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Beschrieben wird eine Influenzavirus-Vakzine, enthal-
tend ein aus Zellkultur gewonnenes Influenzavirus-Antigen
mit einem Influenzavirus-Antigengehalt zwischen 1 pg und
5 ug/Dosis und Aluminiumverbindungen als Adjuvans so-
wie Verfahren zu deren Herstellung.
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Die Erfindung betrifft eine Influenzavirus-Impfstofizusammensetzung mit einem reduzierten In-
fluenzavirus-Antigengehalt und Aluminium als Adjuvans. Desweiteren betrifft die Erfindung die Ver-
wendung der Impfstoffzusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels und zur Induktion
einer effektiven Immunantwort in héheren Wirbeltieren, insbesondere beim Menschen.

Influenza-Virusinfektionen stellen ein immer héheres gesundheitliches Risiko insbesondere bei
alteren Menschen und bei Personen mit chronischen Krankheiten dar, da die Infektion bei diesen
Personengruppen oftmals zu einer erhohten Mortalitatsrate fuhrt. Seit der Einfithrung einer inakti-
vierten Influenza-Vakzine, enthaltend inaktiviertes Virusmaterial aus infizierten bebriiteten Hithner-
eiern, in den 40iger Jahren ist das Risiko und der Verlauf der Infektion, sowie die Mortalitatsrate bei
alteren Menschen gesunken.

Die Gesundheitsbehorden empfehlen fur eine effektive Vakzine, die ein positives Verhaltnis
zwischen Vakzindosis und IgG-Antikérperantwort ergibt, eine Vakzindosis zwischen 10 ug bis
15 ug HA (Hamagglutination) -Antigen pro Dosis.

Die kurzfristige Herstellung von grofen Antigenmengen zur Vakzinproduktion bei einer Pan-
demie, insbesondere mit der bisher eingesetzten Methode tber bebritete Hihnereier, ist nicht nur
sehr arbeitsintensiv und erfordert die Bereitstellung groRer Mengen an Eiern, sondern erfordert
aufgrund der kurzen Zeitintervalle von der Identifizierung des Virustyps bis zur Bereitstellung des
Impfstoffs einen groRen logistischen Aufwand. Zudem wird es in Zukunft durch ein erhéhtes Be-
wuBtsein, insbesondere Risikogruppe rechtzeitig zu impfen, zu einer erhdhten Nachfrage fir eine
effektive Vakzine kommen.

Die derzeit geschatzte Effizienz einer humanen Influenzavirus-Vakzine liegt im Bereich zwi-
schen 30% und 80%. Um die Effizienz zu erhohen, wurde vorgeschlagen, die Impfstoffdosis zu
erhéhen. Untersuchungen von Palache et al. (1993, Vaccine 11:3-9) und Palache et al. (1993,
Vaccine 11:892-908) zeigen jedoch, daB die Erhdhung der Vakzindosis nicht immer eine adaquate
Methode ist, die Antikorperantwort und die Protektivitat zu erhdhen, da das AusmaR der Immun-
antwort sehr stark vom Antigen abhéngt. Es wurde zwar gefunden, daR eine Tendenz zu einer
erhdhten Immunantwort besteht, wenn eine héhere Antigendosis eingesetzt wird, die jedoch ober-
halb eines Bereiches von 10 pg bis 15 pg weniger ausgepragt ist, und die durch die hohe
Impfstoffdosis verursachten Nebenwirkungen oftmals nicht rechtfertigt.

Andere Ansatze zur Erhéhung der Immunantwort, insbesondere bei diteren Menschen, galten
dem Einsatz von zusétzlichen Adjuvantien. Antigenpraparationen enthaltend Mineraldl-Emulsio-
nen zeigten dabei zwar eine verbesserte Immunantwort gegentiber nicht-adjuvantierten Vakzinen,
aber auch erhohte Nebenwirkungen (Fukumi et al., 1967, In: Symposium Series. immunobiology
Standard, Vol. 6: 237 ff., Karger, Basel, New York). Das einzige fur die Anwendung am Menschen
zugelassene Adjuvans, Aluminium, zeigte in klinischen Studien am Menschen keine Verstérkung
der Immunogenitat von Influenzavirusantigen, obwohl die Immunantwort bei M&usen durch das
Adjuvans verstarkt war (Davenport et al., 1968, J. Immunol. 100: 1139-1140, Nicholson et al.,
1979, J. Biol. Stand. 7:123-136, Bachmayr et al., 1976, Split and subunit vacccines. In: Influenza:
Virus, Vaccines, Strategy (Ed. Selby, P.) Academic Press, New York, pp. 149-152, Jennings et al.,
1981, J. Hyg. 81:1-16). Untersuchungen von Skea et al. (1993, Vaccine 11:1018-1026) zur Erhé-
hung der Immunantwort gegeniiber einer Influenzavirus-Vakzine zeigten ebenfalls, dal} Alumini-
umverbindungen alleine schwache Adjuvantien fur Influenzavirus-Antigen sind. Skea et al. supra
konnten jedoch durch Erhéhung der Adhasion von HA-Antigen an Aluminium durch spezifische
anti-Influenzavirus-HA-Antikorper eine 1500-fach héhere Immunogenitat in M&usen und eine um
5-fach erhéhte Immunogenitat in Kaninchen im Vergleich zu Aluminium alleine erzielen. Sie folger-
ten daraus, daR die Adjuvansaktivitst von Aluminium entscheidend durch die Verstarkung der
physikalischen Adhasion zwischen Antigen und Adjuvans erhéht werden kann. Daten fur Versuche
an hoheren S&ugern oder Menschen wurden jedoch nicht gezeigt.

Es wurde eine Reihe von Untersuchungen zur Austestung von Adjuvantien mit einer akzep-
tablen Reaktivitét durchgefiihrt. So wurden immunstimulierende Komplexe (ISCOMS™)  Ol-in-
Wasser- Adjuvantien (Coulter et al., 1998, Vaccine 16: 1243-1253), Vaxcel™, TiterMax™, Syntex,
AIPQ,, Freund's komplettes und inkomplettes Adjuvans (Robuccio et al., 1995 Lab. Animal Sci.
45:420-426), Poly(amidoamin)-Dendrimer (WO 97/28809) und MF59 (Keitel et al., 1993, Vaccine
11:909-913, Martin, 1997, Biologicals 25:209-213) auf ihre Adjuvans-Aktivitat auf Influenzavirus-
HA-Antigen getestet. Es zeigte sich, daR die eingesetzten Adjuvantien in unterschiedlichem
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AusmaR die Immunantwort verstarken. Andererseits verursachen sie auch, abhangig von der
eingesetzten Adjuvanskonzentration, mehr oder weniger heftige Nebenwirkungen.

Ein weiteres Problem bei der Vakzinierung insbesondere von Hochrisiko-Gruppen, wie Allergi-
kern und Asthmapatienten mit konventionellem Influenzavirus-impfstoff aus Hithnereiern besteht
darin, daR diese Personen besonders haufig Nebenwirkungsreaktionen, wie allergische Reaktio-
nen gegen HuhnereiweiRproteine zeigten. Oftmals war auch eine geringe Menge an Hihnereiweil
ausreichend, um lebensbedrohliche, hypersensitive, allergische Reaktionen auszuldsen. Es wurde
daher zu einer allgemein Ublichen Praxis, die Influenzavirus-Vakzine 1:10 zu verdinnen, um die
mit dem Impfstoff verabreichte Menge an Hiihnereiwei-Proteinen zu reduzieren. Untersuchungen
von Guarnaccia et al. (1990, Ann. Allergy 65:218-221) zeigen jedoch, daf die Herabsetzung der
normal verabreichten Menge an Influenzavirus-Antigen auch zu einer starken Reduktion der Im-
munantwort fuhrt, und empfehlen daher diese Praxis der Antigenmengenreduktion nicht durchzu-
fuhren, da damit kein ausreichender Schutz der Patienten gegen eine Virus-Infektion gesichert ist.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Impfstofizusammensetzung, die die
oben beschriebenen Nachteile, wie hohe Antigendosis, Nebenwirkungen-auslésende Adjuvantien
oder allergische Reaktionen gegen HiihnereiweiR-Proteine nicht aufweist, zur Verfiigung zu stellen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemaf geldst durch Zurverfagungstellen einer Influenzavirus-
Vakzine, enthaltend aus Zellkultur gewonnenes Influenzavirusantigen, mit einem Influenzavirus-
Antigengehalt von maximal zwischen 1 pg und 5 pg Influenzavirus-Antigen/Dosis und Aluminium-
verbindungen als Adjuvans.

Es wurde analog zu den Ergebnissen von Guarnaccia et al. (1990, Ann. Allergy 65:218-221)
gefunden, daR eine Reduktion der Influenza-Antigenmenge in einer Impfstoffdosis auch zu einer
verminderten Immunantwort bei Méusen fihrt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Davenport et al. (1968, J. Immunol. 100:1139-1140, Hjorth et al., 1897, Vaccine 15:541-546)
konnte ebenfalls gezeigt werden, dal bei einer Impfstoff Zusammensetzung, enthaltend uber
konventionelle Methoden aus infizierten bebriiteten Huhnereiern isoliertes Influenzavirusantigen
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Aluminium als Adjuvans, der HA-Titer verstarkt wird. Die Zuga-
be von Aluminium fiihrte jedoch auch bei einer Impfstoffdosis mit einem stark reduzierten Antigen-
gehalt auf 1/10 der normalerweise ausreichenden Antigenmenge (1,5 pg) zu einem gleich hohen
HA-Titer wie der Impfstoff, enthaltend die 10-fache Antigenmenge (Tabelle 1).

Uberraschenderweise wurde jedoch gefunden, da die gleiche Menge eines Antigens des glei-
chen Influenzavirus-Stammes, isoliert aus einer mit Influenzavirus infizierten Zellkultur, einen
2-fach héheren Antikérpertiter induziert als Antigen, isoliert aus Huhnereiern. Zudem konnte ge-
zeigt werden, daf die Zugabe von Aluminium in einer Praparation, enthaltend aus Zellkultur isolier-
tes Antigen, die Immunantwort des Antigens bei einer normal hohen Antigendosis nicht oder nur
unwesentlich verstarkt, wahrend bei Immunisierung mit einer Praparation, enthaltend eine weitaus
geringere Dosis dieses Antigens und Aluminium als Adjuvans, der HA-Titer sogar uber dem mit der
héheren Antigendosis lag (Tabelle 1) und damit zu einer verstérkten Immunantwort fuhrt.

Die Adjuvans-Aktivitat von Aluminium ist daher bei Influenzavirusantigen, isoliert aus Zellkultur,
wesentlich hdher als bei einem Antigen, isoliert aus bebriteten Eiern. Dies war insbesondere daher
tiberraschend, da in der Fachwelt aligemein bekannt war, daf’ die Immunantwort bei einem Anti-
gengehalt von < 10 ug Antigen/Dosis stark reduziert ist (Guarnaccia et al., 1990, Ann. Allergy
65:218-221) und daR Aluminium nur einen schwach adjuvantierenden Effekt auf Influenza-Antigen
hat.

Zudem war noch unerwartet, dafl insbesondere mit einer Influenzavirus-Antigenpraparation,
hergestellt aus gereinigtem Antigen aus Zellkultur, und der Kombination von reduziertem Influen-
zavirus-Antigengehalt und Aluminium als Adjuvans, eine wesentlich héhere Immunantwort erreicht
wird im Vergleich zu einer Praparation mit einem Gehalt von > 10 ug Antigen/Dosis ohne Adjuvans.
Die Immunogenitét des aus Zellkultur isolierten Influenzavirusantigens konnte durch Reduktion des
Antigengehalts im Impfstoff und durch Anwesenheit von Aluminium als Adjuvans um das 10-fache
gesteigert werden.

GemaB einem besonderen Aspekt der Erfindung enthalt die erfindungsgemafRe Influenzavirus-
Vakzine einen Gehait von 1 pg bis 2,5 ug Antigen/Dosis. Besonders bevorzugt enthélt die
erfindungsgemaRe Vakzinformulierung 1,5 pg Influenzavirusantigen/Dosis.

Die erfindungsgemaRe Influenzavirus-Vakzine enthalt Aluminium vorzugsweise in Form von
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Aluminiumhydroxid (Al(OH)3) oder Aluminiumphosphat (AIPQ,). Die Konzentration des Aluminiums
kann dabei vorzugsweise mit einer Endkonzentration von 0,05%- bis 0,5% in der Vakzinformulie-
rung vorliegen.

Der besondere Vorteil der erfindungsgemafien Vakzinformulierung liegt neben der erhthten
Immunogenitat der Préparation auch darin, daf sie (i) durch den reduzierten Antigengehalt und (ii)
durch Verwendung eines Adjuvans, das (ber lange Jahre erprobt und seine Verwendung am
Menschen zugelassen ist, fast volistandig nebenwirkungsfrei ist.

Zudem kénnen aus einer normalerweise fir eine Impfdosis notwendigen Antigenmenge bis zu
10-mal soviel Impfdosen hergestellt werden (15 ng/Dosis vs. 1,5 pg/Dosis). Dies reduziert nicht nur
den fir die Antigenproduktion notwendigen industriellen Aufwand, sondern I6st auch die méglichen
bei einer Pandemie auftretenden Probleme der schnellen Bereitstellung von mehreren Millionen
Impfdosen.

Es konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung nicht nur gezeigt werden, dal die erfin-
dungsgemaRe Vakzine in Mausen eine verbesserten Immunantwort induziert, sondern es wurde
auch in Versuchen mit Schimpansen gezeigt, daB die erfindungsgemaRe Vakzinpraparation auch
bei hoheren Saugern wirkt. Dies war insbesondere deshalb tberraschend, da nicht zu erwarten
war, dal (i) das Immunadsorbens Aluminium einen immunverstarkenden Effekt in héheren S&u-
gern aufweist und (ii) daR® die Reduktion des Antigengehalts eine wesentlich héhere Immunantwort
in Schimpansen auslést. Durch diese Versuche wurde ebenfalls gezeigt, da die erfindungsge-
mafle Praparation fast véllig nebenwirkungsfrei ist.

Es wurde insbesondere gefunden, dall die mit der aus Zellkultur gewonnenen, gereinigten In-
fluenzavirus-Antigenpraparation, nicht nur alle fur eine effektive Virus-Vakzine notwendigen Krite-
rien gemal den CPMP-Richtlinien erfullt, sondern dal das Antigen im Impfstoff im Vergleich zu
einem konventionellen Impfstoff aus Eiern auch eine wesentlich hthere Immunogenitat aufweist
und zudem die fur mogliche allergische Reaktionen verantwortlichen Hihnereiwei-Proteine nicht
enthélt.

Die Versuche zeigen auch, daR der Anstieg des HA-Titers bei Schimpansen, immunisiert mit
Influenzavirusantigen, isoliert aus Zellkultur, nicht nur wesentlich héher war als bei Tieren, die mit
konventionellem Impfstoff bei gleicher Antigendosis immunisiert wurden, sondern auch, dal die
Immunantwort bei Immunisierung mit einem Impfstoff mit einer geringeren Antigenmenge (1-5 nug
Antigen/Dosis) und Adjuvans der HA-Titer nach 90 Tagen teilweise ein Drittel bis fast doppelt so
hoch war wie bei der hoheren Antigenmenge ohne Adjuvans (Tabelle 4).

GemaR einem besonderen Aspekt der Erfindung enthalt die erfindungsgemaRe Vakzine vor-
zugsweise Influenzavirusantigen, hergestellt und isoliert aus einer Influenzavirus-infizierten Zell-
kultur. Die Zellkultur kann dabei eine in serum- oder proteinfreiem Medium gezuchtete Vero-Zell-
kultur sein, wobei Influenzavirusantigen vorzugsweise gemafR dem in WO 96/15231 beschriebenen
Verfahren gewonnen wird. Eine derart erhaltene Influenzavirus-haltige Lésung wird nach erfolgter
Reinigung mittels kontinuierlicher Dichtezentrifugation im Gradienten und DNAse-Behandiung als
gereinigte, konzentrierte Virusantigen-Praparation erhalten. Diese konzentrierte Praparation kann
fur die weitere Herstellung der erfindungsgeméRen Vakzine eingesetzt werden.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung umfaRt ein Verfahren zur Herstellung einer Influenzavirus-
Vakzine fir hdhere Sauger, insbesondere fir Menschen, umfassend die Schritte
- Infizieren einer Zellkultur mit Influenzavirus
- Kultivieren der infizierten Zellen
- Ernten der produzierten Viren
- Reinigen der Viruspraparation
- Herstellen einer konzentrierten Viruspraparation
- Verdunnen der Viruspréaparation auf einen Antigengehalt zwischen 1 ug bis 5 ug Antigen pro

Dosis und Zugabe von Aluminiumverbindungen als Adjuvans in einer Aluminiumendkonzentra-
tion zwischen 0,05% bis 0,5%.

Die Herstellung des influenzavirusantigens fur die Vakzine erfolgt dabei vorzugsweise in einer
serum- oder proteinfrei geziichteten VERO-Zellkultur wie gemaR WO 96/15231 beschrieben. Die
mit Influenzavirus-infizierten Zellen werden bis zum gew(inschten Virustiter kultiviert und die Viren
aus dem Kuituriiberstand isoliert. Besonders wichtig ist dabei die Reinigung der gewonnenen
Viruspraparation. Hierbei hat sich insbesondere ein Reinigungsverfahren umfassend die Schritte
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eines Saccharose-Gradienten, DNAse-Behandiung und Dia- und Sterilfiltration als geeignet ge-
zeigt. Die derart gereinigte Praparation induziert auch nach Verdinnen auf 1/10 des in einer kon-
ventionellen Impfstoffdosis verabreichten Antigengehalts und Adjuvantieren mit Aluminium eine
noch héhere Immunantwort als die nicht-adjuvantierte Vakzinpraparation mit einem normalerweise
als effektiv erachteten Antigengehalt von 15 pg Antigen/Dosis.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung umfaft die Verwendung einer Influenzavirus-
Praparation mit einem Antigengehalt von maximal zwischen 1 pg und 5 pg Antigen/Dosis und
Aluminiumverbindungen als Adjuvans zur Herstellung einer Vakzine zur Prophylaxe von Influenza-
virus-Infektionen.

Besonders bevorzugt ist dabei die erfindungsgemafe Verwendung zur Verhinderung einer In-
fluenzavirus-Infektion bei Menschen. Da durch die Abwesenheit von Ei-spezifischen Proteinen
auch die Wahrscheinlichkeit einer allergischen Reaktion gegen diese Proteine ausgeschlossen ist,
ist der erfindungsgemaRe Impfstoff insbesondere fur die Anwendung bei Personengruppen die zu
einer Hochrisiko-Gruppe gehoren, wie etwa Asthmatiker, Allergiker, aber auch bei Menschen mit
Immunsuppression und bei diteren Menschen, geeignet.

Aufgrund der im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgeftihrten Versuche an Schimpan-
sen wurde festgestellt, da insbesondere aus einer Zellkultur gewonnenes Influenzavirus-Antigen,
adjuvantiert mit Aluminium, eine verbesserte Inmunantwort auslést und daher ein besseres iImmu-
nogen darstellt als ein durch konventionelle Methoden hergestelites Antigen. Zudem bietet der
erfindungsgemaRe Impfstoff den Vorteil, dal er in einer Huhnereiweilk-Protein-freien Form vorliegt
und daher die damit verbundenen Nebenwirkungen nicht aufweist. ‘

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele naher erlautert, ohne jedoch auf die
Beispiele beschrankt zu sein. Es zeigen:

Tabelle 1: HA-Titer von gepoolten Mausseren nach Vakzinierung mit Influenza A- oder B-
Virus-Praparationen, gewonnen aus infizierten Zellkulturen oder bebruteten Eiern.

Tabelle 2: Serokonversion von Schimpansen nach Immunisierung mit verschiedenen Influen-
zavirus-Vakzinpraparationen.

Tabelle 3: Geometrisches Mittel des HA-Titers (GMT) von Schimpansen nach Immunisierung
mit verschiedenen Influenzavirus-Vakzinpraparationen.

Tabelle 4: Anstieg des GMT bei Schimpansen nach Immunisierung mit verschiedenen Influ-
enzavirus-Vakzinpraparationen.

Tabelle 5: Protektiver Titer von Schimpansen nach immunisierung mit verschiedenen Influen-
zavirus-Vakzinpraparationen.

Beispiele :

Beispiel 1:
Herstellen einer influenzavirus-impfstoffpriparation

Influenzavirus wurde aus proteinfreier Vero-Zellkultur, infiziert mit Influenza A- oder B-Virus-
stamm, gemaR WO 96/15231 oder aus Allantoisflissigkeit von infizierten bebruteten Huhnereiern
gewonnen.

Zur Herstellung einer Influenzaviruspréparation aus Zellkultur wurde der Uberstand einer infi-
zierten Vero-Zellkultur mit Formalin (Endkonzentration 0,025%) versetzt und die Viren bei 32°C fur
24 Stunden inaktiviert. Dieses Material wurde durch zonale Zentrifugation in einem kontinuierlichen
0-50% Saccharose-Gradienten, DNAse-Behandiung, Diafiltration und Sterilfiltration gereinigt. Das
gereinigte Material wurde bei -70°C gelagert. Das Endprodukt wurde auf Restkontaminationen
getestet und pro Dosis wurden folgende Kriterien festgelegt:

Hamagglutiningehalt: > 15 ug HA pro Stamm
Proteingehalt: <250 ug
Saccharosegehalt: <200 mg
Formalingehalt: <5ug
Benzonasegehalt: <6ng

Rest-DNA (VERO): <100 pg
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Endotoxingehalt; <100 EU

Pyrogen: frei

Beispiel 2:

Einflug von Al (OH) ; auf die Inmunogenitit von verschiedenen Influenzavirus-Impfstoff-
Préaparationen

Die isolierten Antigen-Praparationen aus Beispiel 1 wurden in PBS bis zu einem HA-Antigen-
gehalt von 15 ug/mi verdiinnt und gegebenenfalls mit A(OH); bis zu einer Endkonzentration von
0,2% adjuvantiert. Zur Herstellung einer Impfstoffpraparation von 1,5 pg wurde die Losung entspre-
chend mit PBS enthaltend Al(OH); verdinnt.

Jeweils 10 Mause wurden mit 1 ml der entsprechenden Praparation von 15 pg bzw. 1,5 ug
Influenzavirus-HA-Antigen, jeweils mit und ohne Ai(OH); als Adjuvans immunisiert. Nach 4 Wochen
wurde den Mausen Blut entnommen und anschlieRend die Mause geboostert. 2 Wochen nach dem
Booster wurden die Tiere entblutet. Das erhaitene Serum wurde im Influenza A- bzw. B-Virus-
Hamagglutinations-Test (HAI-Titer) nach der Methode von Palmer et al. (1977, Advanced labora-
tory technicals for immunological diagnostic, U.S. Dept. Health. Ed. Welfare. P.H.S. Atianta, Immu-
nology Ser. No. 2, A Procedural guide to the Performance of Rubella Hemagglutination - Inhibition
Tests, p. 3-64).

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse des Experiments mit der Influenza A Virus-Stamm Johannes-
burg (A(H3N2)-Préparation und influenza B Virus-Stamm B/Harbin-Préaparation aus Vero-Zellkultur
und NIB 34 (HG Johannesburg) aus Allantoisflussigkeit zusammengefat. Das Serum der einzel-
nen Mause der verschiedenen Gruppen zu den Zeitpunkten nach 4 und 6 Wochen wurde gepoolt
und der Antiktrper-Titer mittels HAI-Test bestimmt.

Die Adjuvantierung mit Al(OH); fuhrte bereits nach 4 Wochen sowohl bei der geringeren als
auch bei der héheren Antigendosis zu einem héheren Titeranstieg. Die geringere Dosis von 1,5 ng
HA-Antigen adjuvantiert mit Al(OH); ergab dabei sogar einen gleich hohen Titer wie die héhere
Dosis, enthaltend 15 ug Antigen.

6 Wochen nach Immunisierung zeigten die Mause, die mit einer aus Zellkultur gewonnenen
Impfstoffpréparation mit der héheren Antigendosis von 15 nug geimpft worden waren, mit und ohne
Adjuvans den gleichen Titer. Die Praparation enthaltend eine 10-fach geringere Dosis von 1,5 ug
und AI(OH), fithrte nicht nur im Vergleich zum nicht-adjuvantierten Antigen, sondern auch gegen-
Uber der adjuvantierten héheren Antigendosis zu einem wesentlich héheren HA-Titer. In der Prapa-
ration, enthaltend die hthere Dosis von Antigen, isoliert aus Zellkultur, hatte Aluminium keinen
immunverstarkenden Effekt. Bei der Praparation isoliert aus Allantoisflissigkeit hatte Al(OH); nur
einen geringen Einflul auf die immunantwort 6 Wochen nach Immunisierung, wogegen ein Titer-
anstieg bei der adjuvantierten Vakzine mit geringer Antigendosis festgestellt wurde.

Die Daten zeigen damit in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Davenport et al. (1968,
J. Immunol. 100: 1139-1140), daR Aluminium einen immunverstarkenden Effekt bei Mausen auf
Influenza-Antigen aus Allantois hat.

Es war jedoch nicht zu erwarten, daf durch Herabsetzen der Antigenkonzentration auf 1/10 der
,hormalen‘ Dosis und Zugabe von Al(OH); die Immunantwort gleich hoch der mit der 10-fachen
Dosis ist bzw., dall der Titer nach Immunisierung mit aus Zellkultur gewonnenem Antigen sogar
noch tiber den der hdheren Antigendosis mit AI{OH); ansteigt.

Tabelle 1:
HA-Titer von gepoolten Mausseren nach Vakzinierung mit Influenza A- oder B-Virus-
Prdaparationen gewonnen aus Zellkultur oder bebriiteten Eiern

Gruppe Antigen Herkunft | Dosis (ug) | Adjuvans HAI-Titer
4 Wochen | 6 Wochen
A Al/Johannesburg | VERO 15 320 1280
B A/Johann&eburg VERO 15 160 320
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Gruppe Antigen Herkunft | Dosis (ug) | Adjuvans HAI-Titer
4 Wochen | 6 Wochen
Cc AlJohannesburg | VERO 15 Al(OH), 640 1280
D AlJohannesburg VERO 1,6 Al(OH)4 640 2560
E B/Harbin VERO 15 nb.* 320
F B/Harbin VERO 1,6 n.b. 160
G B/Harbin VERO 15 Al(OH)3 n.b. 320
K B/Harbin VERO 1,6 Al(OH), n.b. 640
I NIB 34 Allantois 15 160 640
J NIB 34 Allantois 1,5 160 320
K NIB 34 Allantois 15 Al(OH)3 640 1280
L NIB 34 Allantois 1,5 Al(OH), 640 1280

* n.b. nicht bestimmt

Beispiel 3: :
Untersuchungen zur Langzeit-immunitit von Schimpansen nach Verabreichung von
Influenzavirus-Vakzine

Die Ergebnisse aus Beispiel 2 zeigen einen dramatischen Anstieg der Immunantwort bei Mau-
sen nach Immunisierung mit einer Vakzinpraparation mit einem reduzierten Antigengehalt enthal-
tend Al(OH); als Adjuvans. Daher wurden weitere Untersuchungen durchgefiithrt, ob dieser Effekt
auch bei héheren Saugern zu finden ist. Dazu wurde eine Langzeit-Studie bei Schimpansen durch-
gefuhrt.

Die Studie zur Langzeit-Immunitdt von Schimpansen nach Verabreichung einer Influenza-
Ganzvirusvakzine wurde an 4 Gruppen von insgesamt 44 Schimpansen durchgefithrt. Dazu wurde
jede Gruppe folgendermafen immunisiert;

Gruppel: 13 Schimpansen wurden mit einer Influenza-Vakzinpraparation aus einer Vero-
Zellkultur mit jeweils 15 ug pro Stamm immunisiert.

Gruppe ll: 6 Schimpansen wurden mit einer Influenza-Vakzinpraparation aus einer Vero-
Zellkultur mit jeweils 5 png pro Stamm und Al(OH); als Adjuvans immunisiert.

Gruppe lll: 13 Schimpansen wurden mit einer Influenza-Vakzinpraparation aus einer Vero-
Zellkultur mit jeweils 1,5 pg pro Stamm und Al(OH); als Adjuvans immunisiert.

Gruppe IV: 13 Schimpansen wurden mit einer aus Allantoisfliissigkeit von bebrlteten Eiern
gewonnenen Influenzavirus-Praparation mit 15 ug pro Stamm immunisiert.

Blutproben wurden von den 44 Schimpansen nach 0, 10, 30 und 90 Tagen nach Vakzinierung
entnommen. Nach einer RDE (receptor destroying enzyme)-Behandlung wurden die Schimpansen-
Seren fur 45 Minuten bei 56°C inaktiviert und auf anti-Hamagglutinations-Antikérper gegen Infiuen-
zavirus-Wildtypstamm Texas 36(A(H1N1), Nanchang (A/H3N2) und B/Harbin (B) mittels Hamag-
glutinationstest getestet. Die Interpretation erfoigte Uber die CPMP -Richtlinien (Committee for
Propietary Medicinal products (CPMP): Note for Guidance on Harmonisation of Requirements for
Influenza Vaccines (CPMP/BWP/214/96) , 17. July 1996: 20-21). Entsprechend den Richtlinien
muB eine effektive Vakzine mindestens eines der folgenden Kriterien erfiillen:

Prozent der Serokonversion (> 40) oder ein signifikanter Anstieg des anti-Hamagglutinations-
titers (Tabelle 2) > 40%.

Anstieg des GMT (geometrischen Mittel des Titers) um > 2,5 (Tabelle 3 und 4).

Der Anteil von Subjekten, die einen HAI-Titer von > 40 (Protektionstiter) erreichen, sollite > 70%
sein (Tabelle 5).

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 2 bis 5 zusammengefallt und zeigen, dal ebenso wie die
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konventionelle Vakzine aus Allantoisflussigkeit die aus Vero-Zelikultur gewonnene Influenzavirus-
Préparation alle 3 Kriterien der CPMP-Richtlinien erfiillt. Die aus Vero-Zellkultur gewonnene Impf-
stoffpréparation ist daher nicht nur genauso immunogen wie die aus Allantoisflussigkeit, sondern
zeigt aufgrund der Daten auch eine héhere Immunogenitat.

Zudem zeigte sich Uberraschenderweise, dafl eine aus Vero-Zellkultur gewonnene Praparati-
on, die 1: 3 (5 ug pro Stamm) oder 1 : 10 (1,5 ug pro Stamm) verdiinnt und mit Al(OH); adjuvan-
tiert ist, ebenfalls alle 3 Kriterien ab Tag 30 und 90 nach Immunisierung erfllt.

So zeigt insbesondere Tabelle 2, dal 30 Tage nach immunisierung die Schimpansen, die mit
einer gereinigten Influenzavirus-Vakzinpréparation aus Zellkultur geimpft wurden, eine héhere
Serokonversion im Vergleich zu denen, die mit konventionell hergestelitem Impfstoff aus Allantois
geimpft wurden, aufweisen. Besonders Uberraschend war zudem, daR bei der Praparation mit
einer geringeren Antigendosis (5 pg bzw. 1,5 ug), enthaitend Al(OH); als Adjuvans, die Serokon-
version am hdchsten war.

Die Tendenz, daf die Immunantwort bei Schimpansen, immunisiert mit einer Vakzinpraparati-
on mit einer geringeren Antigendosis und einer Aluminiumverbindung als Adjuvans, héher ist als
bei den Tieren, die eine ,normal" hohe Antigendosis ohne Adjuvans erhalten haben, ist auch tiber
den Anstieg des HA-Titers festzustelien (Tabelle 3 und 4). Dabei ist eindeutig ein doppelt so hoher
Anstieg des HA-Titers nach 30 Tagen bei Influenzavirus-An-tigen, isoliert aus Zellkultur, im Ver-
gleich zu Antigen aus Allantoisflissigkeit nachzuweisen, wobei dieser Effekt bei geringer Antigen-
dosis plus Adjuvans noch wesentlich deutlicher ausgepragt ist (Tabelle 4). 90 Tage nach Immuni-
sierung war der Anstieg des GMT mit der aus Zellkultur gewonnenen, gereinigten Impfstoffprépara-
tion fast doppelt so hoch wie der des konventionellen Impfstoffes.

Vergleiche der Immunogenitat von Influenzavirusantigen-Praparationen, isoliert aus Allantois-
flussigkeit von bebriteten Eiern, oder aus einer Vero-Zellkultur zeigten, dall das aus Zellkuitur ge-
wonnene Antigen eine 2- bis 4-fach héhere Immunogenitat als das aus Allantoisflussigkeit auf-
weist.

Tabelie 2:

Serokonversion von Schimpansen nach Immunisierung mit verschiedenen Influenza-

virus-Vakzinpréaparationen

% mit 4 fach oder > Hi-Titer Anstieg
Stamm
Tag Texas 36 Nanchang B/Harbin
Gruppe |
Vero-Zellmaterial 10 69% ( 9/13)] 69% ( 9/13)] 62% ( 8/13)
15 pg/Stamm 30 85% (11/13)] 77% (10/13)| 85% (11/13)
90 69% ( 9/13)] 69% ( 9/13)] 85% (11/13)
Gruppe |l
Vero-Zellmaterial 10 60% ( /5) 60% (3/5) 60% (3/5)
5 pg/Stamm (AI(OH);) 30 100% (5/5) 80% (4/5) 100% (5/5)
90 80% (4/5) 80% (4/5) 100% (5/5)
Gruppe Ill
Vero-Zellmaterial 10 54% ( 7/13)] 69% ( 9/13)] 46% ( 6/13)
1,5 ng/Stamm (A(OH),) 30 92% (12/13){ 92% (12/13)] 85% (11/13)
90 85% (11/13)] 85% (11/13)| 77% (10/13)
Gruppe IV
Antigen aus Eiern 10 46% (6/13) 54% (7/13)] 62% ( 8/13)
15 ug/Stamm 30 69% (9/13) 69% (9/13)] 77% (10/13)
90 67% (8/12) 67% (8/12)] 83% (10/12)
CPMP-Kriterien fir Effizienz > 40% > 40% > 40%
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Tabelle 3:
Geometrisches Mittel des HA-Titers (GMT) von Schimpansen nach Immunisierung mit
verschiedenen Influenzavirus-Vakzinpraparationen
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GMT (Geometrisches Mittel - Titer
Stamm
Tag Texas 36 | Nanchang B/Harbin
Gruppe |-IV 0 21,6 11,0 7.5
Gruppe |
' 0 211 10,0 7,3
Vero-Zellmaterial 10 80,0 36,0 22,3
15 pg/Stamm 30 168,8 84,0 58,1
90 52,2 49,5 422
Gruppe Il
0 17,4 10,0 6,6
Vero-Zelimaterial 10 52,8 30,3 13,2
5 ug/Stamm (Al(OH),) 30 160,0 69,6 46,0
90 69,6 60,6 46,0
Gruppe llI
0 18,0 10,6 7.3
Vero-Zellmaterial 10 40,0 44,5 14,1
1,5 pg/Stamm (AI(OH);) 30 208,9 104,4 64,6
90 80,0 71,9 55,1
Gruppe IV
0 29,1 13,1 8,5
Antigen aus Eiern 10 64,6 34,1 22,3
15 ug/Stamm 30 160,0 64,6 58,1
90 84,8 59,9 443

Tabelle 4:
Anstieg des GMT bei Schimpansen nach Immunisierung mit verschiedenen Influenzavi-

rus-Vakzinpraparationen

GMT -Anstieg (vor/nach-Vakzinierung)
Stamm
Tag Texas 36 Nanchang B/Harbin
Gruppe |
Vero-Zellmaterial 10 3,8 3,6 3,1
15 ug/Stamm 30 8,0 8,4 8,0
90 25 5,0 5,9
Gruppe I
Vero-Zellmaterial 10 3,0 30 2,0
5 pg/Stamm (AI(OH)5) 30 9,2 7,0 7,0
90 40 6,1 7,0
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GMT -Anstieg (vor/nach-Vakzinierung)
Stamm
Tag | Texas36 | Nanchang | B/Harbin

Gruppe llI
Vero-Zellmaterial 10 22 4.2 1,9
1,5 ug/Stamm (Al(OH)5) 30 11,6 9,9 8,9

90 44 6,8 76
Gruppe IV
Antigen aus Eiern 10 2,2 26 2,6
15 pg/Stamm 30 55 49 6,8

90 29 46 5,1
CPMP Kriterien fur Effizienz >25 >25 >25

Tabelle 5:

Protektiver Titer von Schimpansen nach Immunisierung mit verschiedenen Influenza-
virus-Vakzinpréaparationen

% mit HI-Titer > 40

Stamm
Tag Texas 36 Nanchang B/Harbin
Gruppe -1V 0 25% (11/44)| 21% ( 9/44) 14% (6/44)
Gruppe |
0 23% ( 3/13)] 15% ( 2113)] 15% ( 2/13)
Vero-Zellmaterial 10 92% (12/13)] 85% (11/13)] 39% ( 5/13)
15 pg/ Stamm 30 100% (13/13)] 92% (12/13)] 100% (13/13)
0 92% (12/13)] 85% (11/13)] 85% (11/13)
Gruppe I
0 20% (1/5) 20% (1/5) 0% (0/5)
Vero-Zellmaterial 10 80% (4/5) 80% (4/5) 20% (1/5)
5 pg/ Stamm (AI(OH)3) 30 100% (5/5) 100% (5/5) 100% (5/5)
90 100% (5/5) 100% (5/5) 100% (5/5)
Gruppe Il
0 15% ( 2/13)] 15% ( 2/13)| 15%( 2/13)
Vero-Zellmaterial 10 69% ( 9/13) 69% ( 9M13)] 23%( 3/13)
1,5 ug/ Stamm (AI(OH),) 30 100% (13/13)] 100% (13/13)| 100% (13/13)
90 100% (13/13)] 100% (13/13)] 92% ( 2/13)
Gruppe IV
0 39% ( 5/13)] 31%( 413)] 15%( 2/13)
Antigen aus Eiern 10 85% (11/13)| 77% (10/13)} 46% ( 6/13)
15 ug/ Stamm 30 100% (13/13)} 100% (13/13)] 92% (12/13)
90 100% (12/12)| 83% (10/12)] 92% (11/12)
CPMP Kriterien fur Effizienz > 70% >70% > 70%
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PATENTANSPRUCHE:

Influenzavirus-Vakzine, enthaltend ein aus Zellkultur gewonnenes Influenzavirus-Antigen
mit einem Influenzavirus-Antigengehalt zwischen 1 pg und 5 pg/Dosis und Aluminiumver-
bindungen als Adjuvans.

influenzavirus-Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR sie einen Antigen-
gehalt von 1 pg bis 2,5 pg/Dosis, vorzugsweise von 1,5 ug/Dosis aufweist.
Influenzavirus-Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf sie Alumi-
nium als Aluminiumhydroxid oder Aluminiumphosphat enthait.

Influenzavirus-Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf¥
sie Aluminium mit einer Endkonzentration von 0,05% bis 0,5% enthalt.
Influenzavirus-Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da®
sie gereinigtes Virusantigen enthalt.

Influenzavirus-Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dal
sie zur Anwendung als Vakzine bei Menschen geeignet ist.

Verfahren zur Herstellung einer Influenzavirus-Vakzine, gekennzeichnet durch folgende
Schritte:

- Infizieren einer Zellkultur mit Influenzavirus

- Kultivieren der infizierten Zellen

- Ernten der produzierten Viren

- Reinigen der Viruspréparation

- Herstellen einer konzentrierten Viruspraparation

- Verdiinnen der Viruspraparation auf einen Antigengehalt zwischen 1 pg bis 5 ug Antigen
pro Dosis und Zugabe von Aluminiumverbindungen als Adjuvans in einer Aluminiumend-
konzentration zwischen 0,05% bis 0,5%.

Verwendung einer Influenzavirus-Praparation, enthaltend ein aus einer Zellkultur gewon-
nenes und isoliertes Influenzavirus-Antigen, mit einem Antigengehalt zwischen 1 pg und
5 pg Antigen/Dosis und Aluminiumverbindungen als Adjuvans zur Herstellung einer Vak-
zine zur Prophylaxe von Influenzavirus-Infektionen.

Verwendung nach Anspruch 8, zur Verhinderung einer Influenzavirus-Infektion bei Men-
schen.

KEINE ZEICHNUNG
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