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{54) Verfahren zur Herstellung von Influenza-Inaktivimpfstoffen mit geringer Stammabhangigkeit

{(57) Es wird ein Verfahren zur Herstellung neuartiger Influenza-Inaktivimpfstoffe zur Anwendung im Bereich der
Human- und Veterinidrmedizin beschrieben. Das Ziel der Erfindung ist die Entwicklung von ‘
Influenza-Inaktivimpfstoffen, deren Schutzwirkung sich unabhéngig vom verwendeten Produktionsstamm auf
_mehrere Varianten des Influenzavirus erstreckt. Das Wesen der Erfindung besteht darin, daB spezielle
Antigendeterminanten der leichten Kette des Hdmagglutinins (HA2), die bei allen Typen und Subtypen des
Influenzavirus nahezu identisch sind, durch das erfindungsgemaRe Verfahren durch Modifikation des
HA-Gesamtmolekills freigelegt bzw. in eine Form gebracht werden, in der sie ihre immunogenen Eigenschaften
“entfalten kdnnen. Dabei wird entweder durch Einwirkung von geeigneten Proteasen oder durch reduzierende
und/oder proteindesintegrierende Substanzen die schwere Kette (HA1) des HA-Molekiils vollig oder zum
{iberwiegenden Teil von der HA2-Kette getrennt, so daR die biologisch als Fusionsfaktor wirkenden Determinaten der
HA2-Kette freigelegt werden.
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‘bildet, die gegen Antigendeterminanten der Cberilicheng

ag
- mus azusiben, besitzen die gegen das HA-Anvigen gericiate
iv a

o s ” Ya aan

triert und gleichzeitig von deﬁ gus dem Brutel stammenden
Begleitstoffen weiltgehend befreis.
Das auf diese Weise gereinigte und konzentrierte Virusmate-
rial kenn nach Einstellung auf die flr die Stimulierung der
Immunantwort erforderliche Viruskonzentration, gegebene;—
falls nach Zugabe eines Adjuvens, direkt zu elnem Impfetolf
ver arbeltet werden. Impfstoffe dieses Typs, sog. Vollvirus-
oder Virionenimpfstoffe, befinden sich seit vielen Jehren
in der Anwendung.
Andere Typen von in Anwendung befindlichen Influenga-Inak-
tivimpfstoffen sind die Spalt- und Subeinhelitenimpfstoife.
Bei diesen wird das gereinigte und konzentrierte Virusma-
terial zusdtzlichen Produktionsschritien unterworfen, wobel
entweder durch Einwirkung von oberfl&chenaktiven ‘Substanzen
die fiir die Ausl@sung der Immunentwort verantwortlichen
Oberflédchenglykoproteine HA und NA vom Resﬁvirus-abgelbst 
und ‘danach isoliert werden, oder bel denmen durch die Bin-
wirkung von Llpldlosunvsmltteln eine v8llige Solubilisie-
rung der Viruspartikel und die weitgehende Entfernung der»
Lipide der duBeren Virusmembran erfolgt.
Die 1mmunolovlsche Wﬂrkuuﬁswelse von Inaktivimpistoifen

ist, unabhéngig vom gewghlten Verfahren, nehezu identisch.
Sie beruht in erster Linie auf der Stimulierung der humo-

ralen Immunanitwort. Dabel werden vorwiegend AntikOrper

g
koproteine HA und NA gerichiet gind. Obwchl die gegen die
NA gerichteten Antikdrper durch die Beeln-l ssuz

*)

g
letzteq;Phase der Virus=Zellbeziehung, der Virusausschleu=-
sung, einen BinfluB auf die Virusverbreitun ¢
Antikdrper flr dle Protektivitdt die grdfer
Es ist bekannt, daB das Hia-Molekiil, zwei Polypeptide, eine
schwere (HA1) und eine leichte (HA2) Kette aufweist
durch Disulfidbriicken verbunden sind. Das CGesamimol

e
~durch das proximale Ende der leichten Kette in der Lipid-

doppelmembran der Virushlille verankert, wdhrend das dista=-
le Ende mit der schweren XKette identisch ist.



ch der Immunisierung mit den
impfsvofien werden antikdrper
determinanten der schweren Xes
tikOrper besitzen u.a.
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Drifiph&nomen ihren Ausdruck findenden VerZnderungen unt

worfen. Daraus erwdchst die Hotwendi
ktualisierung der zur Impfsioffherstellun

Stémme an die jewellige epi

Gefahr daB im Falle einer

neuer, fir den leﬂscnen bisher nicht als pathozen beks
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Antigenvarianten, diese bei der Impfstoffzusammenset
nicht bverlicksichiigt werden konnten, so dald ein wirk
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Schuvz durch die Impfung nicht srzielt werden Xann.

wendeten Impisté&mmen unabhingige Wirksamkeii aufweisen.
m

Das s0ll auf der Grundlzge von antigenen Determinenien
HA erfolgen, die bei allen Typen und Subiypen des Influ-
enzavirus identisch sind und die durch das srfindungsge-
méle Verfahren durch Modifikation des Zi-Cesamimolakils
frelgelegt ovzw. in eins Form gebracht werdsn, in dar s
ihre immunogenen Figenschaften entfalien Zinnen,
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.

indung

i

Der Erfindung liegt die Aufgebe zugrunde, ein Verfahren
zur Herstellung von _nfluenza-iaﬂxu:VlmpIstoffeq'uu ent-
wickeln, die einen vom verwendeten. Impfstamm und der je-
welllgen epldemloloclscheq Situation unabhéngl gen Schutz
nach ihrer Anwendung bei Mensch und Tier vermitteln oder
die zumindest geeignet sind, nach einer Tnfektion mit dem
Influenzavirus die Krankheitsdauer und den Schweregrad

der Erkrankuno’nachha1+iﬂ zu beeinflussen. Das soll auf

der Grundlage von antl"ﬁneq Determinanten des Hdmaggluti-
nins (HA) erfolgen, die allen bisher bekennten Typen und

Subtynen gemeinsam sind.

s wurde nun gefunden, daB nach der Infektion des lNenschen
mit einem MJxov1rus 1n11uenzae Antikdrper GEOlldEu werden,
die gegen die am proximelen Ende der leichten Kette loka-
ligierten und funktionell als Pusionsfaktor wirksamen Pep-
tidsequenzen gerichtet gind uwnd die, da diese Sequenzen
bel allen Tn;lueﬂzav1req identisch sind,. eine von der akitu-

ellen Brr regervariante unabhingige Hemmung der Virusvermeil-
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rung durch die Verhinderung der Fusion
bran mit der 7ellmembran guslisen.

_Bg wurde weiterhin gefunden,dal diese Antikdrper nichst nur

nach einer natiirlichen Tnfektion gebildet werden, sondern
such nach Immunisierung mit Tmpfstoffen, die als Wir ksames
Prinzi ip die nach besonderer Behandlung freigelesgten anti-
genen Deuermlparten des Amino-terminalen Endes der leichten

Kette des Hamamvluulnxns enthalten.

:Als’AusgangsmaterlaL fir das erfindungsgeméfe Verfeshren ver-
- ,

wendet man durch an sich bekannte Verfahren Vi

und gereinigte Suspensionen cines Stammes des Influenzavi=
rus, der sich durch besonders hche Termenrungsidnigkeld im
emb”*onleruen Hihnerei auszeichnet oder isolierteé reines
HA, das ebenfalls durch an sich bekannte Verfanren Zewon-
nen wurde.

Nach Inkubation dleser Virussuspension oder des isolierten

.
un
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bis 5.8, vorzugsweise bei pE 5.2 flr eine Dauer von 2 bis
30 linuten, vorzugswelse 10 Ilinuten und der sich anschlieflen=~
den Einstellung auf den neusralen pH-Bereich, wird die schwe-

legenden Teil durch
e

re Kette entweder v8llig oder zum iiberw
dle Einwirkung einer Protease-vom 7T s Trypsins oder durcn

die Aufldsung der die schwere und leichite Kette verbindenden
Disulfidbriicks mitiels reduzierender Subsianzen nacn vorheri-
2

ger Kolekﬁlauffaltung von der lei

z.3. Hercapto&Zthanol und zur Protein uifaltung strukiur-
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brechende Substang n, wile z.3. Hgrangiots
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chlorid, verwendet werden,
Bei der Anwendung bestimmier Substanzen, wie z.3

o=,

trichlorazetat in Kombination mit llercaptodthanol karn asuch
s

ha
die AblSsunz der schweren Keite ohn vorherige Inkubaiion im
[} =]

o

sauren Bereich erfolgen, Es k¥ann aber such dis 4Abspaltung

des grobten Teils der schweren Xetie durch Protezsen, dis
unter sauren Bedingungen wirken, direkt bei niedrigen pH-
Werten exrfolzen,

PR

In Falle der abspaltung der schw

e
Viruspartikel kenn vorzugsweiss die Abtrennung durch Zonal-
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zentrifugation im S&ccherosehaliigen Dichiegracdienten er=
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Tolgen. Dabei werder Cle fUr dis Reelisierung des erfindungs-
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Molekulargewichie (ZA1 & 75000, zio : 25C00)
rlauben.
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Bei der Verwendung von Virusmaterial, bei dem die Fr

o

e
gung des HA2 am sonst intekten Virion erfolgt, kann die
Weiterverarbeitung zu einem Impfstof c

0

yif
be einer die Immunentwort verstdrkenden Substanz erfol

o
®
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wird die Abspaltung des HA2 vom HAT am isolierten HA-Mole= -
¥iil vollzogen, denn ist die Inkorporation des isoclierten
HA? in Liposomen oder seine Kopplung an ein geelgnetes lia-
kromolekiil, welches keine semsibilisierenden Digenschaiten
entfaltet, fiir die Immunogenitét vorteilhaft. Das gleiche
gilt such, wenn die an sich bekannten Polypepiidsequenzen

;

des HA2 auf gentechnologischem oder vOllig synthetischen iege

dargestellt werden.

Beigpiel 1:

10 = 11 tégizge Hﬁhnerenbfyénen werden mit 1000 mitsleren
- Bi-infektidsen Dosen (EIDg,) eines definierten I fluenza-
stammes, z.B. A/PR/8/34, in einem Inokuletionsvolumen von
v O.1_ml'intraallantoidal infiziert und 48 h Del 339C pis 35°C
inkubiert. Danach werden die virushalti i

g a=
keiten gewonnen und vereinigt. Nach Entfernung zellulérer Ver-
wnreinigungen durch Zentrifugetion (1500 g, 20 min) wird das
Virusmateriel durch Einleiten in einen mit einem kontinuler-

lichen Saccharosegradienten (0 % - 60 %) beladenen Durch-
fluBzonalrotor gereinigt und konzentriert. Das Virusmateriel
wird in den Frektionen, deren Saccherosexonzentratlon der

° :}'—‘

Dichte des Influenzavirus entspricht, welt

ten. Durch'Pelletie*ung oder Dialyéeverfah en kenn dsr Szc-
charcsegehalt des V rusmeterials vermindert oder génzlich
entfernt werden. Die Virussuspension wird nunmenr, nacadem
- der Proteingehals durch geeignete Verfahren, z.B. nach Lowry
bestimmt wurde, mit phosphetgepufferter Haitriumchloridlo-

sung so vercdinnt, dalBl e
mg/ml resultiert.
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und NA vom Restvirus erfolgt. Das in der entsprechenden
Gradientenfraktion bzw. im Ubergtand befindliche HA wird
durch Siulenchromatographie gereinigi., Die ggf. einge-
engte Losung wird mit Harnstoff und 2-Mercaptoithanol ent-

LR}

sprechend Beispiel 2 versetzt und die Subeinheiten in be-

kennter Weise isoliert.
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Patentanspriiche

1.

2.

»dau die dafiir erforderlichen Oberflidchensirukiur

& - - - . 4 -y 1
Determinanten der leichien Xeite ericlsg

wirkseame Sitrukiuren erze

Verfahren zur Herstellung

impfstoffen, die auigrund &
verwendeten Virusstamm unsbhingi
Peptidsequenzen des Himaggl n

von der akituellen epidemiolo

hiéngige Wirksemkeit besitzen, gekxenn:

der Oberflidche ansonsten intakfer Viruspartike
gelegt oder in kiinstliche Lipidvesikel (Virosomen) in-
korporiert werden, wobel entweder durch Zinwirkung von
geeigneten Proteasen oder durch reduzierende urd/odc*
proteindesintegrierende Substanzen die schwere
Kette des HA-Molekiils v©llig oder zum grSften Tell von
der leichten (HA2)Kette getrennt wird und dadurch eine
+
u

Freilegung der biologisch als FusionsfaX

_korpovatlon von isolierten Teilen des HA-ilolekiils, z.B.

e

der ZA2-Kette oder synthetisch cder genitechnologisch
hergestellter Peptidsequenzen des

omexn bzw. durch chemische Verknlpiung dieser
e 1

ile mit geeigneten Trége_molekﬁ

Verfahren nacn Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dai

e

die Abspaliung des HAT nech 1 b2is 30 min Aufbewanrung,
rveilhaft 10 min, 1m seuren Berel

5.5, vorteilhaft bei pH 5.2, durch Zianwirkung von Zro-

teasen, die einen dem Trypsin Ennlichern Wirkungsmecha-

. Ead —~—
nilsmus au:*.mlsen, EXrICLET,

b F- N : T = 11 A fon B SR S R .
ihaft bel pXE 5.2, durch Zinwirkurng von re-
*»
bt
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Verfahren nach einen der Anspriiche 1-3, gekennzeichnet
iy (=]

dadurch, daB die durch die Abspalfung des HAT1 modifizier-

o0

d
ten Viruspartikel direkt zu einem Impfstoif verarbeitved

werden.

Verfahren nach einem deér Anspriiche 1-3, gekennzeichnet

dadurch, daB die durch die Abspaltung des HAT modifizier-
ten Viruspartikel nach Zugabe eines organischen oder an-
organischen Adjuvans zu einem Impfstoff verarbeitet wer-

den.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-5, gekennzeichne?
dadurch, daB die durch die Abspaltung des HA1 modifizier=-
ten Viruspartikel nach Mischung mit durch an sich bekann-

o

ary

=

ten Verfahren inakiivierten und gereinigten Virus

spa
o
PI

‘keln eines aktuellen Epidemiestammes zu einem Impfstoff

verarbeitet werden.
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