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(87) D'e Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von hochgereinigtem Influenzavirus und dessen
Verwendung zur Hersteilung von Influenzaimpfstoffen, die auf Grund ihres Reinheitsgrades eine sehr gute
Vertréglichkeit aufweisen. Das Ziel der Erfindung ist ein im industriellen MaRstab einsetzbares Verfahren zur
Gewinnung Inaktivierter Influenza-Vollvirusimpfstoffe, die im wesentlichen nur die Influenzaviren und keine
Eiproteine enthalten, aus vaschinell gewonnenen Rohvirusprodukten. Das Wesen der Erfindung besteht darin,
daB durch eine Kombinatior. der Virusadsorption an Calclumphosphat mit einer Féllung mittels Ammoniumsulfat
in Konzentrationen von 0,3 bis 0,7mol/l und eine anschlieRende Klérzentrifugation und Kiérfiltration eine
intensive Vorreinigung der Rohvirusprodukte durch Abtrennung insbesondere hochmolekularer
Verunreinigungen mit dhnlichen Sedimentationseigenschaften wie Influenzaviren erreicht und elne fiir die
Zonalzentrifugation vorteilhafte, partikelfrele und gereinigte Viruslésung erhalten wird,
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von inaktivierten Influenza-Vollvirusimpfstoffen, die im wesentlichen nur

die kompletten, nicht vermehrungsfahigen Influenzaviren und keine Eiproteine enthalten, durch

Adsorption der virushaltigen Allantoisflissigkeit an Calciumphosphat, Auflésen des erhaltenen

Gels im Dinatriumsalz von EDTA, Kidrzentrifugation, Klérfiitration Gber mit dem Dinatriumsalz von

EDTA Imprégnierten Zelluloseacetat- bzw. -nitratmem branen, DurchfluBzonalzentrifugation im

Rohrzuckergradienten, Inaktivierung mit Formaldehydlésung, Stabilisierung, Einstellung einer

definierten Viruskonzentration und Waeiterverarbeitung zum sterilisierten, monovalenten Virusbulk,

dadurch gekennzeichnet, daR man

~ nach dem Aufl¢sen des Calciumphosphatgels hochmolekulare Verunreinigungen und Urate mit
0,3 bis 0,7 mol/| Ammoniumsulfat fall,

- die Imprégnierung der Zelluloseacetat- bzw. -nitratmembranen mit einer Lésung des
Dinatriumsalzes von EDTA in Konzentrationen von 0,01 bis 1mol/I und hydrolysierter Gelantine in
einer Konzentration von 0,1 bis 0,5% in phosphatgepufferter NaCl-Lésung durchfiihrt,

— dem Influenza-Vollvirusimpfstoff zur Stabilisiorung hydrolysierte Gelatine (im Handel erhiltlich
unter der Bezeichnung Gelafusal) in einer Konzentration von 0,1 bis 0,5% zusetzt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man 0,5mol/l Ammoniumsulfat zusetzt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB8 man zur Imprégnieru ng eine Losung des

Dinatriumsalzes von EDTA von 0,1 mol/l und hydrolysierte Gelatine von 0,2% verwendet,

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal man zur Stabilisierung
hydrolysierte Gelatine in siner Konzentration von 0,2% verwendet.

2
3

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von hochgersinigtem Influenzavirus und dessen Verwendung zur Herstellung
von Influenzaimpfstoffen, die auf Grund ihres Reinheitsgrades eine sehr gute Vertréglichkeit aufweisen.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

2Zur Herstellung von Influenzaimpfstoffen wird bei den bekannten Verfahren von der virushaltigen Allantoisfliissigkeit
embryonierter Hiihnereier ausgegangen. Nach einer stammspezifisch festgelegten Vermehrungsdauer der Influenzaviren wird
die Allantoisfltissigkeit den Hiihnereiern entnommen. Dieser Vorgang wurde in den letzten Jahren im Interesse einer
okonomischeren Impfstoffherstellung weiigehend mechanisiert und teilautomatisiert, Neben der dadurch erreichten
Verminderung des Zeit- und Arbeitskrafteaufwandes stiegen allerdings auch die Anforderungen an die Leistungsféhigkeit der
nachfolgenden Konzentrisrungs- und Reinigungsverfahren, da eine stirkere Verunreinigung der Rohvirusprodukte mit
Bruteibestandtsilen bei maschinellen Ernteverfahren nicht vermieden werden kann. Bei den bekannten Verfahren zur
Herstellung von Influenzaimpfstoffen wird nach einer Klérzentrifugation (ca. 10*g) zur Entfernung zellulérer Bestandteile aus der
Allantoisfliissigkeit des Virus konzentriert und von geldsten Verunreinigungen befreit.

Die Mehrzah! der Impfstoffhersteller verwendet seit den grundlegenden Untersuchungen von REIMER, C.B. et al. {Journal of
Virology 1[1967) 1207-1216) die Zonalzentrifugation in DurchfluBrotoren fiir die groBtechnische Herstellung von
Influenzaimpfstoffen. Die Kapazitét der dabei eingesetzten Rohrauckergradienten und die Reinheit der im Dichtegradignten
angereicherten Virusfraktion kénnen durch sine intensive Vorreinigung des verarbeiteten Rohvirusproduktes verbessert
werden, Die Herstellung wird damit 5konomischer und fihrt zu reineren und besser vertréglichen Impfstoffen (HINZ, J. et al.,
European Symposium of Zonal Centrifugation in Density Gradients, Spectra 2000, 1973, No.4,211-214). Durch eine Vorreinigung
soliten bei weitgehender Erhaltung der Virusaktivitit insbesondere hochmolekuiare Verunreinigungen mit dhnlichen
Sedimentationseigenschaften wie die Influenzaviren (Sedimentationskasffizient, isopyknische Dichte) abgetrennt werden.
Anderenfalls iberlagern derartige Kontaminanten volisténdig oder teilweise die Virusbande im Dichtegradienten. Wichtig ist,
daB die fiir die Vorreinigung angewandten Verfahren nur geringe stammspezifische Differenzen aufweisen, den Bedingungen
einer industriellen Impfstoffherstellung entsprechen und die Verarbeitung maschinell gewonnenener Rohvirusprodukte
(hoherer Grad an Bruteiverunreinigungen) zulassen. Die in den Patentschriften DE 1617635 und US 3485718 beschriebenen
Verfahren einer Virusrainigung durch Adsorption/Elution an Bariumsulfat erweisen sich als technologisch nachteilig, da
wiederholte Sedimentationsvorginge einschlieRlich der Trennung von Sediment und Uberstand zeit- - nd arbsitsaufwendig
sind und ein aseptisches Arbeiten erschweren. Die Riickgewinnung der adsorbierten Virusantigene ist nicht quantitativ und
weist nach eigenen Untersuchungen stammabhéngige Differenzen auf, Die Reinigung und Konzentrierungen von Influenzaviren
mit Polyethylenglykol (PEG)-Fallungen geht auf POLSON (Preparative Biochemistry 4[1974) 435-456) zuriick und ist im Detailin
den Patentschriften GB 1358734, DE 2258300 und DE 2847959 sowie SU 543674 beschrieben. Der mit diesem Verfahren
erreichbare Reinigungseffekt wird durch die Zusammensetzung und Konzentration der Kontaminanten, die bei maschineller
Gewinnung der Rohvirusprodukte einer betréchtlichen Variation unterliegt, bestimmt.

Insbesondere beeinflussen wechselnde Konzentrationen an Lipiden und Lipoproteinen die PEG-Féllung negativ.
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Kombinierte Verfahren, die eine Lipidextraktion mit organischen Lésungsmitteln einbeziehen (DE 2258300), fihren nach
eigenen Untersuchungen zu deutlichen Verlusten an Virusaktivitat,

Als techinologisch nachteilig erwelst sich die mit der PEG-Féllung verbundenae Sedimentation der Prézipitate, die bei siner
industriellen Impfstoffherstellung nur in DurchfluBrotoren kostenaufwendiger Industrieseparatoren zu bewidltigen ist.

Die Reinigung von Influenzaviren durch Adsorption an mineralischen Aluminlumverbindungen wurde von verschiedenen
Autoren untersucht, MILLER u. SCHLESINGER (Journal of Immunology 75 [1956) 156-160) beschreiben ein
adsorptionschromatographisches Verfahren unter Verwendung von Aluminiumphosphat. Neben den Schwierigkeiten,
chromatographische Methoden im industriellen MaBstab einzusetzen (Arbsiten unter aseptischen Bedingungen), wies das
Verfahren reduzisrte Ausbeuten bei der Verarbeitung vor. B-Stémmen auf. DRESCHER {American Journal of Hygiene 74 [1961)
104~118) und SENGBUSCH (FEBS Letters 15 [1971) 78-80) verwendeten Aluminiumoxid bzw. Aluminiumhydroxid und
Aluminiumphosphat fiir Adsorptionen im Batch-Verfahren. SinngemiB gelten hier die fiir die Verwendung von Bariumsulfat
getroffenen Feststellungen, insbesondere erwsist sich die Adsorption aus maschinell gewonnenen Rohvirusprodukten als nicht
reproduzierbar, Das in der Patentschrift DD 114616 beschriebene Verfahren ist filr den vorgesehenen Anwendungszweck nicht
geeignet, da das adsorblerte Virusantigen am n:;neralischen Trdger verbleibt und zur Erhhung der immunogenen Wirkung in
dieser Form zur Anwendung gelangt. Derartige Impfstoffe besitzen nur eine begrenzte Reinheit und Wirksamkeit, die Herstellung
von Vakzinen, die neben zwei Influenzavirus A-Stdmmen sinen B-Stamm sinbeziehen, ist nach diesem Verfahren nicht maglich.
Einen Vorteil gegeniiber den beschrirbenen Adsorptionsmethoden liefert die Adsorption der Virusantigene an
Calciumphosphat. Die Verfahrensweisen sind in den Patentschriftan US 3197 374, US 3316153 und US 3478145 beschrieben.
Calciumphosphatgels kénnen nach erfolgter Virusadsorption im Batch-Verfahren durch Lésungen geeigneter komplexbildender
Verbindungen {Natriumsalze der Ethylendiamintetraessigsiure) geldst werden, was eine vollsténdige Riickgewinnung der
adsorbierten Virusantigene ermdglicht. Die quantitative Adsorption ist durch die Adsorbensmenge zu steuern und konnte fiir
alle bisher untersuchten Virusantigene der Serotypen A und B in entsprechenden Versuchen nachgew.esen werden. Das
Verfahren fiihrt 2u einer Abtrennung von mehr als 90% der niedermolekularen Proteinkontaminanten. Die Entfernung
hochmolekularer Verunreinigungen aus dem Vermehrungssubstrat it §hnlichen Sadimetationseigenschaften wie die
Influenzaviren, gelingt dagegen auch mit dieser Technik nur ungentgend. Neben ihrem EinfluB auf die Reaktogenitat der
Impfstoffe vetursachen derartige Verunreinigungen betriichtliche Aktivititsverluste durch Ausbildung von Gelschichten
(Sekunddrmembranen) bei der Sterilfiltration der gereinigten Viruskonzentrate. Unter ungiinstigen Voraussetzungen kdnnen die
Ausbeuteverluste bis 2u 50% des eingesetzten Virusmaterials betragen,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein im industriellen MaBstab einsetzbares Verfahren zur Gewinnung inaktivierter Influenza-
Vollvirusimpfstoffe, die im wesentlichen nur die Influsnzaviren und keine Eiproteine enthalten, aus maschinell gewonnenen
Rohvirusprodukten.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Erreichung des genannten Zieles so zu entwickeln, daB durch eine
intensive Vorreinigung der Rohvirusprodukte insbesondere hochmolekulare Verunreinigungen mit dhnlichen
Sedimentationseigenschaften wie Influenzaviren wirksam entfernt werden und somit optimale Voraussetzungen fiir eine
maximale Kapazitéitsau~'~stung der Rohrzuckergradienten in der Zonalzentrifugation bei gleichzeitiger hoher Reinhait der
Viruszone im Gradienten geschaffen werden. ErfindungsgemiB wurde gefunden, da durch eine Kombination der an sich
bekannten Adsorption an Calciumphosphat mit einer nachfolgenden Fallung mittels Ammuniumsulfat in Konzentratianen von
0,3bis 0,7 mol/l eine hochwirksame Vorreinigung erfolgt, die zur Abtrennung von vor allem solchen Verunreinigungen fiihrt, die
die gleiche isopyknischa Dichte wie das Influenzavirus aufweisen.

Kombiniert wird diese Féllung mit einer anschlieRenden Kldrzentrifugation im DurchfluBverfahren und Klarfiltration Gber
Zelluloseacetat- baw. Zellulosenitratmembranen, wodurch sine filr die Zonalzentrifugation vorteilhafte, partikelfreie und
gereinigte Viruslésung erhalten wird. ErfindungsgemaB wurde dabei gefunden, daB Virusverluste bei der Klérfiltration durch
Imprégnierung der Membranen mit einer Lésung des Dinatriumsalzes der Ethylendiamintetraessigséure (EDTA) in
Kanzentrationen von 0,01 bis 1 mol/i und hydrolisierter Gelatine in einer Konzentration von 0,1 bis 0,5% in phosphatgepufferter
NaCl-Lésung vermieden werden. Die Vorreinigung mittels Ammoniumsulfatfdliung filhrt dariiber hinaus zu einer vollstandigen
Abtrennung von Verbindungen der Harnsgure {Uraten) aus den Rohvirusprodukten, die anderenfalls die Fraktionen des
Rohrzuckergradienten infolge Diffusion kontaminieren. Die Verarbeitungskapazitit einer Zonalzentrifugation in K 3-Rotoren der
Fa.Elsctronucleonics Inc./USA kann im Ergebnis der erfindungsgemiRen Vorreinigung von iiblicherweise 150 bis 200] (bezogen
auf Volumen der Allantoisfliissigkeit) auf 200 bis 6001 {abhingig von der Viruskonzentration) erhoht werden. Die Bedingungen
fiir die Sterilfiltration der inaktivierten Virusfraktion des Rohrauckergradienten und die Stabilisierung der monovalenten
Virusbulks sowie der Iafluenza-Volivirusimpfstoffe konnten erfindungsgemaR durch Zusatz sines Stabilisators aus
hydrolysierter Gelatine in einer Konzentration von 0,1 bis 0,5% verhessert werden. Gegentiber der Verwendung nativer Gelatine
(CA 987230, US 3880993) besinfluBt dieser Stabilisator nicht die Filtrationskapazitit und schlieBt unerwiinschte
Nebenwirkungen bei don Empfangern der Impfstoffe aus. Der Reinheitsgrad der nach dem beschriebenen Verfahren
hergestellten Influenza-Vollvirusimpfstoffe betrégt bei einer Himagglutininkonzentration von 35 kg pro impfdosis 14 bis 20ug
Proteinstickstofi pro Impfdosis. Der von der Weltgesundheitsorganisation empfohlene Maximalwert von 50 g Proteinstickstoff
pro Impfdosis (Technical Report Series 638, WHO, Genf 1979) wird damit deutlich unterschritten.
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Aus{ithrungsbeisplel

2001 influenzavirushaltige Allantolsfliissigkeit werden unter Rihren mit 5,281 Na;HPO,-Ldsung (0,5mol/l) und 4,801 CaCl,-
Lésung (0,5mol/1) versetat. Nach Sedimentation des gebildeten Calciumphosphatgels und Abpumpen dos Uberstandes wird das
Gel in dem der Calciumphosphatmenge entsprechenden stéchiometrischen Volumen von 10,01 einer Lésung des
Dinatriumsalzes von EDTA (0,26 mol/l), die auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt wurde, aufgelsst. Aus der teilgereinigten und
konzentrierten Viruslésung werden hochmolekulare Verunreinigungen und Urate durch Zugabe siner auf pH 7,2 eingesteliten
(NH4)2804-L6sung (4moal/l) bis zu einer Endkonzentration von 0,3mol/l (NH,);S0, ausgefillt. Durch eine anschlisBende
Klérzentrifugation im DurchfluBvertahren (CEPA-Zentrifuge 281G, 17000, 1001/h) und Klérfiltration Uber mit einer
Imprégnierldsung gesplte Zelluloseacetatmembranen wird die vorgereinigte Virusl8sung in eine fir dia nachfolgende
DurchfluBzonalzentrifugation gesignete partikelfreis, gereinigte Form tberflhrt. Als Impréignierldsung wird eine
phosphatgepufferte NaCl-Lésung, pH 7,2 mit Zusétzen von 0,1 mol/| EDTA-Na, und 0,2% hydrolysierter Gelatine eingesetzt, Die
Ultrazentrifugation wird in einem DurchfluBzonalrotor (K 3-Rotor, Ultrazentrifuge Modell K Mark I, 35000min~") durchgefihrt,
der mit einem Rohrzuckergradienten (0-60% Saccharose) beladen wurde. Die DurchfluBgeschwindigkeit wird mittels einer
Peristaltikpumpe auf 121/h eingestellt, Nach Abschlug der Zentrifugation wird der virushaltige Gradient fraktionsweise
gesammelt,

Die Virusfraktionen liegen im Konzentrationsbereich von 38 bis 48% Saccharose. Fiir die Weitarverarbeitung zum monovalenten
Impfstoffkonzentrat werden die Virusfraktionen verelnigt (ca. 0,51), mit Formaldehyd inaktiviert {0,026%, 72 h, 4°C), mit
phosphatgepufferter NaCl-Losung, pH 7,2 auf eine Konzentration von ca. 100 ug Himagglutinin/mlverdtnnt, mit hydrolysierter
Gelatine (Endkonzentration: 0,2%) versetzt und sterilfiltriert.
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