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Den foreliggende opfindelse angdr en hidtil ukendt
fremgangsmdde til fremstilling af et atoksisk, immunogent
produkt ud fra tetanus-toksin wved hjzlp af en proteinase.

Tetanus-toksin er som bekendt hgjtoksisk over for
pattedyr og skal afgiftes til sin anvendelse som immuniseren-
de middel. Det er kendt at afgifte tetanus-~toksin ved, at man
behandler det med formaldehyd.

Et pa denne made afgiftet tetanus-toksin - det s&-
kaldte tetanus-toksoid - har imidlertid den ulempe, at det
ved sin anvendelse som vaccine kan fgre til vaccinations-
reaktioner. Man har derfor ogsd allerede forsggt at inaktivere

tetanus-toksinet og spalte det fremkomne tetanus-toksoid med



pepsin pd et yderligere fremgangsmédetrin, jfr US-patentskrift
nr. 3.542.920.

Det har nu vist sig, at man kan fremstille et atoksisk,
immunogent produkt ud fra tetanus-toksin, hvilket produkt ikke
fremkalder nogen eller i det mindste fremkalder ringere vaccina-
tionsreaktioner ved sin anvendelse som vaccine, idet man behand-
ler toksinet med en proteinase. Reaktionsproduktet kan oparbejdes
til en vaccine p& kendt made, eventuelt under anvendelse af et
hjzlpemiddel.

I overensstemmelse hermed er den her omhandlede fremgangs-—
méde ejendommelig ved, at man behandler tetanus-toksin med en
proteinase, hvorefter reaktionsproduktet renses til opnaelse
af et atoksisk, immunogent produkt, som udvindes.

P& tale som proteinaser i opfindelsens forstand kommer
alle proteinspaltende enzymer, men det foretrakkes ifglge op-
findelsen, at der som proteinase anvendes et sddant enzym, der i
den videnskabelige litteratur er kendt under navnet en peptid-
-peptidohydrolase, specielt papain, trypsin, bakterieproteina-
serne ud fra B. subtilis og pronase, en proteinaseblanding af
visse mikroorganismer, f.eks. Streptomyces griseus. Ganske sar-
lig fordelagtigt ved den her omhandlede fremgangsméde
er det, at der som proteinase anvendes papain.

Ved behandlingen af tetanus-toksinet med en proteinase
skal der tages hensyn til, at tetanus-toksin er labilt og tilbgje-
ligt til aggregering og udfzldning. Derfor m& oms@tningen gen-
nemfgres i et milj¢, der med henblik p& proteinderivatet teta-
nus-toksin ikke fgrer til nogen irreversibel denaturering. Af den-
ne grund foretages omsatningerne i et svagt surt, neutralt
til svagt alkalisk pH-vardiomride, dvs. ved en pH-verdi pa
mellem 5 og 10.

Under hensyntagen til dette sker behandlingen af teta-
nus-toksinet med proteinasen under de for en fagmand kendte be-
tingelser, ved hvilke det enzym, der anvendes, udfolder sin
bedste - i det mindste en tilstrakkelig god - virkning, nemlig
en s& hurtig reaktion mellem tetanus-toksin og proteinase,
at toksinkoncentrationen formindskes sd drastisk, at den bliver
for lav til udfaldning. Denne virkning opnds med stprst sikker-
hed med de ovenfor specifikt navnte proteinaser.

Hvis der f.eks. anvendes papain som proteinase, foretrak-

kes det ifglge opfindelsen, at der til 1 mg tctanus-toksin anvendes
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0,5-2 U, fortrinsvis 1 U, papain, at oms@tningen sker ved
40-600C, fortrinsvis 53-550C, og ved en pH-verdi pd mellem

5 og 8, fortrinsvis 6,5, og at papain-behandlingen udfgres i
nervaerelse af en forbindelse, der indeholder (en eller flere)
sulfhydrylgrupper, f.eks. cystein-hydrochlorid. Under disse
betingelser udgver proteinasen sin virkning ved behandling

i nogle timer hensigtsmassigt 1-10 timer.

De navnte, foretrukne behandlingsbetingelser har
vist sig at reprasentere det bedste kompromis mellem optimale
betingelser for papain-behandlingen og optimale udbytter
af atoksisk produkt.

Ved anvendelsen af trypsin anvendes 10-1000, fortrins-
vis 50-200, enheder pr. mg tetanus-toksin, og inkubationen
gennemfgres ved en temperatur pd 30-500C, fortrinsvis 40-45°C,

i et neutralt til svagt alkalisk pH-vardiomféde, fortrinsvis
ved en pH-verdi pd 7,5-8,5, i 1-10 timer, fortrinsvis 5-7 timer.

Proteinaseblandingen ud fra B. subtilis eller pronasen an-
vendes derimod i et forhold pd 0,06 - 6 enheder, fortrinsvis
0,3 - 3 enheder, pr. mg tetanus-toksin. Temperatur og reaktionsva-
righed svarer omtrentligt til de ved trypsin angivne vardier.

Ved anvendelse af andre proteinaser skal reaktionsbetin-
gelserne varieres pd en sddan médde, at der almindeligvis sikres
en god til optimal virkning af enzymet.

Som udgangsmateriale til udfgrelsen af den her omhandlede
fremgangsmdde anvendes tetanus-toksin, der fremstilles pd kendt
méde ved dyrkning af tetanusbaciller og péfglgende isolering som
kulturfiltrat. Om ¢gnsket kan det forrenses, idet rensningsprocessen
hensigtsmessigt fgres pd den made, at det rensede toksin foreligger
som oplgsning i 0,15 M vandigt natriumchlorid. Et s&dant tetanus-
-toksin har en koncentration pd 2.200 til 3.000 Lf pr. mg nitrogen
toksin, idet "Lf" anvendes for Limes floculationis. Ved dette ud-
tryk forstds den mengde antigen, der udflokkulerer en international
Lf-enhed antiserum.

Til fremstilling af et immunogent produkt, der er sarlig
egnet til videreforarbejdningen til en vaccine, kan man blande det
forrensede tetanus-toksin f.eks. i 0,15 M natriumchloridoplgsning
med det samme eller det flerdobbelte volumen af en svagt sur, neu-
tral eller svagt alkalisk puffer med en pH-verdi pd mellem 5 og 8,
i hvilken virksomheden af den proteinase, der skal anvendes, er
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sikret tilstrazkkeligt, eventuelt tilsatte de for det enkelte enzym

kendte, aktiverende stoffer, sisom metalioner, chelatdannere, oxi-

derende eller reducerende forbindelser, og inkubere dem sammen med

proteinasen. Ved anvendelsen af papain som proteinase arbejder man

hensigtsmessigt i en 0,1 M phosphatpuffer med en pH-vardi pd 5 - 8,
fortrinsvis 6,5, hvilken puffer yderligere indeholder 0,001 M kom-~

pleksdanner, f.eks. ethylendiamintetraacetat (EDTA). Som yderligere
tils@tning kan der til denne oplgsning sattes en sulfhydrylforbin-

delse, f.eks. cysteinhydrochlorid, i en koncentration pé fra

0,0005 til 0,005, fortrinsvis 0,001 M.

Proteinaserne er tilgangelige i handlen i oplgselig form
eller for en dels vedkommende ogs& bundet til en uoplgselig barer.
Aktiviteten af papainet bestemmes med a-N-benzoyl-L-argininethyl-
ester (BAEE). En enhed papain (1 U) hydrolyserer 1 umol BAEE pr.
minut ved en pH-vardi pa 6,2 og 25°C [Kimmel, J.L. og Smith, E.L.,
J. Biol. Chem. 207, 515 (1954)].

Trypsinets aktivitet bestemmes ligesom papainets aktivi-
tet med substratet BAEE. Som en trypsinenhed angives den mengde en-
zym, der er ngdvendig til at forgge opl@gsningens optiske tathed,
milt ved en bglgelazngde p& 253 nm, med 0,001 pr. minut ved en pH-
-verdi pa 8,0 [Schwert, G.W. og Takenaka, Y., Biochim. Biophys.
Acta 16, 570 (1955)1].

De ud fra Streptomyces griseus og ud fra B. subtilis frem-
stillede proteinaser defineres ved hjalp af PUK-enheder. En PUK-en-
hed er den mengde enzym, der er ngdvendig til tilvejebringelse af
en optisk tazthed af oplgsningen p& 1,0 ved en bglgelangde pa
660 nm, 40°C og en pH-vardi pd 7,4, bestemt ved Casein-Folin-metoden
[Nomoto, M., Narahashi, Y. og Murakami, M., J. of Biochen. (Japan)
48, 593 (1960)].

1 mg tetanus-toksin svarer til 320 - 400 Lf-enheder. Be-
handlingen af tetanus-toksinet med papain sker hensigtsmassigt
ved forhgjet temperatur i flere timer. En forbehandling ved en
noget lavere temperatur er sarlig fordelagtig. Ved en serlig fore-
trukken udfgrelsesform for opfindelsen inkuberes reaktionsblandin-
gen ved en temperatur pd 40 - 6OOC, fortrinsvis 53 - 55°C, i
1 - 5 timer, fortrinsvis 2 timer efter en forinkubation ved 40 - 45°¢
i 1 time - forinkubationen gennemfgres fortrinsvis ved smd volumi-
ner.

Efter afkglingen og - hvis der anvendes et bazrerbundet
papain - efter fraskillelsen af papainet, f.eks. ved centrifuge-

ring, adskilles reaktionsblandingen i forskellige komponenter ved
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en molekylsigtefremgangsmdde. Til dette formdl foretrakkes

det ifglge opfindelsen, at reaktionsproduktet til yderligere
rensning chromatograferes p& en molekylsigte, som kan fraskil-

le produktet med molekylvagte mellem ca. 20.000 og 60.000.

Sarlig egnede hertil er tvarbundne dextraner, f.eks.

"Sephadex = G-100" eller "Sephadex = G-200" samt "Bio—gelQ§EL100".

Der anvendes fortrinsvis en "Sephadex G-100"-sg¢jle, f.eks.
med milene 10 x 100 cm. Til eluering anvendes de til dette formdl
kendte elueringsmidler, iszr pufferoplgsninger, f.eks. 0,10 M tris-
(oxymethyl)amino-methan-saltsyrepuffer med en pH-verdi pé 8,0,
der kan indeholde natriumchlorid i en omtrentlig koncentration pa
0,1 - 1 mol, Ved elueringen samles de fraktioner separat, der viser
absorption ved 280 nm. Der dannes fire fraktioner, og den anden ud-
gpr det ¢gnskede produkt. Efter koncentreringen af den anden fraktion,
f.eks. ved lyofilisering, kan man opnd en yderligere rensning ved
en gentagen chromatografi under samme betingelser. Derved fjernes
de sidste rester af toksiske stoffer.

I stedet for den gentagne chromatografl eller som yderli-
gere foranstaltning kan produktet'underkastes en behandling med
aldehyder til fjernelse af de sidste rester af toksiske stoffer.
Det er kendt, at proteinkemiske adskillelsesfremgangsmader kun i
de sjezldneste tilfzlde fgrer til en fuldstandlig fraskillelse
af ugnskede proteiner. Dette gzlder isar 1 teknisk milestok.

P& grund af den hgje toksicitet af det native tetanus-toksin
skal man derfor regne med, at de toksiske bestanddele ikke kan
fjernes fuldstandigt p& denne méde.

Behandlingen med aldehyder sker ved, at det ved hjzlp
af proteinaser fremstillede produkt fgr eller efter chromatogra-
feringen i en proteinkoncentration pd ca. 1 mg protein pr. ml
eller derunder i en pufferoplgsning ved en molaritet af puffer-
oplgsningen p& 0,01-0,2 M behandles med aldehyd, og ifglge
opfindelsen opnds en effektiv rensning ved, at produktet ved en
pH-vardi p& 6,0-8,5, fortrinsvis 7,8, behandles ved 20-37%

i 14-28, fortrinsvis 14-18, dage med 0,015-0,3 M af et aliphatisk
mono- eller dialdehyd med 1-6 carbonatomer, ifglge opfindelsen

fortrinsvis formaldehyd.
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Til yderligere rensning kan produktet om ¢gnsket underkastes
en 10 - 20 timers, fortrinsvis 15 timers, dialyse mod 0,15 M natrium-
chlorid og/eller sterilfiltreres. Til fremstilling af en vaccine
blandes produktet hensigtsmessigt yderligere med et hjzlpemiddel,
f.eks. aluminiumhydroxid. Ved fortynding med 0,15 M natriumchlorid-
oplgsning indstilles koncentrationen pa den ¢gnskede Lf-verdi.

 Den p& denne mide fremstillede tetanusvaccine tales for-
trinligt.

Toksiciteten af denne vaccine bestemmes pa marsvin. 5 grup-
per med to marsvin i hver f3r subcutant 0,5 ml af en oplgsning
af det ifglge opfindelsen fremstillede produkt, idet der anvendes
' fortyndinger med 25; 50, 100, 200 og 400 Lf/ml. Marsvinene, der
kontrolleres i 4 dage efter injektionen, bliver ved at vere sunde
og har en normal vagtforggelse. Fremgangsmddeproduktets virkning
konstateres ved et beskyttelsesforsgg med marsvin. 10 dyr far hver
2 ml af fremgangsmddeproduktet med 0,75 Lf/ml. Efter 4 uger far de
en belastningsinjektion af 20 dlm tetanus-toksin, idet dlm betydet
dosis letalis minima. Marsvinenes overlevelsesrate ved immuniserin-
gen med fremgangsmadeproduktet er 100%.

T8leligheden afprgves pd marsvin. 5 marsvin far hver
subcutant p& tre forskellige steder pd kroppen 0,1 ml af et teta-
nus-antiserum, der indeholder 1,0, 0,3 eller 0,1 internationale
enheder pr. ml tetanus-antitoksin. [l international enhed (IE) af
et tetanus-antiserum er den mengde, der i sin virksomhed svarer til
virksomheden af 0,03384 mg af den af WHO (World Health Organiza-
tion) angivne tetanus-antitoksin-standard (Biological Substances -
WHO-Verdffentlichung Genf 1972, side 14)]. Dette antiserum ud-
vindes ved immunisering af marsvin med et kendt podestof. Samtidig
f&r hvert dyr p& tre forskellige injektionssteder 0,1 ml af et
andet tetanusserum, der ligeledes indeholder 1,0, 0,3 eller
0,1 IE/ml tetanus-antitoksin. Dette andet tetanus-antiserum
udvindes ved immuniserung af marsvin med det her omhandlede produkt.
Efter 2 timer f&r dyrene intravengst indgivet 1 ml af et traditio-
nelt tetanus-fluid-podestof med 100 Lf/ml, i hvilket der yderligere
er iblandet 0,5% af farvestoffet "Evans Blue". Efter 30 minutter
aflives dyrene, og den bldfarvning, der er dannet p& grund af den
passive hud-anafylaksi, mdles. Det antiserum, der er udvundet i det
kendte podestof, viser en tydelig anafylaksi. Det antiserum, der
er frembragt med fremgangsmadeproduktet, er imidlertid frit for

tegn pad en anafylaksi.



Den hidtil ukendte vaccine kan anvendes alene, men ogsé
i kombination med andre vacciner. Egnede til kombination er isar
difteritoksoid, pertusisimmunogen, poliomyelitisvira eller mas-

lingevira.

Eksempel 1

450.000 Lf tetanus-toksin i 15 ml af en 0,15 M natrium-
chloridoplgsning (med 2.200 Lf/mg nitrogen) fortyndes med 15 ml
0,1 M phosphatpuffer med en pH-verdi p& 6,5, der indeholder
0,001 M EDTA, der tilsattes 1.500 U oplgseligt papain i 5 ml
0,15 M natriumchloridoplgsning, og 3 mg cysteinhydrochlorid til-
sattes derpa.

Efter gennemblanding holdes denne blanding ved 45°%C 1
1 time og dernast ved 530C i 2 timer, den pédfgres efter afkgling
pd en "Sephadex G-100"-spjle (10 x 100 cm) og chromatograferes
med en pufferoplgsning ud fra 0,1 M oplgsning af tris (oxymethyl)-
aminomethan i 1 M natriumchloridoplwsning,‘der er indstillet pé& en
pH-vaerdi p& 8 med saltsyre ("tris-saltsyre-puffer pH 8"), under
kontinuerlig méling af absorptionen i bplgelangdeomradet 280 nm.
De fraktioner, der viser absorption i dette omrdde, opfanges se-
parat. Der dannes fire fraktioner, idet den fgrste fraktion re-
preasenterer en dobbeltspids. Den anden fraktion underkastes chro-
matografi endnu en gang under de samme betingelser, og den derud-
fra fremstillede 2. fraktion dialyseres i 15 timer mod 0,15 M
natriumchlorid, sterilfiltreres, og produktets koncentration ind-
stilles p& 26 Lf/ml med 0,15 M natriumchlorid, og der blandes med
aluminiumhydroxid til en koncentration pd 0,2% Al(OH)3.

Udbyttet andrager 90%, beregnet pd Lf-enheder. Den spe-
cifikke flokkuleringsaktivitet bestemmes med 6.800 Lf/mg nitrogen.
Marsvinenes overlevelsesrate ved beskyttelsesforsgget belgber sig
til 100%.

Produktets sedimentationskonstant er 3 S, mdlt som 1%'s
oplgsning i 0,15 M natriumchloridoplgsning, over for 6,4 S for udgangs-
proauktet, og molekylvagten er ca. 44.000%10% over for 140.000 for
udgangsproduktet.

Eksempel 2
15 ml sterilt kulturfiltrat (100;000 Lf), der er udvundet

ved dyrkning af tetanusbaciller og pdfglgende isolering, fortyndes
med 15 ml 0,1 M phosphatpuffer, pH-verdi = 6,5, der indeholder 0,001 M
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EDTA, f4r tilsat 300 U oplgseligt papain i 1 ml 0,15 M natriumchlorid-
oplgsning, og der tilsazttes 3 mg cysteinhydrochlorid. Inkubationen
og oparbejdningen gennemfgres pd den i eksempel 1 beskrevne méde.

Udbyttet andrager 50%, beregnet pa Lf-enheder.

Eksempel 3

450.000 Lf tetanus-toksin i 15 ml af en 0,15 M natrium-
chloridoplgsning (med 2.200 Lf/mg nitrogen) fortyndes med 15 ml
0,1 M phosphatpuffer, pH-verdi 6,5, der indeholder 0,001 M EDTA,
far tilsat 1.500 U bazrerbundet papain i 5 ml 0,15 M natriumchlorid-
oplgsning, og der tilsattes 3 mg cysteinhydrochlorid.
' Efter inkubation som beskrevet i eksempel 1 fjernes det
barerbundne papain ved centrifugering, og den ovenstdende vaske
oparbejdes ifglge eksempel 1.

Udbyttet af og egenskaberne ved fremgangsmadeproduktet
svarer til udbyttet og egenskaberne ifglge eksempel 1.

Eksempel 4

15 ml tetanus-toksin (700 mg protein) blandes med 135 ml
0,1 M tris-HCkpuffer, pH-verdi 7,8, indeholdende 0,005 M CaCl2 og
inkuberes med 10 mg pronase og derpd ved 45°C i 1 time og dernast
ved 55°%C i yderligere 2 timer. Efter fjernelse af et ringe bund-
fald indstilles reaktionsblandingen p& en pH-vardi pad 6,0, koncen-—
treres i et ultrafiltreringsapparat, og oplgsningen pafgres en
sgjle (5 x 100 cm) af "Sephadex ) G 100", og elueres derpd med
0,1 M tris-acetatpuffer, pH-vardi 6,0, indeholdende 1 M NaCl.
Udvindingen af den gnskede fraktion gennemfgres ifplge eksempel 1.

Eksempel 5

30 ml tetanus-toksin (0,5 g protein) fyldes op til 200 ml
ved fortynding med 0,1 M tris-HCl-puffer, pH-vardi 8,0, indehol-
dende 0,001 M EDTA. Efter tilsatning af 10 mg krystallinsk trypsin
holdes oplgsningen ved 45°C i 6 timer. Den pdfglgende chromatogra-
fi sker efter indstilling af pH-vardien pa 6,0 pad "Sephadex(R G 100",
5 x 100 cm, med 0,1 M tris-acetat-puffer, pH-verdi 6,0, indeholdende
1 M NaCl som i eksempel 1.
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Patentkravwv.

1. Fremgangsmide til fremstilling af et atoksisk,
immunogent produkt ud fra tetanus-toksin, k e n detegnet
ved, at man behandler tetanus-toksin med en proteinase, hvor-
efter reaktionsproduktet renses til opndelse af et atoksisk,
immunogent produkt, som udvindes.

2. Fremgangsm&de ifglge krav 1, kende tegnet
ved, at der som proteinase anvendes en peptid-peptidohydrolase.

3. Fremgangsmide ifglge krav 2, kende tegnet
ved, at der som proteinase anvendes papain, trypsin, bakterie-
proteinase ud fra B. subtilis eller pronase.

4. Fremgangsmide ifglge krav 3, k endetegnet
ved, at der som proteinase anvendes papain.

5. Fremgangsmidde ifglge krav 4, k ende tegnet
ved, at der til 1 mg tetanus-toksin anvendes 0,5-2 U papain.

6. Fremgangsmdde ifglge krav 4, k end e t egnet
ved, at omsatningen sker ved 10-60°C.

7. Fremgangsmade ifplge krav 4, k endetegnet
ved, at omsatningen sker ved en pH-vardi pa mellem 5 og 8.

8. Fremgangsmdde ifglge krav 4, k endetegnet
ved, at papain-behandlingen udfgres i narvarelse af en for-
bindelse, der indeholder sulfhydrylgrupper.

9. Fremgangsmide ifglge krav 1, k ende tegnet
ved, at reaktionsproduktet til yderligere rensning chromatogra-
feres p3 en molekylsigte, som kan fraskille produkter med mole-
kylvagte mellem 20.000 og 60.000.

10. Fremgangsm&de ifglge krav 1-9, kendetegnet
ved, at produktet ved en pH-vardi pd 6,0-8,5 behandles ved 20-37°C
i 14-28 dage med 0,015-0,3 M af et aliphatisk mono- eller dialde-
hyd med 1-6 carbonatomer.

11. Fremgangsmide ifglge krav 10, k ende tegnet
ved, at der som aldehyd anvendes formaldehyd.
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