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Den foreliggende opfindelse angar et renset
Bordetella pertussis antigen, en vaccine indeholdende
et sddant antigen og en fremgangsmade til isclering af
et sddant antigen, samt anvendelse af antigenet til

5 fremstilling af en vaccine.

Bordetella pertussis fordrsager en alvorlig og
svekkende sygdom hos mennesker, idet bern er sarlig mod-
tagelige, hvilken sygdom holdes under kontrol i de ud-
viklede lande ved hjezlp af stort anlagte immuniserings-

l0programmer. Det har vist sig, at immunisering er en me-
get vigtig faktor ved begransningen af sygdommen, og at
undladelse af at vaccinere kan fore til foreget fore-
komst af sygdommen. Praktisk taget alle steder fremkal-
des immunisering ved anvendelse af helcelle B. pertus-

15sis-vaccine, der har vist sig at veare forholdsvis effek-
tiv til forhindring af sygdommen. Man har imidlertid er-
kendt, at helcellevacciner kan have adskillige ulemper.
saledes optrader der f.eks. hos ca. 1 ud af hver 10.000
vaccinerede born kliniske symptomer, som kan omfatte

20feber, lokale reaktioner og vedvarende skrigen. Endvide-
re vil det vise sig, at nogle batche af helcellevaccine
overhovedet ikke giver nogen beskyttelse, medens de sta-
dig indebazrer muligheden for uenskede bivirkninger.

Med den for naervaerende ringe forekomst af sygdom-

2%men 1 udviklede lande med immuniseringsprogrammer er
nytte/risiko-forholdet darligt defineret, og mange kli-
nikere mener, at risiciene ved vaccinering vejer tungere
end de fordele, der opnds ved immunisering. Som felge
heraf vaccineres mange bern ikke, og der er derfor en
30alvorlig risiko for en pandemi af kighoste. En betydelig
forskningsindsats er derfor blevet rettet mod udviklin-
gen af forbedrede pertussis-vacciner og navnlig acellu-
lazre vacciner, der ikke indeholder de komponenter, som
er forbundet med de toxiske virkninger af de hidtil an-
35yendte helcellevacciner, medens de indeholder de kompo-
nenter, der er nedvendige til beskyttelse mod sygdommen.
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Eftersggningen efter en sikrere, effektiv, acel-
luler B. pertussis-vaccine er tidligere blevet vanske-
liggjort af knapheden pd oplysninger vedrorende identi-
teten og virkningsmekanismerne af de patogene, toxiske
og beskyttende dele af i helcellevacciner indeholdt B.
pertussis. Arbejdet har derfor koncentreret sig om at
isolere og rense de 20 eller flere overfladeantigener
hos B. pertussis-organismen og karakterisere deres evne
til at fremkalde immunreaktioner (se f.eks. J. Am. Med.
Soc., 248 (1) 22-23). Som eksempler pd antigener, der er
blevet foresldet til undersoegelse, kan der navnes lym-
focytosis-fremmende faktor (pertussis toxin/LPF), fila-
mentformet hamagglutinin (FHA), lipopolysaccharid (LPS),
agglutinogener, dermonekrotisk toxin (DNT), varmelabile
og varmestabile toxiner, polymorfonuklezr leukocyt-inhi-
bitorfaktor, adenylat-cyciase og andre overfladekompo-
nenter (Pertussis vVaccine Workshop, 11. februar 1982,
Bureau of Biologics, U.S.A.). Af andre til undersegelse
foresldede antigener kan der navnes trachealt cytotoxin
og forskellige ydre membran-proteiner.

En tidlig ekstraktvaccine udvikledes af L. Pille-
mer (Proc. Soc, Exp. Biol. Med. (1950) 75, 704-705),
hvilken vaccine var baseret p& sprazngte B. pertussis-
celler og viste sig at give beskyttelse, men ikke vandt
indpas kommercielt som felge af praparatets toxicitet.

Som eksempler pd senere B. pertussis-ekstraktvac-
ciner, der er blevet foresldet, kan der navnes de i bri-
tisk patentbeskrivelse nr. 2.083.358A (Takeda) beskrev-
ne, der indebazrer fjernelse af endotoxin fra kultur-su-
pernatanter; de 1 fransk patentskrift nr. 2.047.886
{(Institut Merrieux) beskrevne, der indebarer ekstraktion
af en mikrobesuspension med et anionisk overfladeaktivt
middel; og de i japansk patentbeskrivelse nr. 58-222032
(Teijin) beskrevne, der omfatter et underenheds-protein
baseret pd pertussis-toxin (LPF).

Meget af det arbejde, der er udfert pi acellulzre
pertussis-vacciner, koncentrerer sig om muligheden for
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at basere en s&dan vaccine pd LPF. Det antages imidler-
tid, at de fleste af {om ikke alle) de hidtil observere-
de ugunstige virkninger, der forbindes med pertussis-
vaccination, stdr i forbindelse med toxinet. I kombina-
tion med tetanus- eller difteri-toxoid og LPS er det i
stand til at fremkalde eksperimentel encephalopati hos
modtagelige mus (L. Steinman et al., Nature (1982) 299,
738-740; Redhead et al., workshop on B. pertussis, Nat.
Inst. of Biol. Standards & Controls, Holy Hill, Hamp-
stead, London, 1983). LPF kan saledes muligvis vare an-
svarligt for hjerneskader, hvis sadanne komplikationer
optrader efter vaccination.

Det har nu vist sig, at et vist proteinmateriale,
der er forbundet med adenylat-cyclase-aktivitet som be-
skrevet 1 det felgende, og som findes i kulturer af B.
pertussis, er i1 stand til at give beskyttelse mod angreb
af B. pertussis, ndr det administreres til forsegsdyr.
Denne erkendelse, at det med adenylat-cyclase-aktivitet
sedvanligvis forbundne proteinmateriale er et vigtigt
beskyttende antigen mod B. pertussis, muliggor fremstil-
lingen af vaccineformuleringer omfattende antigene prae-
parater, der er fri for, eller indeholder reducerede
mengder af, andre kendte B. pertussis-komponenter, der
kan vare ansvarlige for de toxiske bivirkninger, som
helcellevacciner udviser.

Udtrykket "med adenylat-cyclase-aktivitet forbun-
det proteinmateriale" (i det felgende forkortet til
"ACAP") anvendes heri som betegnelse for proteinmateria-
le, der ekstraheres sammen med adenylat-cyclase-aktlvi-
tet, ndr ekstraktionen af adenylat-cyclase-aktiviteten
udfores under anvendelse af en vandig, sur (pH 3) oples-
ning af glycin (0,25 M). Adenylat-cyclase-aktiviteten
bestemtes ved den metode, der er beskrevet af Hewlett,
E., og Wolff, J. (J. Bacteriol. (1976) 127, 890-898).

Ifplge den foreliggende opfindelse tilvejebringes

der et renset Bordetalle pertussis antigen, gom eks-
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traheres sammen med adenylat-cyclase-aktivitet, nar

ekstraktion af aktiviteten udferes under anvendelse af
en vandig, pH 3 oplesning af 0,25 M glycin, hvilket
antigen er ejendommeligt ved felgende trak:

en relativ molekylvegt pd 67.000-73.000 som bestemt ved
12% (vagt/vegt) polyacrylamidgel-elektroforese og
et forhold mellem prolin og glutaminsyre pd i det va-
sentlige 1:1 som bestemt ved aminosyreanalyse,
hvorhos antigenet er i det vesentlige fri for intracel-
lulart B. pertussis materiale.

Antigenet kan yderligere karakteriseres ved at
have felgende aminosyresammensatning:

Rester
Asparaginsyre (+asparagin) 48
Threonin 33
Serin 33
Glutaminsyre (+glutamin) 62
Prolin 60
Glycin 77
Alanin . 82
Valin 54
Methionin 4
Isoleucin 22
Leucin 50
Tyrosin 7
Phenylalanin 11
Histidin 13
Lysin 19
Arginin 37

Aminosyreanalyse har desuden vist, at ACAP inde-
holder en usadvanlig hej andel af prolin, siledes at
prolin:glutaminsyre-forholdet er ca. 1:1, og dette ka-
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rakteristiske trzk tjener til at skelne ACAP fra andre
B. pertussis-proteiner. Et yderligere karakteristisk
kendemzrke for ACAP er den omstandighed, at det ikke kan
pavises ved radio-iodering af dets tyrosinrester hverken
ved chloramin-T- eller iodogen-metoden.

Antigenet ifelge den foreliggende opfindelse kan
desuden karakteriseres ved at have et isocelektrisk punkt
p4d 4,5-6,0 under analytiske isoelektriske betingelser
under anvendelse af en agarosegel 1 narvarelse af 10%
sorbitol. Antigenet kan karakteriseres ved at vare syre-
labilt under en pH-verdi pd ca. 3.

ACAP'et i de ovennavnte prazparater har alminde-
ligvis en relativ molekylvaegt pd ca. 67.000 til 73.000,
is®r 69.000, og et iscelektrisk punkt pad 7,0-7,4 under
praparative betingelser som beskrevet nedenfor. Med
vrelativ molekylvagt" menes den tilsyneladende molekyl-
vagt som bestemt ved 12% (vagt/vagt) polyacrylamidgel-
elektroforese og standardmolekylvagtmarkorer. Molekyl-
vegten for de antigene proteiner ifelge opfindelsen kan
sdledes bekvemt bestemmes ved de metoder, der er beskre-
vet af U. K. Laemmli, Nature, 1970, 227, 680-685. Af pas-~
sende standardmolekylvagtmarkerer kan der f.eks. navnes
okseserumalbumin, chymotrypsinogen A og riboauclease.

Nermere angivet kan ACAP'et pavises ved iscelek-
trisk fokusering som to badnd, det ene med et iscelek-
trisk punkt (pI) pd ca. 7,0, det andet (diffuse) band
med et isoelektrisk punkt p& 7.2-7,4. Adenylat-cyclase-
aktiviteten var nesten fuldstendig forbundet med det
neutrale bdnd (pI = 7,0), men monoklonale antistoffer
mod ACAP bandt begge band starkt.

Sammenfattende kan det anferes som foretrukket, at
det ovennavnte ACAP er et proteinmateriale, der er
karakteriseret ved at have en eller flere af felgende
egenskaber:



DK 165358 C

6

(1) et forhold mellem prolin og glutaminsyre péa
1 det vasentlige 1:1,

(il1) tyrosinresterne er ikke ioderbare,

(1ii) det er 1 det vasentlige fri for intracel-
lulert B. pertussis-materiale,

(iv) en relativ molekylvagt p& 67.000 til 73.000,

(v) et isoelektrisk punkt p& 7,0 til 7,4, og

(vi) det er syrelabilt under en pH-verdi pa ca. 3.

Ifelge opfindelsen tilvejebringes der desuden en

10

15

20

25

30

35

vaccine som angivet i krav 2 og 3-6.

Opfindelsen angdr desuden et antigen ifelge
opfindelsen til anvendelse til terapi eller profyakse
hos mennesker.

Opfindelsen angdr endvidere en fremgangsmade til
isclering af antigenet ifelge opfindelsen, hvilken
fremgangsmdde er ejendommelig ved, at man behandler en
kultur af B. pertussis-celler med en vandig aminosyre-
puffer med pH 3,0-3,5 og indeholdende en hypertonisk
koncentration af navnte aminosyre med hensyn til
cellerne, skiller cellerne fra den fremkomne superna- .
tant og isolere; antigenet fra supernatanten.

Hensigtsmzssige udferelsesformer for fremgaﬁgs-
maden ifelge opfindelsen er anfert i krav 9-12.

Baseret pA den foreliggende opfindelse kan der
tilvejebringes en vaccineformulering til beskyttelse
mod B. pertussis, hvilken formulering omfatter st
antigen ifelge opfindelsen, der eventuelt er toxoideret
f. eks. under anvendelse af formalin, glutaraldehyd
eller B-propiolacton, sammen med en farmaceutisk
acceptabel” barer herfor.

Den ovennevhte vaccineformulering kan om ensket
indeholde mindre me&ngder end andre antigene forbindel-
ser, foruden ACAP‘et, f.eks. materialer opn&et sammen
med det fra B. pertussis-organismen ekstraherede ACAP.
Saddanne materialer kan omfatte fragmenter af LPS og
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LPF, der som folge af deres mulige skadelige bivirk-
ninger kraver toxoidering, f.eks. med formalin. Anti-
genet er imidlertid fortrinsvis i det vasentlige fri
for andre antigene komponenter.

Den ved den overfor beskrevne fremgangsmade
til isolering af antigenet anvendte puffer giver
fortrinsvis en pH-vardi p4d ca. 3 og indeholder for-

delagtigt en minralsyre, fortrinsvis saltsyre, som
den sure komponent i pufferen og enten glycin
eller alanin som aminosyren. Behandlingen af cel-

lerne med pufferen foretages fortrinsvis ved en tempera-
tur p& 5 til 50°C, fortrinsvis 30 til 45°C, ideelt 37°C,
fordelagtigt i1 1 til 24 timer, fortrinsvis 10 til 20
timer, med en aminosyrekoncentration pd 0,1-1M, for-
trinsvis 0,25M. ACAP'et er syrelabilt og kan edelagges,
hvis pH-vardien falder til under 3 under ekstraktionen.

Efter inkubering af cellerne med pufferen bort-
kastes cellerne, og supernatanten, der opnds efter cen-
trifugering, f.eks., ved ca. 100.000 g (til fjernelse af
alt partikelformet materiale), underkastes om eonsket
precipitation, f.eks. under anvendelse af ammoniumsul-
fat, koldt ethanol eller acetone.

Den opndede supernatant-ekstrakt afprevedes ved
Kendrick~testen, som beskrevet nedenfor, og viste sig at
give beskyttelse hos mus mod intracerebrale angreb af B.
pertussis. Kontrolvacciner, der ikke indeholdt adenylat-
cyclase-aktivitet, viste sig at give kun ringe eller in-
gen beskyttelse mod angreb af B. pertussis, hvilket ty-
der p&, at ACAP faktisk kan vare den vigtigste faktor
med hensyn til immunitet. Analyse af batcher af ikke-be-
skyttende helcellevaccine har desuden vist, at ikke-be-
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skyttelse viser tilbejelighed til at vare forbundet med
manglende tilstedevarelse af adenylat-cyclase-aktivitet,
hvilket yderligere tyder pd4, at ACAP kan vare det negle-
antigen, der er nedvendigt til fremkaldelse af en immun-
respons mod B. pertussis.

Den ved Kendrick-testen anvendte supernatant-eks-
trakt kan imidlertid ogsé indeholde ACAP'et i smd meng-
der i kompleksforbindelse med andre proteiner, herunder
fragmenter af LPS, i hvilke tilfalde det kan vare onske-
ligt at rense materialet til anvendelse i vaccineformu-
leringerne ifelge opfindelsen yderligere. Saledes kan
yderligere rensning f.eks. foretages ved ionbytnings-
chromatografi og/eller ved praparativ isocelektro-fokuse-
ring til eliminering af som kompleksforbindelser fore-
liggende materiale. Alternativt kan de to rensningsmeto-
der kombineres, dvs. det materiale, der ikke tilbagehol-
des af DEAE-gelen (dvs. det ikke-komplekserede materia-
le), kan underkastes elektrofokusering. Rensningsmetoden
kan ogsad omfatte chromatofokusering. Efter de ovenfor
beskrevne rensningstrin kan ACAP'et om eonsket renses
yderligere, f.eks. ved at passere materialet gennem en
immunosorbenskolonne indeholdende et passende monoklo-
nalt antistof mod ACAP'et.

Det ovenfor beskrevne antigen, herunder
det ved den ovenfor beskrevne fremgangsmide ifelge
opfindelsen fremstillede, kan inkorporeres i en vaccine-
formulering til fremkaldelse af immunitet mod kighoste
hos mennesker. En vaccine ifolge den foreliggende opfin-
delse omfatter derfor et antigen ifelge opfindelsen i
blanding med en farmaceutisk acceptabel bzrer.

Farmaceutisk acceptable barere er i dette tilfal-
de flydende medier, der er egnede til anvendelse som
vehikler til indfering af antigenet i patienten. Et ek-
sempel pa& en sddan bzrer er saltoplesning. Det antigene
protein kan vare i oplesning eller suspenderet som et
fast stof i bareren.
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vVaccineformuleringen kan ogsd indeholde et adju-

vans til stimulering af immunresponsen og dermed for-
ogelse af virkningen af vaccinen. Passende adjuvanser
til anvendelse ved den foreliggende opfindelse omfatter
f.eks. aluminiumhydroxid og aluminiumphosphat.

vaccineformuleringerne presenteres passende sale-
des, at de indeholder en slutkoncentration af antigent
protein i omrddet fra 0,01 til 5 mg/ml, fortrinsvis 0,03
til 2 mg/ml, mest foretrukket 0,3 mg/ml. Efter formule-
ring kan vaccinen inkorporeres i en steril beholder, som
derefter lukkes tet til og opbevares ved lav temperatur,
f.eks. 4°C, eller den kan frysetorres.

Til fremkaldelse af immunitet hos mennesker mod
kighoste kan der administreres en eller flere doser af
den passende formulerede vaccine. Det anbefales, at hver
dosis er 0,1 til 2 ml, fortrinsvis 0,2 til 1 ml, mest
foretrukket 0,5 ml vaccine.

Den foreliggende opfindelse omfatter ogsd anven-
delsen af et antigen ifelge opfindelsen til fremstilling
af en vaccine til anvendelse ved fremkaldelsen af immu-
nitet mod kighoste hos mennesker.

vaccinerne ifelge den foreliggende opfindelse kan
administreres ved en vilkarlig konventionel fremgangs-
ma&de til administrering af vacciner, herunder oral ind-
givelse og parenteral (f.eks. subkutan eller intramu-
skular) injektion. Behandlingen kan bestd i en enkelt
dosis vaccine eller flere doser over et vist tidsrum.

Vacciner ifelge den foreliggende opfindelse kan
ogs4 omfatte en eller flere andre antigener, f.eks. pas-
sende toxoiderede typhoid- og difteri-toxiner, eller an-
dre B. pertussis-antigener, sdasom toxoideret LPF, til
formindskelse af sandsynligheden for at mutantstammer af
B. pertussis undgdr den ledsagende immunrespons.

Opfindelsen belyses nzrmere ved hjelp af de ef-
terfolgende eksempler.
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Eksempel 1
Sur glycin-hydrolyse og fremstilling af rd ydre-membran-
proteiner.

Cellerne hostedes efter 3/4 af vejen gennem den
eksponentielle fase og centrifugeredes ved 8000 g (Sor-
vall, GSA vinkelhoved) i 20 minutter ved 4°C. Superna-
tanten fjernedes ved hjzlp af en havert, og cellerne
blev straks forsigtigt resuspenderet 1 destilleret vand
til en densitet pd 20-30 mg/ml celletorvagt. En tredje-
del af dette volumen af 1M glycin-HCl-puffer, pH 3,0,
tilsattes under forsigtig omrering til opndelse af en
slutkoncentration pd 250 mM glycin. Glycinoplesningen
indeholdt EDTA (til opn&else af 5 mM i den endelige
blanding) til standsning af enzymatisk aktivitet. pPH-
vardien kontrolleredes og genindstilledes om nedvendigt
til pH 3,0 under anvendelse af 1-2 M HCl. Blandingen om-
rortes forsigtigt { et 37°C vandbad, indtil der var op-
ndet temperaturligevagt, og inkuberedes derefter natten
over (18 timer) ved 37°C (uden omrering). pH-Vardien
indstilledes derefter p4d 7,2-7,4 ved anvendelse af 10M
NaOH, der tilsattes langsomt for at undgd lokalt over-
skud. Cellerne sedimenteredes ved 5000 g i 20 minutter
ved 5°C, supernatanten fjernedes ved hjazlp af en havert
og afkeledes 1 et is-vand-bad til 1-2°C, og der tilsat-
tes langsomt 2 rumfang af forafkelet acetone (-20 til
-40°C) for at undgd, at temperaturen steg over 1-2°C.

' Blandingen holdtes derefter ved -20°C i 3-5 timer, og

30

35

precipitatet opsamledes i et forafkelet (-10°C) vinkel-
hoved ved 4000 g i 20 minutter. Supernatanten fjernedes
ved hj=zlp af en havert og bortkastedes. Det sedimente-
rede precipitat oplestes 1 isafkelet destilleret vand
til ca. 1/20 af det oprindelige rumfang af cellesuspen-
sion. Oplesningen befriedes derefter for uopleselige
stoffer og smlblazrer ved centrifugering ved 50000 g i
90-120 minutter ved 5°C. Supernatanten opsamledes og
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holdtes nedfrosset eller fryseterredes. Der tilsattes 1

vagt/vol-% mannitol fer frysetorring. Der opndede 40-80
mg protein pr. gram celletorvagt.

Eksempel 2
(a) Fraskillelse af de rd& ydre-membran-proteinprazpara-

ter ved DEAE-trisacryl-chromatografi.
En DEAE-trisacryl-kolonne, 3 x 16 cm, &kvilibre-
redes med 0,025 M TRIS, 0,035 M NaCl-puffer, pH 8,8, ©g
det i eksempel 1 opndede materiale (op til 1 g protein)

dialyseredes mod den #kvilibrerende puffer og pumpedes
med 60 ml/time gennem kolonnen. Fraktionerne (99 drédber
pr. reorglas, ca. 5 ml) haldtes sammen i puljer 1-13. En
del af det totalt anvendte protein (ca. 1/4) forsinkes
ikke af gellejet, og vil blive opsamlet som en stor top
(0,035 M). Det tilbageholdte materiale elueredes deref-
ter under anvendelse af 0,1, 0,2, 0,3 og 1,0 M NaCl
i 0,025 M tris-puffer (pH 8,8). Fraktionerne hzldtes
sammen og overfortes til en SDS-PAGE-plade for at ivark-
sette adskillelsen af proteiner. ACAP'et var til stede i
det af kolonnen ikke-forsinkede materiale, som eftervist
ved SDS-PAGE, men var ogsa til stede i det forsinkede
materiale, der elueredes med 0,2 M NacCl.

(b) Praparativ fladlags-iscelektrofokusering i granule-
ret gel (IEF).
Denne operation udfertes 1 overensstemmelse med

LXB-rekommanderingerne (anvendelsesnote 198, LKB-Produc-
ter AB, Bromma, Sverige). En suspension af 4 g Ultrodex
(en granular gel af en modificeret glucosepolymer)
(LKB) og S5 ml forblandet ampholin (puffer, handelsbeteg-
nelse), pH 3,5-9,5, suspenderedes i destilleret vand til
et slutrumfang p& 100 ml, haldtes ud i en vandret bakke
10,8 x 24,3 cm og inddampedes under en lufstrem til den
anbefalede granse. I lag samledes strimler af tre pa-
plirsvege (LKB, 2117-106), gennemvadet i en 1:20-fortyn-
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ding af det samme ampholin i destilleret vand, anbragtes

i hver ende af bakken. Materialet fra eksempel 2a ind-
lejredes i gelen under anvendelse af en indforingsskabe-
lon (2 x 9,4 cm), som pressedes ind i gelen ved 1/3 til
1/4 af afstanden langs dens lazngde fra den anodiske en-
de, den indesluttede gel fjernedes, overfortes til en 10
ml engangssprejte, suspenderedes 1 3 ml af det navnte
materialet fra eksempel 2a (indeholdende op til 500 mg
protein) og sprejtedes til sidst tilbage i det tomme rum
dannet ved dens fjernelse. Gelen udglattedes derefter
med en spatel, hvis det var nedvendigt, og man lod den
henstad til &kvilibrering i 20 minutter. I mellemtiden
gennembledtes ¢én papirsvege 1 en 1:100-fortynding af
phosphorsyre (vegtfylde 1,75 g/cm3) og fojedes til
strimlerne ved den anodiske ende, og en anden gennemva-
dedes i 1 M NaOH og anbragtes ved den katodiske ende.
Bakkeunderstetningen i fladlags-IEF-apparatet (Pharmacia
type FBE-3000) afkeledes ved hj®lp af rindende lednings-
vand (15°C) under operationen. Gelen underkastedes ope-
rationen ved konstant 8 watt.

ACAP'et kunne pdvises som to band, det ene ved pI
7,0, og det andet (diffuse) badnd ved pI 7,2-7,4. Adeny-
lat-cyclase-aktiviteten var nasten fuldstzndigt forbun-
det med det centrale band (pI 7,0), men monoklonale an-
tistoffer mod ACAP bandt begge band starkt.

Under anvendelse af en metalskabelon deltes gel-
laget derefter 1 30 parallelle felter, og gelen blev
skrabet af hvert felt under anvendelse af en spatel og
overfortes til reagensglas indeholdende 1 ml destilleret
vand. pH-Vardien af hver fraktion midltes pd dette stade.
Gelsuspensionerne overfortes derefter til sm& plastko-
lonner og elueredes med 2 ml 0,2 M ammoniumhydrogencar-
bonatpuffer, pH 7,0, og de gelfri eluater blev nedfros-
set (-40°C).
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(c) Analytisk isocelektrisk fokusering.
(1) Der anvendtes den samme procedure som for 2(b)

ovenfor, men der anvendtes en 12% polyacrylamid-
gel i narvarelse af 8M urinstof. Der opndedes de
5 samme resultater som for 2(b).

(ii) Den samme metode, men under anvendelse af en
agarosegel i n®rvarelse af 10% sorbitol, viste 4
immuno-reaktive band ved pI 4,5-6,0. Bandet ved
pI 4,0 tilbageholdt sterstedelen af adenylat-

10 cyclase-aktiviteten.

Eksempel 3
Rensning af ACAP under anvendelse af en monoklonal-

immunsorbens-kolonne.
15 Museascitesvaske indeholdende et for ACAP speci-
fikt monoklonalt immunoglobulin underkastedes precipite-

ring ved stuetemperatur ved tilsztning af 2 rumfang 27
vegt/vol-% Na,SO, og henstilledes i 2-4 timer, for den
underkastedes sedimentering (2000 g i 15 minutter). Se-
20 dimentet genoplestes og dialyseredes mod PBS. 500 mg af
dette protein (UV-bestemmelse) kobledes til 70 ml pakket
CNBr-Sepharose® CL4B efter fabrikantens instruktioner
(Pharmacia). Sephadex® G-50 (medium) hzldtes pd en 500
mm x 25 mm kolonne til en laghejde p& 220 mm. Efter
25 vaskning af kolonnen med elueringspuffer (0,2 M ammoni-
umhydrogencarbonat, pH 7,0, indholdende 0,01% thiomer-
sal) hezldtes et 5 mm tykt lag af nr. 12 Ballotini glas-
perler ovenpél SephadexiE-laget. "Ballotini" er handels-
navnet for glasperler, der anvendes i en perlemolle-
30 knuser. En suspension af bakterie- eller g=rceller sat-
tes f.eks. til glasperlerne, og perlerhe rystes for at
bryde cellerne itu. Efter yderligere vaskning hazldtes
immunosorbensgelen p& Ballotini-glasperleleget, idet
dette var adskilt fra Sephadex ®--lage‘l:, hvilket mulig-
35 gjorde fraskillelse af begge. Kolonnen vaskedes yderli-
gere med elueringspuffer, og til sidst anbragtes der
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endnu et Ballotini-glasperlelag ovenpd det 100 mm hoje

immunosorbenslag til beskyttelse af toppen af kolonnen.

Til fraskillelse af ACAP'et pd immunosorbensko-
lonnen tilfertes 180 ml af det ikke-tilbageholdte eluat
fra DEAE-trisacryl-adskillelsen (eksempel 2) indeholden-
de 1 mg/ml protein (Lowry) ved 5°C til immunosorbens-
kolonnen med 0,25 ml/min., vaskedes med elueringspuffer
(0,2 M ammoniumhydrogencarbonat, pH 7, 0,01 vagt/vol-%
thiomersal), og, efter at basislinien havde stabiliseret
sig, tilfortes der 50 ml 6M urinstof i elueringspuffer
til kolonnen til eluering af det adsorberede materiale.
Anbringelsen af immunosorbensmaterialet over et Sepha-
dex ® -G-50-lag muliggjorde den samtidige fraskillelse
af proteinet fra urinstoffet under oprationen.

Eksempel 4
Dyrkning af B. pertussis.

Det til organismens vakst anvendte definerede
medium var baseret p& den formel, der er angivet af
Steiner og Scholte (J. Gen. Microbiol. 63, 211-220,
1971) som tidligere beskrevet (Novotny og Brookes, J.
Biol. Stand. 3, 11-29, 1975). Alle kulturer dyrkedes ved
36-37°C. De flydende kulturer, i lest tilkapslede ryste-
kolber (500 ml konisk kolbe med 200 ml medium), podedes
med en kultur dyrket i 48 timer pd Cohen-Wheeler-medium
(dette medium er beskrevet i Novotny og Brookes, J.
Biol. Stand. 3, 11-29%, 1975) med 2% agar og 5% hesteblod
og omrertes til opndelse af en gasudskiftningshastighed
pa 20-40 uM 0,/time. Sadanne flydende kulturer anvendtes
til at pode mediet i 5 liter eller 70 liter fermentere
fremstillet helt i glas, medens pH-vardien holdtes pa
7.6 ved reguleret tilsatning af 2M HCl, og metningen med
oplest oxygen holdtes p3 5-10% ved omrering med en
bladomrore. Kulturerne hostedes for afslutningen af den
eksponentionelle fase, dvs. efter ca. 36 timers inkube-~
ring (Novotny og Cownley, "Effect of growth conditions
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on the composition and stability of the outer membrane
of Bordetella pertussis" i Manclark and Hill (editors),

International Sympesium on Pertussils, U.S. Government
Printing Office, Washington D.C., 1979, 99-123).

Eksempel 5
Kendrick-~test.

Denne test wudfertes 1 overensstemmelse med
W.H.O-kravene til pertussisvaccine under anvendelse af
MFl eller NIH-mus (OLAC, kategori 3, fri for de fleste
patogener indbefattet B. bronchiseptica)} af en vagt pa
14-16 g. Antigenet, i1 0,5 ml rumfang, indpodedes intra-
peritonealt og omfattede en topfortynding og tre fire-
fold seriefortyndinger. Efter to ugers forleb udsattes
musene for intracerebrale angreb under anvendelse af den
anbefalede angrebsstamme 18-323 (100-200 LDgy). Antallet
af overlevende dyr i hver gruppe anvendtes til beregning
af EDgy og af den relative styrke i forhold til British
Pertussis Reference Vaccine 66/84 under anvendelse af et
program med parallellinie-probitanalyse. Der udfortes
ogsd en sammenligningstest under anvendelse af en kombi-
neret FHA- og LPF-vaccine. Resultaterne er anfert i ta-
bel 1.

Til nermere forklaring af hvad tabel 1 angiver,
skal der anferes folgende. Gruppen af mus injiceredes
med graduerede doser som ovenfor anfert af testmateria-
let. Som ovenfor anfert udsattes musene efter et vist
tidsrum for intracerebrale angreb, og antallet af over-
levende dyr i1 hver gruppe registreredes. Procenttallene
med hensyn til overlevende dyr 1 hver gruppe (udtrykt
som probits) afsattes mod log-fortyndinger af de ved
testen anvendte doser. P& basis heraf beregnedes en do-
sis, efter hvilken S0% af dyrene overlevede, dvs. EDgj
(= 50% effektiv dosis). Ved sammenligning af EDg, for
testmateriale og referenceprazparatet kan der bestemmes
en "relativ styrke", dvs. hvor meget af testmaterialet
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der har samme styrke som referencematerialet. Dette kan
udtrykkes direkte i internationale enheder (= I.E.)
(nestsidste kolonne i tabel 1) og, idet man kender den
til beskyttelse nedvendige dosis, ved den sandsynlige
5 mengde af testmateriale, der udger en enkelt human dosis
(sidste kolonne i tabel 1).
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Beskyttende styrke af Bordetella pertussis-fraktioner

ved musebeskyttelsestesten mod intracerebralt angreb af

B. pertussis 18-323 ("Kendrick-test").

Materiale EDggq Relativ 4 I.E.1 ug pro-
g styrke tein (= enkelt

I.E./ug human dosis)
protein

Rat glycin-

hydrol. af

B.pertussis

hydrolyseret

ved 37°C 20 0,02 190

Rat glycin-

hydrol. af

B.pertussis

hydrolyseret

ved 4°C 77 0,003 1333

Hydrolyseret

ved 37°C 20 0,011 363

Hydrolyseret

ved 53°C 149 0,001 4000

B.pertussis

immunorenset

adenylat-

cyclase 19 0,011 364

FHA/LPF

vaccine 77 0,003 1333
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Eksempel 6
Aminosyreanalyse af ACAP.
Aminosyreanalysen udfertes under anvendelse af en

Rank Hilger Chromaspek aminosyreanalysator. Prover frem-
stilledes ved tilsztning af 250 pul af 6N HCl (fortyndet
ud fra BDH Aristar-kvalitet) indeholdende 0,1% (vagt/
vol) phenol til det terrede prevemateriale 1 et tykveg-
get Pyrex-reagensglas (7,5 X 1,2 cm). Reorene blev der-
efter trukket ud 1 en af oxygen og naturgas frembragt
bleselampeflamme til frembringelse af en sn®ver &bning.
Efter frysning af indholdet i et fast-CO,-ethanol-bad
blev hvert reagensglas forbundet gennem en manifold og
felde til en hejvakuumpumpe, og man lod det stad i 10
minutter til fjernelse af luft. Reagensglassene blev
derefter lukket tat til og anbragt i en ovn ved 110°C
til hydrolyse. De hydrolyserede preover torredes i en
vakuumekssikkator over natriumhydroxidperler. Den torrede
remanens oplestes i 250 pl aminosyreanalysator-startpuf-
fer til automatisk analyse.

De 1 tabel 2 anferte aminosyrevardier er gennem-
snitstal af resultaterne opndet fra dobbelte 24, 48 og
68 timers hydrolyser, undtagen i tilfazldene med valin og
isoleucin, hvor der anvendtes 68 timers hydrolysevardi-
erne.

Verdier for cystin, cystein og tryptophan kunne
ikke bestemmes ved denne metode.
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Tabel 2
Rester
Asparaginsyre (+asparagin) 48
Threonin 33
5 Serin 33
Glutaminsyre (+glutamin) 62
Prolin &0
Glycin 77
Alanin 82
10 Valin 54
Methionin 4
Isoleucin 22
Leucin 50
Tyrosin 7
15 Phenylalanin 11
Histidin 13
Lysin 19
Arginin _ 37
20 Eksempel 7

vVaccineformuleringer.

vacciner til anvendelse ved immunisering kan

fremstilles ved konventionelle metoder med foelgende be-
standdele:

25 a) Difteri-, tetanus- og pertussis-vaccine i simpel

oplesning.
Hver 1 ml vaccine indeholder:
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Difteri-toxoid >60 I.E.
Tetanus-toxoid >120 I.E.
Pertussis-antigen ifelge opfindelsen >0,363 mg
Natriumborat <10,03 mg
Ravsyre <3,10 mg
Thiomersal 0,04-0,2 mg
Natriumchlorid <8,5 mg

vand til 1 ml

b) Adsorberet difteri-, tetanus- og pertussis-vaccine.
Difteri-, tetanus- og pertussis-komponenterne ad-
sorberes til aluminiumhydroxidgel ved hj=zlp af standard-

metoder.
Hver 1 ml vaccine indeholder:

Difteri-toxoid >60 I.E.
Tetanus-toxoid >120 U.L.
Antigen ifelge opfindelsen >0,363 mg
Uopleselige aluminiumsalte <zkvivalent
med 0,093
mmol (2,5 mg)
Al.
Natriumborat . <8,01 mg
Ravsyre <2,48 mg
Thiomersalt 0,04-0,2 mg
Natriumchlorid <6,8 mg
vand til 1 ml

c) Pertussis-vaccine.
Hver 1 ml vaccine indeholder:

Antigen ifglge opfindelsen >0,363 mg
Thiomersal 0,04-0,2 mg
Natriumchlorid <8,5 mg

vand ] til 1 ml
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PATENTEKRAV

1. Renset Bordetella pertussis antigen, som ek-
straheres sammen med adenylat-cyclase-aktivitet, nar ek-
straktion af aktiviteten udferes under anvendelse af en
vandig, pH3 oplesning af 0,25 M glycin, og som er
kendetegnet ved felgende trzk:
en relativ molekylvagt pd 67.000-73.000 som bestemt ved
12% (vagt/vaegt) polyacrylamidgel-elektroforese og
et forhold mellem prolin og glutaminsyre pa i det ve-
sentlige 1:1 som bestemt ved aminosyreanalyse,
hvorhos antigenet er i det vasentlige fri for intracel-
lulart B. pertussis materiale.

2., Vaccine, kendetegnet ved, at den
omfatter et antigen ifelge krav 1 i blanding med en far-
maceutisk acceptabel bzrer.

3. Vaccine ifelge krav 2, kendetegnet
ved, at antigenet er til stede i en mazngde pd fra 0,01
til 5 mg/ml.

4. vaccine ifelge krav 3, kendetegnet
ved, at antigenet er til stede i en mangde pa fra 0,03
til 2 mg/ml.

5. vaccine ifelge et vilkarligt af kravene 2-4, -
kendetegnet ved, at den yderligere indeholder
en farmaceutisk acceptabel adjuvans.

6. Vaccine ifslge et vilkarligt af kravene 2-5,
kendetegnet ved, at den yderligere indeholder
et eller flere andre antigener.

7. Antigen ifelge krav 1 til anvendelse til tera-
pi eller profylakse hos mennesker.

8. Fremgangsmdde til isolering af et antigen
ifelge krav 1, kendetegnet ved, at man be-
handler en kultur af B. pertussis-celler med en vandig
aminosyrepuffer med pH 3,0-3,5 og indeholdende en hyper-
tonisk koncentration af navnte aminosyre med hensyn til
cellerne, skiller cellerne fra den fremkomne supernatant
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og isolerer antigenet fra supernatanten.

9. Fremgangsmade ifelge krav 8, k endet e g -
net ved, at aminosyren er glycin.

10. Fremgangsmade ifelge krav 8 eller 9, k e n -
detegnet ved, at den navnte isolering fra super-
natanten omfatter anvendelse af ionbytningschromatogra-
fi.

11. Fremgangsmdde ifelge krav 8 eller 9, k en -
detegnet ved, at den navnte isolering fra super-
natanten omfatter anvendelse af prazparativ isoelektrisk
fokusering.

12. Fremgangsmidde ifelge krav 8 eller 9, k e n -
detegnet ved, at den nazvnte isolering yderligere
omfatter passage af det isolerede materiale gennem en
immunoabsorptionskolonne indeholdende et passende mono-
klonalt antistof mod antigenet.

13. Anvendelse af et antigen ifelge krav 1 til
fremstilling af en vaccine til anvendelse ved fremkal-
delsen af immunitet mod kighoste hos mennesker.
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