreicht wurde (siehe die Gruppen 23, 24 und 25).

PROZENTSATZ PMN

Tabelle 3

VERANDERUNGEN DER BLUT-%-PMN

Gruppe % PMN

Tag -5 (SD) | Tag -1 (SD) { Tag O (SD) Tag 1 (SD) Tag 3 (SD)
19 14,1 (2,1) 18,9 (2,1) 15,2 (1,8) 34,0 (4,6) 12,9 (1)
20 17,3 (1,1) 20,7 (3,2) 18,0 (2,8) 40,2 (8,4) 16,7 (3,9)
21 15,8 (1,9) 18,4 (1,6) 15,6 (1,3) 25,7 (5,6) 14,3 (2,2)
22 14,3 (2,3) 16,3 (2,2) 14,7 (1,9) 14,6 (3,2) 15,9 (2,7)
23 15,5 (1,2) 16,5 (1,4) 15,7 (2,1) 31,9 (7,1) 14,0 (2,95)
24 16,5 (1,7) 20,0 (2,7) 13,6 (2,6) 32,3 (2,7) 14,9 (2,5)
25 15,0 (2,9) 18,2 (2,9) 16,4 (2,2) 16,1 (5,0) 12,4 (2,2)

[0044] Der Prozentsatz an Blut-PMN wird als Indikator der Starke der lokalen Entziindungsreaktion in Reak-
tion auf die Impfung herangezogen. Wie aus der Tabelle 3 gesehen werden kann, betrifft die Zugabe von Cho-
lesterin zu der QS21-haltigen Adjuvansformulierung nicht signifikant des Entziindungsprozess am Tag 1 nach
der Impfung, trotz der Abwesenheit von Muskelschaden, wie in Tabelle 2 gezeigt wird. Die Zugabe von Cho-

lesterin betrifft nicht den Entziindungsprozess, der durch SB62 induziert wird.
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TABELLE 4

HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

Grup- Ka- Injektions- Histopathologie Bemer-
pe nin- stelle kungen
chen |Las| GroRe Necro | Rhabdo | Infiltr | Oedem | haemo
(mm)

19 1 + 3x3x2 1 1 3 2 2

2 + 30x10x6 4 2 3 2 2

3 + 25r18x6 4 3 3 2 3

4 + 28x10x5 4 2 3 2 3

5 + 27x14x4 4 2 3 2 2

20 6 + 3x2x2 1 2 3 1 2

7 s 0 0 0 1 0 0

8 - O 1 0] 1 O 0

9 - 0 1 2 2 1 1

10 + 4x2%2 1 2 3 1 2

21 11 + 24x13x5 4 2 3 3

12 + 25x12x7 4 3 3 2 3
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13 + 22x12x4 4 2 3 2 3
14 + 18x10x4 4 2 3 2 3
15 + 22x12x7 4 3 3 2 3
22 16 + 14x7x5 3 3 3 2 3
17 + 8x4x2 3 2 3 2 4
18 + 10x8x%3 3 1 3 2 1
19 + 4x3x%2 2 2 3 2 4
20 + 12x7x2 2 3 3 2 3
23 21 - 0 0 2 2 1 1
22 s 0 0 1 2 1 1
23 - 0 0 0 1 0 0
24 - 0 0 0 0 0 0
25 - 0 0 0 0 0 0
24 26 - 0 0 1 2 0 0
27 S 0 0 1 2 0 0
28 - 0 0 1 2 0 0
29 - 0 0 0 2 0 0
30 s 0 1 2 2 1 1
25 31 s 0 0 0 1 0 0
32 s 0 0 0 0 0 0
33 s 0] 0 0 2 1 1
34 - 0 0 0 0 0 0
35 - 0 0 0 0 0 0
Fufinoten:
Las = Lasion
Necro = Necrose
Infiltr = Lyr_r)phocyteninfiltration
Oedem = Odem
Haemo = Hamorrhagie
Rhabdo = Rhabdomyolyse
Einteilung:

0 = keine Anzeichen
1 = sehr leicht

2 = leicht

3 = moderat

4 = schwer

+ = vorhanden

s = punktuell

— = kein Anzeichen

[0045] Die histologische Untersuchung an der Injektionsstelle bestatigt die friheren CPK-Daten, die in Tabelle
2 gezeigt werden, in der Hinsicht, dass die lokale Schadigung signifikant durch die Zugabe von Cholesterin zu
der Adjuvansformulierung reduziert war.
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[0046] Eine schwere Necrose, begleitet mit einer moderaten Rhabdomyolyse, Odem und Hamorrhagie wurde
bei allen Impfstoffadjuvantien beobachtet, die "nicht-gequenchtes" QS21 enthalten (Gruppen 19, 21 und 22).
Diese Zeichen waren mit sehr groRen Lasionen an der Injektionsstelle assoziiert.

[0047] Das Einschlief3en von Cholesterin (Gruppe 20) reduzierte das makroskopische Auftreten von Lasionen
(in nur 2 der 5 Kaninchen), wenn es mit denen der Gruppe 19 verglichen wurde und reduzierte signifikant den
Schweregrad anderer histopathologischer Anzeichen, wenn sie vorhanden waren.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

[0048] Aus den oben beschriebenen Ergebnissen wird klar, dass die Verwendung der Adjuvansformulierun-
gen, die QS21 umfassen, oder sogar QS21 alleine, ein signifikantes Ausmal} lokaler Schadigung an der Injek-
tionsstelle verursachen. Diese schadigende Wirkung kann erfolgreich durch das EinschlielRen von Cholesterin
in der Adjuvansformulierung verhindert werden.

BEISPIEL 3
IMMUNOGENIZITATSSTUDIEN MIT REKOMBINANTEM ANTIGEN S,L*

[0049] In Balb/C-Mausen wurde eine Studie durchgeflihrt, um die Immunogenizitat der verschiedenen
S,L*-haltigen Formulierungen zu vergleichen. S,L* ist ein zusammengesetztes Antigen, das ein modifiziertes
Oberflachenantigen-L-Protein (L*) und ein S-Protein umfasst, die beide vom Hepatitis B-Virus stammen (HB).
Dieses zusammengesetzte Antigen ist Gegenstand der europaischen Patentanmeldung Nr. EP 0 414 374.

[0050] Zahlreiche Formulierungen mit verschiedenen Verhaltnissen von Squalen:QS21, ggf. mit Cholesterin
in einem QS21:Cholesterin-Verhaltnis von 1:10 wurden mit S,L* kombiniert und hinsichtlich ihrer Fahigkeit ver-
glichen, humorale und zellvermittelte Immunantworten zu induzieren (Cytokinproduktion und CTL). Diese
Ol-in-Wasser-Adjuvansemulsionen wurden unter Verwendung von Verfahren, die im Beispiel 1 beschrieben
sind, hergestellt. S,L*, das auf Aluminiumhydroxid (AIOH,) induziert wurde, wurde als eine Th2-induzierende
Kontrolle verwendet.

[0051] Kurz gefasst wurden Gruppen von 10 Mausen intramuskular 4-mal in 3-wochigen Intervallen mit 2 pg
lyophilisiertem S,L*, kombiniert mit verschiedenen Ol-in-Wasser-Emulsionssystemen (SB62), immunisiert. 14
Tage nach der vierten Immunisierung wurde die Produktion von Cytokinen (IL5 und IFN-y) und die CTL-Aktivi-
tat nach der in vitro Restimulierung von Milz- und Lymphknotenzellen mit S,L*-Antigen analysiert. Die Antikor-
perantwort gegen S,L* und das Isotypenprofil, das induziert wurde, wurden mittels ELISA 21 Tage nach Il und
14 Tage post IV Uberwacht.

GRUPPEN DER MAUSE
[0052] Gruppen der 10 Balb/C-Mause wurden intramuskular mit den Formulierungen, die unten beschrieben
sind, immunisiert. SB62 wurde zusammen mit dem Antigen in einem normalen (240:1, SB62) oder niedrigen
(48:1, SB62") Verhaltnis von Squalin:QS21 formuliert, ggf. unter Zugabe von Cholesterin (c).
TABELLE 5

GRUPPEN DER IN BEISPIEL 3 BESCHRIEBENEN MAUSE

Gruppe |Antigen S,L* |Adjuvansname Zusammensetzung der Adjuvansformulie-
rung

GR 1 2 ug SB62 25 pl SB62 / 5 pg 0S21 / 5 ug 4D-MPL

GR 2 2 ug SB62c 25 pl SB62c / 5 pg QS21 / 5 ug 4D-MPL

GR 3 2 ug SB62' 5 pl SB62 / 5 ug 0821 / 5 ug 4D-MPL

GR 4 2 ug SB62'c 5 pul SB62c / 5 ug QS21 / 5 ug 4D-MPL

GR 5 2 pg Alaun 50 pl AlOH;3
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IMMUNISIERUNGSSCHEMA

[0053] Die Tiere wurden an den Tagen 0, 21, 42 und 63 intramuskular in das Bein immunisiert (50 pl bei allen
Gruppen, aulder bei der Gruppe 5, in der 100 pl injiziert wurden). Aus dem retrosorbitalen Sinus wurde zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach den Immunisierungen Blut entnommen. Am Tag 77 wurden Tiere jeder Gruppe
geopfert, die Milzen und Lymphknoten, die die Injektionsstelle umgeben (ileale Lymphnoten) wurden fur die in
vitro Restimulierung herausgenommen. Pools aus 3 oder 4 Milzen und 1 Pool aus 10 LN wurden fir jede Grup-
pe gewonnen und separat in den in vitro Assays behandelt.

MAUS-SEROLOGIE

[0054] Die Quantifizierung der Anti-HBs-Antikérper wurde durch einen Elisa unter Verwendung von HB-Ober-
flachenantigen als Beschichtungsantigen durchgefiihrt. Antigen und Antikérperlésungen wurden zu 50 pl pro
Vertiefung verwendet. Das Antigen wurde auf eine finale Konzentration von 1 pg/ml in PBS verdiinnt und tber
Nacht bei 4°C auf die Vertiefungen einer 96 Well Mikrotiterplatte (Maxisorb Immuno-plate, Nunc, Danemark)
adsorbiert. Die Platten wurden dann fir 1 Stunde bei 37°C mit PBS, das 1% Rinderserumalbumin und 0,1%
Tween 20 gewaschen (Sattigungspuffer) enthalt, inkubiert. Zweifache Verdiunnungen der Seren (ausgehend
von einer 1/100-Verdiinnung) in dem Sattigungspuffer, wurden zu den HBs-beschichteten Platten gegeben und
fur 1 Stunde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden viermal mit PBS 0,1% Tween 20 und Biotin-kon-
jugierten Anti-Maus-IgG1, -IgG2a, -IgG2b oder -Ig (Amersham, UK), welche auf 1/1000 Sattigungspuffer ver-
dinnt waren, wurden zu jeder Vertiefung hinzugegeben und fiir 1 Stunde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Platten wurden wie oben gewaschen und fur 20 Minuten mit einer Losung aus o-Phenylendiamin (Sigma)
0,04% H,0, 0,03% in 0,1% TWEEN 20, 0,05 M Citratpuffer pH 4,5 inkubiert. Die Reaktion wurde durch H,SO,
2N gestoppt und bei 492/620 nm ausgelesen Die ELISA-Titer wurden durch eine Referenz von SoftmaxPro
(unter Verwendung von vier Parametergleichungen) berechnet und in EU/ml ausgedriickt.

T-ZELLENPROLIFERATION

[0055] 2 Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden die Mause getotet, die Milzen und Lymphknoten
wurden aseptisch in Pools entfernt (3 oder 4 Organe pro Pool fir Milzzellen, 1 Pool aus 10 Organen fir LNC).
Die Zellsuspensio nen wurden in RPMI 1640-Medium (GIBCO), enthaltend 2 mM L-Glutamin, Antibiotika, 5 x
10 M 2-Mercaptoethanol und 1% syngenes normales Mausserum hergestellt. Die Zellen wurden bei einer
Endkonzentration von 2 x 10° Zellen pro ml (bei LNC oder SPC) in 200 pl in Rundboden-96 Well-Platten mit
verschiedenen Konzentrationen (10-0,03 pug/ml) an S,L*-Antigen (25D84) kultiviert. Jeder Test wurde vierfach
durchgefiihrt. Nach 96 Stunden Kultur bei 37°C unter 5% CO, wurden die Zellen fur 18 Stunden mit 3H-Thy-
midin beladen (Amersham, UK, 5 Ci/mmol) zu 0,5 pCi/Well und dann mit einem Zellernter auf Glasfaserfilter
geerntet. Die eingebaute Radioaktivitat wurde in einem Flissig-Szintillationszahlgerat gemessen. Die Ergeb-
nisse werden als cpm ausgedrickt (mittlerer cpm in vier Wells) oder als Stimulationsindizes (mittlerer cpm in
Kulturen der Zellen mit Antigen/mittlerer cpm in Zellkulturen ohne Antigen).

CYTOKINPRODUKTION

[0056] 2 Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden die Mause getotet, Milzen und Lymphknoten wur-
den aseptisch in Pools entfernt (3 oder 4 Organe pro Pool fir Milzzellen, 1 Pool von 10 Organen fiir LNC). Es
wurden Zellsuspensionen in RPMI 1640-Medium (GIBCO), enthaltend 2 mM L-Glutamin, Antibiotika, 5 x 107
M 2-Mercaptoethanol und 5% foétales Kalterserum hergestellt. Die Zellen wurden bei einer Endkonzentration
von 2,5 bis 5 x 10° Zellen pro ml (jeweils fir LNC bzw. SPC) in 1 ml in Rundboden-24-Wells mit verschiedenen
Konzentrationen (1-0,01 pg/ml) an S,L* (25D84) kultiviert. Die Uberstande wurden 96 Stunden spéater geerntet
und bis sie auf das Vorhandensein von IFNg und IL-5 mittels Elisa getestet wurden, eingefroren.

IFN-y-PRODUKTION

[0057] Die Quantifizierung von IFNy wurde durch Elisa unter Verwendung von Reagenzien von Genzyme
durchgefiihrt. Proben und Antikérperlésungen wurden zu 50 ul pro Well verwendet. 96 Well-Mikrotiterplatten
(Maxisorb Immunoplate, Nunc, Danemark) wurden tiber Nacht bei 4°C mit 50 pyl Hamster-Anti-Maus-IFNg ver-
dinnt auf 1,5 pg/ml in Carbonatpuffer, pH 9,5, beschichtet.

[0058] Die Platten wurden dann fir 1 Stunde bei 37°C mit 100 pl PBS, enthaltend 1% Rinderserumalbumin

und 0,1% Tween 20 (Séattigungspuffer) inkubiert. Zweifachverdiinnungen des Uberstands der in vitro Stimula-
tion (beginnend bei 1/2) in Sattigungspuffer, wurden zu den Anti-IFNg-beschichteten Platten hinzugegeben
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und fur 1 Stunde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden 4-mal mit PBS Tween 0,1% (Waschpuffer)
gewaschen und Biotin-konjugierter Ziege-anti-Maus-IFNg, verdiinnt in Sattigungspuffer, auf eine Endkonzent-
ration von 0,5 pg/ml wurde zu jeder Vertiefung hinzugegeben und fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dem
Waschschritt wurde AMDEX-Konjugat (Amersham) verdunnt auf 1/10.000 in Sattigungspuffer fir, 30 Minuten
bei 37°C zugegeben. Die Platten wurden wie oben gewaschen und mit 50 yl TMB (Biorad) fur 10 Minuten in-
kubiert. Die Reaktion wurde mit 0,4 N H,SO, gestoppt und bei 450 nm gelesen. Die Konzentrationen wurden
unter Verwendung einer Standardkurve (Maus-IFNy-Standard) mittels SoftmaxPro (Vier-Parametergleichung)
berechnet und in pg/ml ausgedruickt.

[I-5-PRODUKTION

[0059] Die Quantifizierung von IL5 wurde durch Elisa unter Verwendung von Reagenzien von Pharmingen
durchgefiihrt. Proben und Antikérperlésungen wurden zu 50 ul pro Well verwendet. 96 Well-Mikrotiterplatten
(Maxisorb Immuno-plate, Nunc, Danemark) wurden Gber Nacht bei 4°C mit 50 pl Ratte-anti-Maus-IFNg ver-
dinnt auf 1 pyg/ml in Carbonatpuffer, pH 9,5, beschichtet. Die Platten wurden dann fiir 1 Stunde bei 37°C mit
100 pl PBS, enthaltend 1% Rinderserumalbumin und 0,1% Tween 20 (Sattigungspuffer) inkubiert. Zweifach-
verdiinnungen des Uberstands der in vitro Stimulation (beginnend bei 1/2) in Sattigungspuffer, wurden zu den
Anti-IL5-beschichteten Platten hinzugegeben und fur 1 Stunde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Platten wur-
den 4-mal mit PBS Tween 0,1% (Waschpuffer) gewaschen und Biotin-konjugierter Ratte-anti-Maus-IL5 in Sat-
tigungspuffer auf eine Endkonzentration von 1 pg/ml verdiinnt, wurde zu jeder Vertiefung hinzugegeben und
fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde AMDEX-Konjugat (Amersham), verdiinnt auf
1/10.000 in Sattigungspuffer, fir 30 Minuten bei 37°C zugegeben. Die Platten wurden wie oben gewaschen
und mit 50 pl TMB (Biorad) fir 15 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,4 N H,SO, gestoppt und bei 450
nm gelesen. Die Konzentrationen wurden unter Verwendung einer Standardkurve (Maus-IL5) durch Softmax-
Pro (Vier-Parametergleichung) berechnet und in pg/ml ausgedriickt.

CTL-INDUKTION

[0060] 2 Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden die Mause getotet, die Milzen aseptisch in Pools
von 3 oder 4 Mausen entfernt (2 Pools von 3 und 1 Pool von 4 Mausen je Gruppe). Die Zellsuspensionen wur-
den in RPMI 1640-Medium (GIBCO), enthaltend 2 mM L-Glutamin, Antibiotika, 5 x 10 M 2-Mercaptoethanol
und 5% fotales Kalterserum hergestellt. Die Zellen wurden bei einer Endkonzentration von 2 x 10° Zellen pro
ml in 10 ml Medium, enthaltend 2 pg/ml S,L* und 1,25% ConA sup (25 cm? Falcon Flaschen) kultiviert und 8
Tage bei 37°C unter 5% CO, inkubiert.

CTL-ASSAY

[0061] Am Tag vor dem CTL-ASSay (d7) wurden die Zielzellen durch Inkubation von P815-Zellen (10° Zel-
len/ml) mit S,L* oder Peptid S, ;4 zu 10 pg/ml hergestellt. Nach 1 Stunde Inkubation in 15 ml Falcon-Réhrchen
in einem geringen Volumen wurden die Zellen in 24 Well-Platten transferiert und ON bei 37°C inkubiert.

[0062] Am Tage des Assays wurden 2 x 10* S,L* und S, ,,-gepulste P815-Zellen und P815-S zentrifugiert in
50 pl FCS resuspendiert und mit 75 pl *'Cr (375 pCi) fir 1 Stunde bei 37°C (Schiitteln alle 15") resuspendiert.
Die Zellen werden dann 4-mal mit 10 ml Komplettmedium gewaschen und nach dem vierten Waschen fir 30'
bei 4°C inkubiert. Die Zellen werden dann zentrifugiert und auf eine Konzentration von 2 x 10* Zellen/ml resus-
pendiert.

[0063] Die Effektorzellen werden dann zentrifugiert, gezahlt und auf 2 x 10° Zellen/ml resuspendiert. Die drei-
fachen seriellen Verdinnungen der Effektorzellen werden in 96 V-Bodenplatten durchgefiihrt, beginnend bei
einer Konzentration von 2 x 10° Zellen/Vertiefung/100 pl.

[0064] 2 x 10° Zielzellen in 100 ul werden zu den Effektorzellen in Triplikaten hinzugegeben. Spontane und
maximale Freisetzung werden durch Inkubieren der Zielzellen mit Medium bzw. Triton X100 3% bestimmt.

[0065] Die Platten werden fiir 3' bei 700 Upm zentrifugiert und fir 4 Stunden fiir 37°C inkubiert. Nach der In-
kubationszeit werden 50 pl Uberstand aus jeder Vertiefung in Luma-Platten tiberfiihrt und iber Nacht getrock-
net, bevor sie in einem Top-Count-Szintillationszahlgerat gezahlt werden. Die Ergebnisse werden als spezifi-
sche Lyse ausgedrickt und wie folgt berechnet: %SR = (Durchschnitt cpom-Probe — Durchschnitt cpm-Medi-
um/Durchschnitt cpom-Maximum — Durchschnitt cpom-Medium) x 100
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ERGEBNISSE
SEROLOGIE
[0066] Die humoralen Reaktionen (Ig und Isotypen) wurden durch einen Elisa unter Verwendung von

HB-Oberflachenantigen als Beschichtungsantigen gemessen. Nur der Zeitpunkt: 21 Tage post Il wurde unter-
sucht. Die Ergebnisse werden in Fig. 1 und Fig. 2 gezeigt.

[0067] Fig.1 zeigt die Titer der Anti-Hepatitis B-Virus-Antikorperreaktionen (lg), die sowohl fir individuelle
Mausseren und als Durchschnitt (21 Tage post Il) ausgedriickt werden.

[0068] Fig. 2 zeigt die Sub-Isotypverteilung von HBs-spezifischem IgG im Serum der geimpften Mause.
— Wie in Fig. 1 gesehen werden kann, induzieren SB62-abhangige Formulierungen viel hdhere Antikorper-
titer als die S,L*-Alaun-Formulierung.
— Die Analyse der durchschnittlichen Titer der individuellen Seren legt nahe, dass héhere Antikorpertiter mit
SB62c- und SB62'c-Formulierungen erzielt werden (ungefahr 2-fach héhere Antikorpertiter als SB62 und
SB62').
— Die statistische Analyse der individuellen Seren (Anova1-Test Newman Keuls) zeigte keinen signifikanten
Unterschied der Antikorpertiter, die durch SB62c und SB62'c induziert wurden oder gleichermallen zwi-
schen den Antikorpertitern, die durch SB62 und SB62'c induziert wurden.
— Das Sub-Isotypen-Verteilungsprofil (wie in Fig. 2 gezeigt ist) ist vergleichbar mit allen SB62-verwandten
Formulierungen (25 bis 30% lgG2a), wobei Alaun nur 4% IgG2a induziert.

ZELLVERMITTELTE IMMUNANTWORTEN

[0069] Die zellvermittelten Immunreaktionen (Lymphoproliferation, IFNy/IL5-Produktion und CTL) wurden am
Tag 14 post IV nach in vitro Restimulierung von Milz und ilealen Lymphknotenzellen mit S,L*-Antigen gemes-
sen.

CYTOKINPRODUKTION
[0070] Die Cytokinproduktion (IFN-y und IL-5) ist nach 96 Stunden einer in vitro Restimulierung von Milzzellen
und ilealen Lymphknotenzellen mit S,L* gemessen worden. Die Ergebnisse werden in den Eig. 3 bis Fig. 6 ge-

zeigt.

[0071] FEig. 3 zeigt die Ergebnisse der Analyse von IFN-y-Produktion durch Milzzellen (Mittelwert der mit drei
Pools/Gruppe erhaltenen Daten).

[0072] Fig. 4 zeigt die Ergebnisse der Analyse der IL-5-Produktion durch Milzzellen (Mittelwert der mit drei
Pools/Gruppe gewonnenen Daten).

[0073] Fig. 5 zeigt die Ergebnisse der Analyse der IFN-y-Produktion durch ileale Lymphknotenzellen (Mittel-
wert der Daten, die mit drei Pools/Gruppe gewonnen werden).

[0074] Fig. 6 zeigt die Ergebnisse der Analyse der IL-5-Produktion durch ileale Lymphknotenzellen (Mittel-
wert der Daten, die mit drei Pools/Gruppe gewonnen werden).

Tabelle 6
VERHALTNIS VON IFN-y:IL-5-PRODUZIERENDEN ZELLEN, DIE IN MILZZELLEN NACHGE-WIESEN WER-
DEN
Restimulierung Gruppen
GR1 GR2 GR3 GR4 GRS
S,L* 10 pug/ml 22,9 10,7 51,7 17,0 0,9
Diskussion

[0075] Ein IFN-y:IL-5-Verhaltnis > 1 legt klar nahe, dass eine pro-TH1-Reaktion durch SB62-verwandte For-
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mulierungen (berechnet auf 10 ug/ml S,L*) (siehe Tabelle 6) induziert wird.

[0076] Die starkste IFN-y-Produktion wird nach Restimulierung von Milzzellen von Tieren erzielt, die mit S,L*
SB62' und SB62'c immunisiert wurden. SB62c-Formulierungen induzieren starkere IFN-y-Produktion als die
entsprechenden SB62-Formulierungen (Milzzellen).

[0077] Hohere Konzentrationen an IL-5 werden durch Tiere produziert, die mit S,L* SB62c-Formulierungen
statt S,L* SB62-Formulierungen, die kein Cholesterin enthalten, produziert. S,L* Alaun-immunisierte Tiere pro-
duzierten die hochsten IL-5-Konzentrationen.

[0078] Kein signifikanter Unterschied wird zwischen ilealen Lymphknotenzellen-IFN-y-Produktion zwischen
SB62- und SB62c-Formulierungen beobachtet.

[0079] Die Starkste IFN-y-Produktion wird nach Restimulierung von Milzzellen von mit S,L* SB62'c-immuni-
sierten Tieren erzielt.

CYTOTOXISCHE T-ZELLENREAKTION

[0080] S,L*-spezifische CTL-Reaktionen, die in den Milzzellen von Mausen zwei Wochen nach der zweiten
Immunisierung beobachtet werden, sind in Fig. 7 gezeigt.

[0081] Fig. 7 zeigt die CTL-Aktivitat von Milz-T-Zellen, die in vitro fir 7 Tage mit S,L*-Antigen stimuliert wur-
den (Mittelwert%-spezifische Lyse von drei Pools).

DISKUSSION

[0082] S,L*-spezifische CTL wird durch die Impfung mit allen Ol-in-Wasser-Emulsionsformulierungen stimu-
liert.

[0083] Eine starkere CTL-Reaktion wird mit Formulierungen beobachtet, die SB62'-Emulsionen enthalten,
wenn auf das limitierende E/T-Verhaltnis, wie 3/1, geschaut wird.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

1. Das TH1-artige Profil der Immunreaktion, welches durch alle SB62-verwandten Formulierungen induziert
wird, wird weiter durch das IFN-y/IL-5-Verhaltnis bestatigt.

2. Ein vergleichbares Isotypenprofil (25 bis 30% IgG2a) wird mit allen SB62-verwandten Formulierungen
erzielt, was die Induktion einer TH1-typischen HBs-spezifischen Immunreaktion nahe legt.

3. Alle SB62-verwandten Formulierungen induzieren spezifische CTL mit einer leichten Verbesserung, die
bei der Verabreichung von SB62' gesehen wird.

4. Kein signifikanter Unterschied wird zwischen den Antikorpertitern gesehen, die auf die Immunisierung mit
SB62c¢ und SB62' folgen.

5. Die starkste IFN-y-Produktion wird nach der Immunisierung mit SB62'c beobachtet.

Tabelle 7

ZUSAMMENFASSENDE TABELLE DER IMMUNPARAMETER, DIE DURCH DIE IMPFSTOFFFORMULIE-
RUNG INDUZIERT WERDEN, DIE IN BEISPIEL 3 BESCHRIEBEN WIRD

Immunparameter Formulierungen, die S,L* enthalten
SB62 SB62c SB62' SB62'c Alaun
Ak-Titer +++ +++ ++ +++ +
TH-Typ (%IgG2a) Thl (29) TH1 (26) TH1 (29) TH1 (30) TH2 (4)
IFN-y + ++ +++ ++++ +
IL-5 - + + +4+ +++
CTL + + ++ ++ -
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BEISPIEL 4: STABILISIERUNG VON QS21 DURCH ZUGABE VON CHOLESTERIN

[0084] Es ist zuvor beschrieben worden, dass QS21-H das Hydrolyseprodukt von QS21 ist, das als Adjuvans
nicht langer wirksam ist. Es wird durch die Spaltung des QS21-Molekiils durch OH™ in der wassrigen Lésung
gebildet. Diese Reaktion tritt auf, wenn der pH-Wert des wassrigen Mediums Uber einem Wert von 6,5 liegt,
und wird bei hdherer Temperatur beschleunigt. Die Ol-in-Wasser-Emulsionen, die in dieser Patentanmeldung
beschieben werden (z.B. SB62) sind daflir bekannt, dass sie eine stabilisierende Wirkung aufweisen, so dass
die Hydrolyse von QS21 in QS21-H gehemmt wird. Durch die Verdiinnung der Ol-in-Wasser-Emulsion in Ge-
genwart von konstantem QS21, verlieren sie ihre stabilisierende Eigenschaft und das QS21 degeneriert in die
inaktive Form QS21-H. Uberraschenderweise bewahren Emulsionen, die zusétzliches Cholesterin enthalten,
welche bei einem 1/1-Verhaltnis keine verbesserte QS21-Stabilitat zeigen, die stabilisierende Wirkung selbst
bei einer 1/5-Verdinnung.

[0085] QS21 und QS21-H werden direkt in der Emulsion untersucht. Dies wird durch das chemische Deriva-
tisieren der vollstdndigen Formulierung erreicht, und durch Durchfihren eines selektiven Extraktionsschritts,
welcher das QS21 16st, aber die meisten interferierenden Matrixverbindungen zurlick lasst. Dieser Test basiert
auf HPLC, und die Verbindungen werden dansyliert. Die Dansylierung wird durch Trocknen einer Probe der
Emulsion durchgefihrt und durch das Zugeben von 100 pl von 3,5 mg Dansylhydrazin/ml C/M 2/1 und 100 pl
1:4 Essigsaure:C/M 2/1, in dieser Reihenfolge. Die Mischung wird gut gevortext und fir 2 Stunden bei 60°C
inkubiert. Das Reaktionsgemisch wird in der Speedvac getrocknet. Es wird in 500 pl 30% ACN in H,O rekons-
truiert und zweimal bei 14.000 Upm fiir 2 Minuten zentrifugiert. Dann werden die Uberstande in einem Au-
tosampler-Réhrchen gesammelt. Eine Standardkurve wird durch Herstellen von QS21 und QS21-H in einer Mi-
schung erstellt, die die gleichen Verbindungen wie die Emulsion der Studie enthalt.

[0086] Der HPLC-Test wird auf einer Vydac 218TP54 5 um PartikelgréRe C18RP-Saule, 250%4,6 mm laufen
lassen. Die Losungsmittel sind A:H20 + 0,05% TFA (Trifluoressigsaure) und B:Acetonitril + 0,05% TFA. Die
Gradiententabelle ist:

Zeit (min) %A %B
0 70 30
2 70 30

15 50 50

17 50 50

17,1 10 90

19 10 90

21 70 30

25 70 30

[0087] Die FlieRrate betragt 1 ml/min. Die Detektion wird mittels Fluoreszenz gemacht, bei einer Anregung
von 345 nm und einer Emission bei 515 nm. 50 pl von sowohl der Probe und der Standards wird injiziert. Die
Saulenerwarmung wird auf 37°C fiir diese Trennung eingestellt. Die Peaks fiir QS21, QS21-iso und QS21-H
werden auf dem Chromatogramm unterscheidbar.

[0088] Eine Reihe von Proben mit der folgenden Zusammensetzung wurde analysiert:

Zusammensetzung | SB62 SB62c MPL Qs21
SB62 250 upl - 50 pg 50 ug
SB62'! 50 pl - 50 pg 50 ug
SB62c - 250 ul 50 pg 50 ug
SB62'c - 50 ul 50 ug 50 pg

[0089] Der Test fir QS21/QS21-H wurde nach Inkubation der Proben zu verschiedenen zeitlichen Intervallen
und Temperaturen (4°C und 37°C) durchgeflihrt. Die Daten fiir 1 Monat bei 37°C in diesem Modell korrelieren
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gut mit der Stabilitdt von QS21 nach verlangerter Lagerung bei 4°C (z.B. 2 Jahre).
TABELLE 8

HPLC QS21-ASSAY: % DES UBER DIE ZEIT ERZEUGTEN QS21-H

Zusammensetzung 3 Monate 6 Monate 3 Monate (4°C) + 1 Monat (37°C)
(4°C) (4°C) 7 Tage (37°C)

SB62 13 2 % 3% 15 %

SB62' 1% 13 9 % 31 %

SB62c 2 % 2 % 3% 17 %

SB62'c 2% 2 % 3 % 21 %

[0090] Diese Ergebnisse in der oben gezeigten Tabelle zeigen klar (sowohl fir 7 Tage und 1 Monat) die Wir-
kung der Zugabe eines Sterins, in diesem Fall Cholesterin, zum SB62' bei Aufrechterhaltung der Stabilitat von
QS21.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0091] Aus den obigen Beispielen ist klar, dass die vorliegende Erfindung eine Ol-in-Wasser-Emulsion um-
fasst, die vorzugsweise starke Th1-artige Immunreaktionen induziert. Ausfihrungsformen der vorliegenden Er-
findung, wie in den Beispielen beschrieben, schlieBen Zusammensetzungen ein, die eine Ol-in-Wasser-Emul-
sion, ein Saponin und ein Sterin umfassen, dadurch gekennzeichnet, dass ein reduziertes Reaktogenitatsprofil
nach Verabreichung an einen Wirt im Vergleich mit dem Reaktogenitatsprofil induziert wird, das nach Verab-
reichung der gleichen Zusammensetzung beobachtet wird, bei der das Sterin weggelassen wird. Die Zugabe
von Cholesterin beeinflusst jedoch quantitativ oder qualitativ nicht die Immunreaktionen die induziert werden.

Patentanspriiche
1. Impfstoffzusammensetzung, umfassend ein Hepatitis B-Virus-Oberflaichenantigen oder ein Derivat da-
von, eine Ol-in-Wasser-Emulsion und ein Saponin, wobei die Oltrépfchen dieser Ol-in-Wasser-Emulsion Squa-
len und ein Sterin umfassen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Cholesterin, 3-Sitosterin, Stigmaste-
rin, Ergosterin und Ergocalciferol.

2. Impfstoffzusammensetzung, wie in Anspruch 1 beansprucht, wobei das Sterin Cholesterin ist.

3. Zusammensetzung, wie in irgendeinem der Anspriiche 1 oder 2 beansprucht, wobei das Saponin ein
Derivat von QUuilA ist.

4. Zusammensetzung, wie in Anspruch 3 beansprucht, wobei dieses Derivat von QuilA QS21 ist.

5. Impfstoffzusammensetzung, wie in Anspruch 4 beansprucht, wobei das Verhaltnis von QS21:Choleste-
rin im Bereich von 1:1 bis 1:10 (G/G) liegt.

6. Impfstoffzusammensetzung, wie in irgendeinem der Anspriche 4 oder 5 beansprucht, wobei das Ver-
haltnis von Squalen:QS21 im Bereich von 1:1 bis 250:1 (G/G) liegt.

7. Impfstoffzusammensetzung, wie in Anspruch 6 beansprucht, wobei das Verhaltnis von Squalen:QS21
im wesentlichen 48:1 (G/G) ist.

8. Impfstoffzusammensetzung, wie in irgendeinem der Anspriche 1 bis 7 beansprucht, weiter enthaltend
einen oder mehrere andere Immunmodulatoren.

9. Impfstoffzusammensetzung, wie in Anspruch 8 beansprucht, in der einer oder mehrere andere Immun-
modulatoren ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus 3D-MPL und a-Tocopherol.

10. Impfstoffzusammensetzung, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 beansprucht, wobei die Ol-in-Was-
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ser-Emulsion Oltropfchen umfasst, die einen Durchmesser haben, der weniger als 1 Mikrometer betragt.

11. Impfstoffzusammensetzung, wie in Anspruch 10 beansprucht, wobei die Ol-in-Wasser-Emulsion Ol-
tropfchen umfasst, deren Durchmesser im Bereich von 120 bis 750 nm liegt.

12. Impfstoffzusammensetzung, wie in Anspruch 11 beansprucht, wobei die Ol-in-Wasser-Emulsion OI-
tropfchen umfasst, deren Durchmesser im Bereich von 120 bis 600 nm liegt.

13. Impfstoffzusammensetzung, wie in irgendeinem der Anspriiche 1 bis 12 beansprucht, zur Verwendung
als Medikament.

14. Verfahren zur Herstellung einer Impfstoffzusammensetzung, wie in irgendeinem der Anspriiche 1 bis
12 beansprucht, umfassend das Mischen von (a) einer Ol-in-Wasser-Emulsion, wobei die Oltrépfchen Squalen
und ein Sterin umfassen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Cholesterin, p-Sitosterin, Stigmasterin,
Ergosterin und Ergocalciferol; (b) QS21; und (c) eines Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigens oder eines Deri-
vats davon.

15. Verwendung einer Zusammensetzung, wie in irgendeinem der Anspriche 1 bis 12 beansprucht, zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines Menschen, der dafir anfallig ist, unter einer Hepatitis
B-Virusinfektion zu leiden.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig Figur 1 zeigt die Titer der Anti-Hepatitis B-Virus-Antikdrper-
reaktionen (Ig), die sowohl als individuelle Maus-Seren und
als Durchschnitt (21 Tage post II) exprimiert werden

250000
+
+ Titer
200000 - ®Durch-
schnitt]
+
'_‘. -
5160000 .
~
L.
S +
100000 .
3' r : : + +
+ +
o + + !
il L 4
& 60000 + * +
H : ; + *
0 + + + + ~t
0 1 2 3 ]
Gruppen

18/24



DE 698 36 429 T2 2007.09.20

Figur 2 zeigt die Sub-Isotypenverteilung von HBs-spezifischen

IgG im Serum der geimpften Mduse
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Figur 3 zeigt die Ergebnisse einer Analyse der IFN-y-Produktion
durch Milzzellen (Mittelwert der Daten, die mit drei

Pools/Gruppe erzielt wurden)
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Figur 4 zeigt die Ergebnisse der Analyse der IL-5-Produktion
durch Milzzellen (Mittelwert der Daten, die bei drei

Pools/Gruppe erzielt wurden.

= S.L° 10ppim
| S pgim

B Kontrolle Oug

21/24



DE 698 36 429 T2 2007.09.20

Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Analyse der IEFN-y-Produktion

durch ileale Lymphknotenzellen (Mittelwert der Daten, die mit

drei Pools/Gruppe erzielt wurden).

& S.L* 10pgimi
| SL gimi

@ 'Kontrolle Oug

22/24




DE 698 36 429 T2 2007.09.20

Figur 6 zeigt die Ergebnisse der Analyse der IL-5-Produktion
durch ileale Lymphknotenzellen (Mittelwert der Daten, die bei

drei Pools/Gruppe erzielt wurden)
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Figur 7 zeigt die CTL-Aktivitdt von Milz-T-Zellen, die in

vitro fuir 7 Tage mit S,L*-Antigen stimuliert wurden

(Mittelwert %-spezifische Lyse von drei Pools)
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